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ABSTRAKT

Prace byla zaméfena na sledovani zmén zastoupeni mikroorganismit béhem zréni u
pfirodniho syru typu Eidam. Pro stanoveni pfitomnosti bakterii se v soucasnosti, kromé
tradi¢nich izola¢nich technik napt. plotnova metoda, pouzivaji moderni izola¢ni metody
molekuldrni biologie. Pro vyzkum byla pouzita metoda molekularni biologie TGGE

(gelova elektroforéza v teplotnim gradientu)

V jednotlivych vzorcich syra byly nalezeny startérové kultury a non-starterové bakterie
mlécéného kvaSeni a také kontaminujici bakterie. Na zacatku zrani ptrevladaly predevsim
startérové kultury, jejichz mnozstvi postupné klesalo, naopak v pozdéjSich stadiich zrani
prevladaly non-starterové kultury. Ve vzorcich syra byly identifikovany, pfedev§im na

pocatku zrani, i kontaminujici bakterie Escherichia coli.

Kli¢ové slova: bakterie mlééného kvaSeni, syr Eidam, zrdni syri, gelovéa elektroforéza

v teplotnim gradientu, deoxyribonukleova kyselina, polymerazova fetézova reakce

ABSTRACT

The work was focused on monitoring changes in the representation of microorganisms dur-
ing ripening of Dutch type cheese Edam. In the present, to determine the presence of bacte-
ria is using modern isolation methods of molecular biology. For the research was used

method of molecular biology TGGE (Temperature Gradient Gel Electrophoresis).

Starter cultures, non-starter bacteria and contaminating bacteria have been found in indi-
vidual samples of cheese. At the beginning of cheese ripening, dominated primarily starter
cultures, their number gradually declined, while in the later stages of cheese ripening
dominated a non-starter cultures. In individual cheese samples were identified, especially at

the beginning of cheese ripening, a contaminating bacteria Escherichia coli.

Keywords: Lactic Acid Bacteria, Cheese Edam, cheese ripening, Temperature Gradient Gel

Electrophoresis, Deoxyribonucleic acid, Polymerase chain reaction
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UvVOD

Bakterie mlééného kvaSeni jsou charakterizovany jako grampozitivni, nepohyblivé,
nesporulujici mikroorganismy, které produkuji kyselinu mlécnou jako hlavni nebo jediny
produkt svého metabolismu. Jsou katalasa negativni a obvykle postradaji cytochromy.
Skupina bakterii mléného kvaSeni zahrnuje nékolik ¢eledi: Lactobacillaceae,

Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Leuconostocaceae a Streptococcaceae [1, 2, 3].

Bakterie mlécného kvaseni jsou velmi narocné na pfitomnost nutricnich latek, jako jsou

sacharidy, aminokyseliny, peptidy, nukleové kyseliny, kyselina hyaluronova a vitaminy [2].

Rizné druhy bakterii mlééného kvaSeni se dokazaly ptizplsobit riznorodym podminkdm
prostiedi, proto jsou v pfirodé velmi rozsifené. Bézné¢ se vyskytuji v travicich traktech
zvitat a Cloveka, dale v mléce a mléénych vyrobeich, masnych vyrobceich, vyrobeich z
moiskych Zivo¢ichl a na rostlinach a vyrobcich z nich. V praxi se pouzivaji hlavné ve
vyrobé a konzervaci mléénych vyrobkl (syry, mlééné napoje, jogurty aj.), masnych

vyrobkd, kysaného zeli, okurek a silaze [2, 4].

Zmény bakterii mléného kvaSeni probihaji pfedev§im béhem zrani mlénych vyrobki,
predev§im u syrii. Zrani je slozity proces, béhem kterého dochazi k nejrizné;si
mikrobiologickym, biochemickym a senzorickym zménam ve vyrobku. Béhem zrani jsou
dilezité podminky, ve kterych probihd, jedna se predevsim o délku zrani, teplotu a vlhkost.
Dtlezitym z téchto parametra je teplota, kterd vyznamné ovliviiuje biochemické déje, pii
vysSich hodnotach je urychluje, pfi nizSich zpomaluje. Nezastupitelnou roli béhem zrani
hraje ve velké mife uprava mléka. PfedevS§im se jednd o mikrobiologické sloZeni, obsahu

tuku, bilkovin, z nichz jsou dilezité kaseiny a obsahu katalyzatoru [5, 6].

Elektroforéza prokazala, ze muze byt dulezitym nastrojem pii analyze biomolekul
z davodi presnych vysledki a Sirokého rozsahu pouziti. Toto plati 1 pro elektroforézu
TGGE (gelova elektroforéza v teplotnim gradientu), ktera dokéze presné detekovat zmény
Vv poradi bazi v nukleotidové sekvenci, jak ve dvoufetézcové, tak v jednoretézcové DNA.

Metoda TGGE ma potencidl zachytit i ty nejmensi zmény ve fragmentech DNA [7, 8, 9].
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. TEORETICKA CAST
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1 BAKTERIE MLECNEHO KVASENI

Bakterie mlééného kvaSeni patfi mezi heterogenni skupinu mikroorganismi, které
fermentuji rizné ziviny za vzniku kyseliny mlé¢né. Bakterie mlééného kvaseni (BMK) jsou
grampozitivni, fakultativn¢ anaerobni, mikroaerofilni a aerotoleratni mikroorganismy,
nékteré jsou striktné¢ anaerobni, dale jsou to acidotolerantni a nesporulujici bakterie. Do
skupiny bakteriii mlééného kvaseni jsou v dnesni dobé fazeny rody Abiotrophia,
Aerococcus, Agitococcus, Alkalibacterium, Allofustis, Alloicoccus, Atopobacter,
Atopococcus, Atopostipes, Carnobacterium, Desemzia, Dolosicoccus, Dolosigranulum,
Enterococcus, Eremococcus, Globicatella, Granulicatella, Ignavigranum, Isobaculum,
Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Lactovum, Leuconostoc, Marinilactibacillus,
Melissococcus,  Oenococcus,  Paralactobacillus,  Pediococcus,  Streptococcus,
Tetragenococcus, Trichococcus, Vagococcus, Weissella. Mezi tyto bakterie je diky
nékterym spoleénym vlastnostem a vyuziti v technologii vyroby potravin rovnéz fazen rod

Bifidobacterium, ktery patii do skupiny aktinomycet [1, 2, 3].

Bakterie mlécného kvaseni se podle zplsobu zkvasovani sacharidi rozd€luji na
homofermentativni a heterofermentativni. Mezi homofermentativni BMK se fadi napf.
Lactococcus, Pediococcus, Streptococcus, které produkuji hlavné kyselinu mléénou.
Heterofermentativni bakterie produkuji 50 % kyseliny mlééné a zbytek tvofi kyselina
octova, etanol, oxid uhli¢ity a vodik. Mezi tyto bakterie patii naptf. Leuconostoc, nékteti
zastupci rodu Lactobacillus, Weisella a Bifidobacterium. Tyto bakterie patii mezi mezofilni
mikroorganismy, tzn., ze optimalni teplotu ristu maji okolo 37 °C, mohou vSak rist i pfi
teplotach pod 5 °C a nad 45 °C. Optimalni pH pro rist se pohybuje v rozmezi pH 4,0 — 4,5,
nékteré vSak rostou pii pH 9,6 (Enterococcus) a jiné rostou pii pH 3,2 (Leuconostoc) [1, 2,
4].

1.1 Technologicky vyznamné bakterie mlé¢ného kvaSeni

Témér vsechny technologicky vyznamné BMK taxonomicky nalezi do fadu Lactobacillales
z kmene Firmicutes. V tomto fadu, ktery je rozdélen do sedmi celedi, jsou zahrnuty
grampozitivni bakterie tvaru ty¢inek nebo koki, ojedinéle vlaken. Z hlediska vyuziti v
potravinafstvi jsou vyznamné piedevsim Celedi zahrnujici BMK vyuzivané v technologii

potravin  nebo  kontaminujici  potraviny:  Lactobacillaceae, = Aerococcaceae,
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Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Streptococcaceae. Jejich charakteristickym znakem
je produkce kyseliny mlééné jako hlavniho metabolitu pii fermentaci cukri. Mnoho rodi se
pouziva pro vyrobu raznych fermentovanych potravin (kumys, jogurt, maslo, syry, kefir,
acidofilni mléka aj.). Rada znich se také pouziva pii fermentaci zeli, vyrob&
fermentovanych masnych vyrobkli a vina, ve kterém preménuji kyselinu jableCnou na

kyselinu mlé¢nou. Nékteré druhy z téchto ¢eledi vS§ak mohou byt podminéné patogenni [3,

10].

1.1.1 Rod Lactobacillus

Tento rod patii do Celedi Lactobacillaceae, bunky bakterii jsou ve tvaru ty€inek nebo
kokoty¢inek, které tvoti pravidelné fetizky. Jsou grampozitivni, nesporulujici, fakultativné
anaerobni, n€kdy mikroaerofilni a n¢ktefi zastupci dokonce anaerobni. Optimalni teplota
rustu je 30 — 40 °C, pH 5,5 — 6,2. Pozaduji bohaté substraty, neredukuji nitraty,
nehydrolyzuji Zzelatinu a jsou katalasa negativni. Laktobacily jsou velmi rozsifené
Vv prostiedi, mizeme je nalézt v potravinach rostlinného i zivocisného ptivodu (mlécné
vyrobky, masné vyrobky, vino, kysané zeli, silaze aj.), v travicim traktu savcil, ptaka i
Cloveka. Na zakladé produktt fermentace cukrl je mozno rozd¢lit laktobacily do tii skupin
[1, 2, 3, 4,10, 11, 12]:

a) obligatn¢ homofermentativni [1, 2]:

1. Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii — fermentuje material rostlinného ptvodu.
2. Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis — vyskyt v syrech, mléce, granulovanych
krmivech.

3. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus — vyskyt v syrech, startér do jogurtu.

4. Lactobacillus acidophilus — vyskyt v travicim traktu savci a ptaka.

5. Lactobacillus helveticus — startér pro syry, syrové mléko.

b) fakultativné heterofermentativni [3, 11]:

1. Lactobacillus casei — vyskyt v syrech, mléce.

2. Lactobacillus plantarum — izolovan ze syrt, fermentovaného materidlu rostlinného
puvodu.

3. Lactobacillus sakei — ptivodné¢ jako startér pro sake, dnes hlavné vyroba kysaného zeli.

c¢) obligatné heterofermentativni [3, 11]:

1. Lactobacillus buchneri — mléko, syry.
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2. Lactobacillus fermentum — mlé¢né vyrobky.

3. Lactobacillus kefiri — vyroba kefiru.

1.1.2 Rod Pediococcus

Bakterie tohoto rodu se n¢kdy oznacCuji jako mlécné koky. Buiky tvaru kokt tvofi
pravidelné tetrady, mohou se také vyskytovat jednotlivé nebo ve dvojicich. Jsou
grampozitivni, nepohyblivé, nesporulujici, fakultativné anaerobni. Vyzaduji na Zziviny
bohatd media s fermentovatelnymi cukry. Jsou katalasa negativni, neredukuji nitraty.

Optimalni teplota ristu se pohybuje v rozmezi 25 — 40 °C [3, 4].
Mezi nejéastéjsi druhy patii [3, 4]:

1. Pediococcus damnosus — vyroba alkoholickych napoju.

2. Pediococcus pentosaceus — mléko a mlééné vyrobky.

3. Pediococcus acidilactici — mléko a mlé¢né vyrobky.

1.1.3 Rod Enterococcus

Enterokoky patii do ¢eledi Enterococcaceae. Buriky jsou ovoidni nebo sférické, vyskytuji
se po dvou, ve shlucich nebo kratkych fetizcich. Jsou fakultativné anaerobni,
chemoorganotrofni, vyzaduji média bohata na Ziviny. Jsou katalasa negativni a hlavnim
produktem fermentace je kyselina mlé¢na. Enterokoky jsou pomérné odolné viici prostiedi,
maji Siroké rozmezi teplot rstu od 10 — 45 °C, rostou v pfitomnosti NaCl nebo Zluce [1, 2,
4,10, 13].

Mezi nejvyznamnéjsi druhy lze zatadit [1, 2, 12, 13]:

1. Eterococcus faecalis — pusobi jako kontaminant, vyskytuje se ve stolici Zivocichd,
V potravinach i rostlinach.

2. Enterococcus faecium — stolice zivocichu, potraviny, klinicky material.

3. Enterococcus durans — mlééné vyrobky, hlavné jogurty.

4. Enterococcus malodoratus — mlééné vyrobky a syry.
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1.1.4 Rod Leuconostoc

Leuconostoc patii do Celedi Leuconostocaceae, buiiky jsou ovoidni nebo sférické, jsou
uspotradany v fetizcich nebo po dvou, nékdy maji tvar kokotyCinek. Jsou grampozitivni,
nepohyblivé, nesporulujici, fakultativné anaerobni. Rostou pomalu a vyzaduji média
bohatd na ziviny. Rostou pii teploté 20 — 30 °C, hlavnim produktem fermentace je etanol.
Jsou katalasa a indol negativni, hydrolyzuji arginin, neredukuji nitraty, nehemolytické [3,
4, 10].

Mezi nejvyznamnéjsi zastupce patii [1, 2, 3, 12]:

1. Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides — fermentované rostlinné produkty.

2. Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum — mléko a mlé¢né vyrobky.

3. Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris — mléko a mlé¢né vyrobky.

4. Leuconostoc lactis — mléc¢né vyrobky.

1.1.5 Rod Streptococcus

Streptokoky patii do ¢eledi Streptococcaceae, jejich buiiky jsou ovoidni nebo sférické,
vyskytuji se ve dvojicich nebo fetizcich. Jsou nesporulujici, nepohyblivé, fakultativné
anaerobni, grampozitivni. V nékterych ptipadech mohou tvofit pouzdra. Rostou v rozmezi
teplot 25 — 45 °C, nerostou pii nizkych teplotach pod 10 °C. Jsou katalasa negativni,
hemolytické. Produkuji prevazné kyselinu mlécnou. Nékteré druhy streptokokli jsou
patogenni. Streptokoky jsou rozdéleny do Ctyi skupin: anaerobni, ordlni, pyogenni a ostatni
streptokoky. V poslednich letech bylo mnoho zmén v klasifikaci streptokokt, kdy byly
vy¢lenény a daly zaklad novym rodiim (Vagococcus, Lactococcus, Enterococcus) [3, 4,
10].

Mezi potravinarsky nejvyznamnéjsi druhy lze zaradit [1, 2, 4, 12]:
1. Streptococcus salivarius subsp. thermophillus — jogurtova kultura.
2. Streptococcus bovis — trakt bylozravcl a mlééné vyrobky.

3. Streptococcus uberis — pfirozena mikroflora vemene, syrové mléko.
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1.1.6 Rod Lactococcus

Laktokoky se tadi rovnéz do celedi Streptococcaceae, jejich bunky jsou ovoidni, sférické,
vyskytuji se v kratkych fetizcich nebo po dvou. Laktokoky jsou grampozitivni bakterie,
chromogenni, nesporulujici, bez pouzder, jsou nepohyblivé a fakultativné anaerobni. Jejich
hlavnim fermenta¢nim produktem je kyselina mlécna, jsou katalasa i a oxidasa negativni.
Optimalni teplotu ristu maji okolo 37 °C a rovnéz rostou kolem teploty 10 °C. VSeobecné
jsou nepatogenni pro Clovéka [1, 2, 3, 4, 10].

Mezi nejéastéjsi zastupce patti [1, 2, 3, 12]:

1. Lactococcus lactis subsp, lactis — mlé¢né vyrobky, mléko, potraviny rostlinného paivodu.

2. Lactococcus lactis subsp. cremoris — mléko a mlé¢né vyrobky.

3. Lactococcus lactis subsp. lactis var. diacetylactis — mléko a mlé¢né vyrobky.
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2 VYROBA SYRU TYPU EIDAM

2.1 Charakteristika eidamskych syri

Eidamské syry patii v ramci skupiny ptirodnich syrt z hlediska obsahu susiny mezi tvrdé
syry. Podle hlavnich technologickych znakti patii do skupiny syrG s nizkodohtivanou
syfeninou, piihfivani a dosousSeni syrového zrna probiha v zavislosti na obsahu tuku
Vv susing pfi teplotach 34 — 42 °C. Ptihfivani a dosousSeni probihd za piidavku praci vody,

20 — 40 % z mnozstvi odpusténé syrovatky podle obsahu tuku v susiné [14].

Mléko pro vyrobu syra je peclivé vybirano, upravovano, standardizovano a skladovano tak,

abychom doséhli vyrobku pozadovaného slozeni a kvality [15].

2.2 Puvod eidamskych syri

Eidam ma svij pivod v Holandsku, kde se zacal vyrabét jiz na zacatku 11. stoleti. Své
jméno ziskal podle mista vzniku, mésta Edamu v severnim Holandsku. Slovo “ Eidam*

znamena syr s nizkodohiivanou syfeninou ve tvaru koule [14].

V Ceskych zemich se Eidam =zacal vyrabét poprvé v 19. stoleti diky zahrani¢nim
odbornikiim, ktefi k nam ptivezli technologii vyroby Eidamu. O rozvoj tvrdého syrafstvi se
Velky rozvoj vyroby tvrdych syrii nastal po 2. svétové vélce, kdy byla témto syrim
vénovana pozornost z hlediska rozvoje technologie, mechanizace zpracovani syieniny,

tvarovani syrt a jejich oSetfovani béhem zrani [14, 16].

2.3 Mikrobiologické kultury vyskytujici se v syrech eidamského typu

Pivodné se Eidam vyrabél pouze v oblastech, kde byly vhodné klimatické podminky pro
jeho vyrobu. Vyrabél se ze syrového mléka, které spolu se syfidlem mélo takovou
mikrofloru, ktera umoziovala jeho vyrobu [14, 17, 18]. VSe se zménilo pfi pouzivani
¢istych bakterialnich kultur. Diky nim se vyroba Eidamu rozsifila téméf do celého svéta

[14, 19]

Bakterialni kultury, které se pouzivaji pfi vyrobé Eidamu, jsou: Lactobacillus plantarum,
Lbc. casei, Lbc. helveticus, Lbc. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lbc. casei, Lbc. curvatus,

Streptococcus thermophilus, Lactococcus lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris, L.
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lactis subsp. lactis var. diacetylactis, Enterococcus faecalis, dale pro doplnéni chut'ovych

vlastnosti to mohou byt Lbc. brevis, Lbc. fermentum [1, 10, 14, 19, 20, 21,].

2.4 Uprava mléka

Dulezitym Cinitelem pfi vyrobé tvrdych syri je kvalita zpracovavaného mléka, kterd je
dana jeho fyzikalnimi, chemickymi a mikrobidlnimi vlastnostmi. Na téchto vlastnostech
pfimo zavisi syfitelnost mléka a jeho schopnost vytvaret vhodné podminky pro rozvoj
mikroorganismu [3, 17, 22]. Pfi vyrobé syrt je z chemického slozeni spolu s obsahem tuku
vyznamny hlavné¢ obsah bilkovin, predevsim kaseinu, protoze na jeho obsahu zavisi

vytéznost [14, 17].

Prvnim krokem oSetfeni mléka je pasterizace. Pasterizace probihda z duvodt zniceni
patogennich mikroorganismi, vcetné listerii, spory bakterii Clostridium tyrobutyricum
vSak ptezivaji [22, 23]. Dochazi rovnéz ke zniCeni bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae,
bakterii octového, propionového a smiseného kvaseni [24]. Ugelem pasterizace je rovnéz
inaktivace nékterych enzymi, napf. lipas a proteinas. Pasterizace probiha zpravidla pii
teplotach 71 — 75 °C po dobu 10 — 20 sekund, u nés se také rozsitila pasterace pii teplotach
80 — 85 °C [14, 15, 17, 19]. Doba pasterizace nesmi byt dlouha, protoze by mohly byt
inaktivovany potfebné enzymy, napi. sérové proteiny a tim by mléko ztratilo koagula¢ni

efekt nebo by se doba syfeni nadmérné prodlouzila [15, 23].

V soucasnosti se vyuzivd moderni metoda pro vylucovani mikroorganismii z mléka,
baktofugace [22]. Jednd se o druh centrifugace. Samotna baktofugace se pouziva pro
vyrobu piirodnich syrit nebo pro vyrobu syrii z Cerstvého mléka. Pii vyrobé syru typu
Eidam se pasterizace 1 baktofugace kombinuji tak, Ze baktofugace se zafazuje do
pasteriza¢niho cyklu. Sediment vznikly baktofugaci se osetfuje UHT zahfevem, ktery nic¢i i
spory bakterii a vraci se zpet do mléka, protoze obsahuje velké mnozstvi kaseint, které

jsou dilezité u srazeni mléka [14, 15, 23].

2.5 Standardizace mléka a pridavek komponent

Po pasterizaci se mléko ochladi a ptidaji se potfebné komponenty pro tvorbu syra. Ve
vetsing pripadi se po pasterizaci mléko standardizuje podle pozadavktt FDM (Food, Drink

and Milk Industries), pfi kterych dochéazi k odstrafiovani ur¢itého mnozstvi smetany [22].
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Smetana je tepelné oSetiena a nasledné vracena zpét do mléka. Takto standardizované
mléko je pfipraveno pro dalsi postup. V dnesni dobg, kdy se vyuziva tzv. in-line vyrobnich
linek, kdy mléko putuje ihned dale do vyroby. Klesaji tak naklady na jeho skladovani [14,
17, 25].

Do mléka jsou ptidavany tyto komponenty [14, 17, 18]:

a) CaCl,, ktery urychluje sraZeni syra, synerezi a zabranuje kolisavosti téchto procest,

rovnéz upravuje pH prostiedi,
b) smetanovy zakys a kultury,

¢) dusi¢nan draselny jako prevence pii odstraiiovani zbylych koliformnich bakterii,
zamezeni rastu Clostridium tyrobutyricum. V dne$ni dobé se z diivodu sniZeni spotieby
dusi¢nant pfidavaji az v pozd¢jsich fazich vyroby, tj. pfi prvnim vypousténi syrovatky ze

syfeniny, ¢imz dochazi k produkci vétsiho mnozstvi syfeniny, ktera dusi¢nany obsahuje,

d) voda, kterd upravuje pozadovanou kyselost syra pied syfenim,

2.6 Syreni mléka

Syfeni probiha obvykle za teplot 28 — 34 °C a kréjeni syfeniny o 30 — 40 minut pozdé&ji.
Volba vhodné teploty syfeni zavisi na pouzité technologii a vazbé jednotlivych
technologickych operaci. Doba syieni je velmi dilezitd, nebot’ pii kratké dob¢ srazeni se
tvofi vEétsi mnozstvi syrarského prachu a pti dlouhém syfeni dochazi k tzv. presttelovani a
syrafské zrno ma nepravidelny tvar [14]. Do 100 litrG upraveného mléka se ptidava zhruba
20 ml syfidla, reninu (150 IMCU; International Milk Clotting Units) a 10 — 20 g CaCl,. pH
je pii syfeni upravovano pomoci CaCl, a idedlni hodnota je pH 6,5 — 6,55 [19]. Cilem
syfeni je tvorba syfeniny (gelu), ktera bude snadno kréjitelnd a nebude rychle podléhat

synerezi.

Po 30 — 40 minutach od zasyieni, kdy vznikne syfenina, dochdzi k jejimu krajeni pomoci
specidlnich nozi, harf, po dobu 10 — 15 minut, aby bylo dosaZeno poZzadované velikosti
zrna. Syfenina se krdji na syrafské zrno o velikosti 8 — 15 mm. Velikost zrna ovliviiuje
dérovani eidamskych syrt. Michani a harfovani by mélo probihat velmi opatrné, aby
nedoslo ke ztratdm tuku a vzniku syrafského prachu. Syraisky prach je definovan jako kusy
syfeniny mensi nez 1 mm. Tento prach je nezadouci, protoze dochazi k jeho vyplavovani

spolu s vypousténim syrovatky [14, 17, 25]
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Nésledné dochézi k odpousténi syrovatky, kdy je odpusténo 20 — 40 % syrovatky k
mnozstvi syfeného mléka. Vypousténi musi byt provedeno co nejrychleji. Vypousténi
syrovatky za stalého michani je efektivnéjsi, protoze sily plisobici na syrarska zrna béhem
michani podporuji synerezi [26]. Po odpusténi se zrno opét micha se zbylou syrovatkou po
dobu 10 — 30 minut. Po této dob& prvniho promichani se za stalého michani pridava pitna
voda o teplot€¢ 40 — 65 °C v mnozstvi 50 — 70 % odpusténé syrovatky. Je nutno zvysit
obratky michani, aby nedoslo ke slepovani zrna [14, 17, 27].

Nasledné dochazi k dohfivani syfeniny. Za piedpokladu stejné rychlosti dohifivani se
dosahuje vétsiho vylu¢ovani syrovatky ze syfeniny a tim se zvySuje suSina syri.. Dohfivani
probihda po dobu 5 — 15 minut pii teplotach 31 — 40 °C. V praxi se u eidamskych syrt
provadi dohtivani ptidavkem teplé vody o teploté 31 — 36 °C [14].

Po dohtivani nésleduje dosouseni syfeniny, jejimz hlavnim cilem je dosazeni spravné
vnitini a hlavné vnéjsi struktury syrového zrna. Mimoto dochdzi rovnéz k vylu€ovani
syrovatky ze zrna [19]. Smyslové se konec dosouseni urcuje tak, ze po zmacknuti ma zrno
drzet pohromadg, ale jemnym rozetfenim se ma rozpadnout na jednotliva zrna. Dosouseni
probihd 15 — 60 minut. Ke konci dosouseni se doporucuje pridavek vody (2 %) pro
zlepSeni odtoku syrovatky [26].

Srazeni (koagulace) syra a tvorba syfeniny probiha v dneSni dobé v uzavienych nadrzich
S integrovanym michanim a krajenim syfeniny. Tyto nadrze jsou automatizovany, takze
dochazi k automatickému plnéni, vyprazdnovani a davkovani vSech komponent pro vyrobu
syra. Dokonce tyto nadrze signalizuji, Ze syfenina ma pozadovanou pevnost [17].

Na vyrobé syra se podileji vSechny slozky mléka, ¢im je mléko kvalitngjsi, tim je vétsi
vynos syfeniny. B&hem tvorby syfeniny a naslednych kroki ve zpracovani dochazi
predevsim ke ztratam tuku a syfeniny. Tuk ze syfeniny odchazi jiz pii jejim krajeni, kdy se
zvétsuje jeji povrch, a tuk zni unikd. Proto prvni podil vypusténé syrovatky obsahuje
nejvice tuku, béhem dals§i synereze se mnozstvi vypuzeného tuku snizuje. Dilezity je
rovnéZ tvar tankil, ve kterém probihd syfeni. Dalsi ztraty tuku a vznik syrafského prachu
vznikaji pfi mechanickém namahani (tvorba novych tvarll) syfeniny [26]. Rozdil mezi
obsahem tuku v syrovatce na konci syfeni a po ziedéni s praci vodou by nemél byt vétsi
nez 2 %. Mnozstvi syrafského prachu by nemélo byt vice nez 150 mg/l. Mnozstvi
vzniklého syraifského prachu se vSak zvySuje v dalSich operacich vcetné vydrzi ve

vyrovnavacich tancich pted odvodnénim [17].
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2.7 Tvarovani syfeniny

Dosusena syfenina je vkladana do tvotitek (forem), kde ziské sviij tradi¢ni ¢tvercovy tvar.
Z rohll téchto forem vytéka jesté syrovatka, dokonce v nékterych rozich mize dojit ke
kompresi, coz ma za nésledek, ze lokalné mizeme v syrech nalézt vodu. V téchto fazich je
z divodu jeho okyselovani, dosazeni spravného tvaru a klry nezbytné, aby uz vznikajici
syr mél neustale stejnou teplotu az do doby, kdy je ponotfen do solné¢ho laku [14, 27]. Za
timto Ucelem se syfenina vklada do pfedem vyhiatych forem. Pak se za soustavného
promichavani vypousti syfenina do piedlisovaci vany. Hladina syrovatky se udrzuje nad
hladinou syfeniny. Ptedlisovani probiha po dobu 10 — 15 minut za tlaku 0,05 — 0,1
kPa/cm®. V pribéhu piedlisovani dochézi ke kompaktnimu spojovani syfeniny a
vypousténi syrovatky. Na konci predlisovani se pouzije $okovy tlak 0,2 — 0,3 kPa/cm?, aby
nedoslo k zalisovani syrovatky. Formy jsou se syfeninou uzavieny a ulozeny do mistnosti,
kde se udrzuje teplota 20 °C [17]. Dulezité je, aby forma zistala v téchto podminkach
uréitou dobu, aby se neurychlilo lisovéni, jinak by nastalo pferuSeni fuze, tim by doslo
K nerovnomérmému rozmisténi syrovatky v syfeniné, coz by mélo za nasledek vznik
mekkého a kyselého syra, ve kterém by zistaly prazdné prostory (oka), které by se vyplnily
plynem [14, 17].

Prvnim krokem mechanizace pti vyrobé eidamského syru bylo zavedeni tzv. prelisovacich
kadi nebo sedimentatoru syfeniny. Princip tohoto zatizeni je takovy, Ze na pas je vkladana
syfenina, ktera je krajena na kousky a pfevedena do forem, které jsou lehce slisovany a
davaji syfening tvar ctverce [17, 27]. Nevyhodou téchto automatizovanych vyrob je, ze
obsah vody je v jednotlivych ¢astech blokd rizny diky davkam syfeniny z riznych tanku
[14, 17].

Technologicky ma vSak toto zafizeni vyhodu vtom, Ze hmotnost bochnikli syrt lze
naprogramovat presné, kdy relativni smérodatna odchylka je 0,5 — 1,5 %, coz je dulezité
zejména pro vyrobu malych bochnikii. Sedimentator je flexibilngjsi nez prelis, 1ze na ném

naprogramovat vyrobu syrti riznych velikosti a tvarid [17, 27].

Synereze je béhem tvarovani syra zpomalena pomoci michani syfeniny. Syfenina je pied
tvarovanim jimana do vyrovnavacich nadrzi, kde se shromazd'uje syfenina z vice tankd,
aby byla homogenni. Prvni davka syieniny, kterd ptfichazi do nadrzi ma vice vlhkosti,

tomuto kolisani vlhkosti se pfedchazi odvodiiovanim ve vyrovnavacich nadrzich. Timto
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zpusobem je mozno regulovat obsah vlhkosti a hmotnost bochniki v kombinaci s ¢asem
pted lisovanim [14]. Metoda vyrovnavacich nadrzi pracuje na zakladé vodniho sloupce a
hydrostatického tlaku. Ve findle syrovatka odtéka pies perforovanou sténu ven ze zaifizeni

[17].

Na vystupu z tohoto zatizeni vychazi syr v dlouhém vélci, je krajen na pravidelné kulaté
bloky pozadované hmotnosti. Poté je lehce stlacen, aby se neporusila jeho struktura, a

nasledné¢ je preveden do formy, které se naplnéné vkladaji do lisu [17].

2.8 Lisovani

Lisovani se provadi z diivodl zbaveni se volné vody — syrovatky a spojeni syrového zrna
Vv syrovou hmotu. Syry jsou lisovany ve formach, kdy ziskaji sviij typicky tvar a zaroven
dojde k uzavieni kury syra. Kiira je nezbytna, aby se zabranilo uniku vody do solného laku
a zaroven pronikani soli do syra. Kira slouzi rovnéz jako bariéra proti mikroorganismim,
které se nachazi v solném ldku a zéroven chrani syr proti zvySenému osmotickému tlaku

v laku [14, 17, 27].

V soucasnosti jsou bochniky tvarovany pomoci jemnych kovovych nebo plastovych forem
nebo plastovych forem vyloZenych syrafskou tkaninou pro podporu odvodnéni a tvorby
ktry. V dne$ni dobé se pouziva mensich tlakli a doba jejich plsobeni je podstatné kratsi.
Pouzitim vysokych tlakti dochdzi kuzavieni povrchu syra kiirou a tim by nedoslo
Kk propousténi syrovatky [17]. Pouzitim menSich tlakt a krat$i dobou lisovani je ktira, ktera
se tvofi na syru, slab$i, bez wviditelnych otvori, ale neni uplné¢ ucinna proti
mikroorganismim, které se do syra mohou dostat ze solného laku. Vznik kvalitni a pevné
kiry je kombinaci postupného zvétSovani tlaku v ¢ase, pevnosti syfeniny a nepferusovani
procesu lisovani. Vznikem kury je ukoncena fuze syrovatky kolem vnéjsich vrstev syra,

podporovana deformaci syieniny [14, 16].

V soucasnosti se pouzivaji lisovaci tlaky, které nejsou dostatecné, a tim nedojde
dokonalému slisovani bochniku syra. Ztoho vyplyva, Zze vsyru je pomérné dost
nerovnomérné rozlozené vlhkosti, kterd zapti¢ini mald oka v hmoté¢ syra. Tato oka poté
zanikaji v solném laku, kde se pomalu snizuje teplota a dochazi k vstfebani syrovatky.
Béhem 1 — 2 dni je diftize syrovatky kompletni a syr ma uzavienou texturu [14, 16, 27].

Moderni lisovaci zatizeni zkratilo dobu lisovani diky tomu, Ze se rovnéz pouzivaji lepsi a
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moderni formy na syr, kdy stroj nemusi lisovat kazdou formu zvlast, ale dokaze vylisovat

cely sloupec forem [17, 27].

2.9 Soleni

Soleni nastava 1 hodinu po lisovani. V syru jest¢ zlstalo malé mnozstvi laktosy (i ve 2
tydennim syru mohou vnéj$i vrstvy obsahovat az 0,2 % laktosy), kterou je potieba
odstranit. Laktosa zde pusobi jako zdroj Zivin pro nezddouci mikroorganismy a spolu
S jejim odstranénim, pasterizaci mléka, pfisnou hygienou vyroby a dodrzovanim vyrobniho
postupu tak zabranime jejich ristu. Dulezita je rovnéz hodnota pH, kdy po vystupu z lisu
ma syr pH 5,9 a zhruba po 1,5 hodinach klesne jeho hodnota na 5,4 — 5,5 [14, 16, 17].

Soleni syrt v solné lazni se provadi hlavné z diivodi optimalizace chuti syra, zpevnéni
povrchu a zlepSeni struktury syrového tésta. Ze solné lazné ptestupuje do syra stl a ze syra
unika syrovatka, ktera obsahuje rozpustné bilkoviny, kyselinu mlé¢nou a soli. Tyto latky
jsou dillezité pro zrani, a proto je dilezité nastavit vhodny diftizni spad. Po vlozeni syra do
solné 1azné je potieba lak ochladit pod 15 °C, kdy se zastavuje synereze a zabranuje se
ristu nezddoucich mikroorganismi. Tyto nizké teploty navic poskytuji bochniklim syra
potiebnou tuhost, kdy dochdzi ke ztuzovani pfedevSim vnitinich ¢asti syra. Solenim se
navic ze syra ztraci voda a dochéazi k rozpousSténi veskerych latek v syru, které jsou

rozpustné v solném nalevu (jejich hodnota klesne pod 0,2 %) [17, 27].

Primérny obsah soli v syru Eidam je 4 — 5 g na 100 g syra, aby byla vSak sill rozptylena v

celém bochniku rovnomérné, je potieba, aby zral minimalné 2 mésice [17].

Solna lazen obsahuje obvykle 17 — 18 % NaCl, v nékterych pfipadech mohou byt pouzity i
lazn€ s niz§Simi koncentracemi soli, v téchto ptipadech vSak syry musi lezet v této lazni
zhruba 1 tyden. Solnd lazen by méla obsahovat dostatek Ca®* (az 0,2 % v 17% roztoku
NaCl). Diulezité je také pH, které by meclo byt okolo hodnoty 4,5, aby se zabrénilo
rozpousténi bilkovin, které zplsobuji osliznuti syra. Méné koncentrovanéjsi solné 1azné by

mély obsahovat vice nez 0,2 % Ca®* [14, 27].

Pti soleni se syry ukladaji do solnych nadrzi, kde se v nich ponechavaji pfesné stanovenou
dobu. Pro stejnomérné je vhodné vkladat mezi vrstvy syrti dievéné rosty, které zabrani
pfilehani syri k sobé. Syry se v nadrzich se solnou 14zni pohybuji plavenim, kdy cirkuluji

pies celou lazen [14, 16, 27].
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Delsi doba lezeni syri v solnych laznich pfedstavuje riziko ristu halotolerantnich
laktobacilli, které mohou proniknout do syrti a zptsobit negativni zménu chuti. Proto je
velmi dualezité¢ Cisténi nddob, ve kterych probihd soleni. Sanitace je vSak velmi slozita,
protoze rezidua chemickych latek nepfiznivé ovliviiuji chut' syra. Pokusy z ozafovani
nalevl nebyly pfili§ Gspésné, stejné jako pouzivani nejriiznéjSich filtracnich technik [14,

16, 27].

Po prosoleni syra je dulezit¢ jeho oschnuti, pfedevSim kary syra. V dneSni dob¢ se
pouzivaji moderni susarny, které jsou vykonné a zabranuji osliznuti kiry syra. V ptipadé

osliznuti jsou napravy velice t¢Zké a slozité [27].

2.10 Zrani syri

Zranim ziskavaji syry spravnou konzistenci, barvu a lesk, chutové vlastnosti, strukturu a

do jisté miry i barvu [20].

Pro syry typu Eidam a podobnych typt je dulezité zabranit vyvoji nezadoucich
mikroorganismu na povrchu syrd, které negativné ovliviiuji jejich kvalitu. Zejména je tieba
zabranit ristu plisni, které mohou tvofit mykotoxiny [17, 28]. Déle je potieba zabranit
rustu plisni, které zptisobuji nezadouci zbarveni, napt. Scopulariopsis brevicaulis, Oospora
sulfurea (Zluté zbarveni), Oospora crostacia (cihlové Eervené zbarveni) a rizné druhy
plisni rodi Aspergillus a Penicillium [1, 20]. Proto je potieba dosahnout vzniku kury, ktera
je pevnd a tvrda. Tato tvrdd kira rovnéz zabrafuje odpafovani vody ze syrd a tim
dosahneme vzniku syra, ktery ma pruznou hmotu [20, 28, 29, 30].

V soucasnosti syry zraji pod plastickymi hmotami, které se aplikuji na povrch syr
specialnimi natéry [20]. Tyto hmoty tvoii suSenim souvisly povlak, ktery ma hydrofilni
charakter a tvofi rovnéZ ochranu pfed mechanickym poskozenim. Odpafovani vody
plastické hmoty snizuji az okolo 50 %. Odpafovani vody ze syra probiha predevs§im
V prvnim tydnu zrani. Naneseny povlak rovnézZ brani riistu plisni, a mize rovnéZ obsahovat
fungicidy, napt. natamycin [17, 31].

Po vyjmuti syra ze solné lazn€ se syry susi pii pokojové teploté a zaroven se odstrafiuje
zbytek solné lazné odsatim z povrchu syra. V této fazi je vznikla kira nejcitlivéjsi, a proto
se susi pii pokojové teplot€ a ne za zvySené teploty. Po oschnuti se aplikuje prvni specialni
natér obsahujici antimykotikum natamycin a zaroven zabraiujici vysychani syrt. Syry se

ulozi do chladnych sklepti, kde zraji po dobu 7 — 10 dnti pfi teploté 8 — 10 °C. V téchto
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sklepich dochazi k utlumu Zzivotnich funkci mikroorganismu, na povrchu se tvofi kiira a
probihaji hlavné fyzikaln¢ chemické procesy. Dilezita je vlhkost zrani, kterd se pohybuje
okolo 75 %. Syry je nutno kazdy den obracet, aby doSlo k dokonalému oschnuti a vytvoteni
silné kury [14, 30].

Z chladného sklepa se syry premisti do kvasného sklepa. Teplota zrani je v téchto sklepich
14 — 16 °C. Dochazi zde ¢innosti mikroorganismi k tvorbé ok a rozkladu bilkovin. Vlhkost
pfi zrani je okolo 85 % a syry je potieba obracet 2 az 3 x tydné [14, 17, 30, 31,].

V téchto podminkach musi natér, kterym byl oSetfen povrch syra zaschnout rychle, jinak
muze dojit k popraskani kiiry a do kiiry syra by se dostaly kvasinky, plisné ¢i koryneformni
bakterie, které by zpusobily lepkavost povrchu, nezadouci pfichuté ¢i znecisténi povrchu
[14, 30, 33]. Syry zrajici pod natéry plastickych hmot se v této dobé natiraji specialnimi
emulzemi pomoci natiracich strojii. Ve vétsiné pripadu se aplikuji dvé vrstvy téchto natért
[19, 20]. Posléze se posoudi jakost syrii rozkrojenim jednoho kusu a v pfipadé¢ uznani
dobré jakosti se syr oznaci tiidou jakosti a premisti do zraciho sklepa [30].

Ve zracim sklepé€ syr zraje po dobu 1 — 3 mésict pfi teploté 8 — 10 °C pfi relativni vlhkosti
85 %. Béhem zrani se syry dvakrat tydné obraceji [14].

Bé&hem zrani ztraci syr vlhkost a klesa jeho hmotnost. Zraci podminky (teplota, vlhkost a
proudéni vzduchu) jsou neustdle sledovany. Zraci sklepy musi byt dobie izolovany, syry
zraji na dievénych policich, které maji tu vyhodu, Ze pohlcuji vlhkost. Nevyhodou
drevénych polic je, ze se v nich shromazd’uji nezaddouci mikroorganismy, proto je dulezita
dobra sanitace, suseni a ¢isténi polic [14, 30, 34].

Béhem zrani je dulezité, aby v syru zustala zbytkova vlhkost, ktera zptisobuje flexibilitu
povrchového filmu. B&hem zacatku se vylucuje ze syra vice vlhkosti, coZ zplisobuje vznik
vlhkosti mezi klrou syra a polici, na které zraje. Vzniku této vlhkosti se zabrafnuje
obracenim syrt, hlavné na zacatku zrani. V dalSich fazich zrani se frekvence obraceni
snizuje [17].

Po uzrani je plastova vrstva omyta v kartaCovych myckach. Nésleduje baleni a expedice
syrii. Zptisoby baleni jsou zavislé na tom, zda balime celé syry nebo porcované syry [19,
20]. Syry neporcované se vétSinou bali do voskového obalu, kdy na dokonale ocistény syr
se aplikuje tekuty vosk (Zluty nebo Cerveny), ktery je po zaschnuti opatien etiketou. Syry
zrajici v kryovaku nebo pod plastovym natérem se dale nevoskuji. Celé syry jsou nasledné
vkladany do beden ¢i kartont a skladovany [14, 17]. Porcované syry se ve vétSiné piipada

bali vakuové [17, 30].
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3 METODA TGGE A JEJI VYUZITI V MIKROBIOLOGI |

3.1 Historie TGGE

V roce 1979 vyvinuli Fisher, Lehrman a jejich védecky tym metodu separace fragmentt
DNA lisici se pouze jednim parem bazi v nukleotidové sekvenci, tato metoda bylo
pojmenovana DGGE (elektroforéza v gradientovém denaturacnim gelu). Metoda je
zalozena na tom, Ze denaturace v urCitych oblastech fragmenti DNA (oblastech
denaturace) je zplisobovana pomoci denaturacnich c¢inidel, mocoviny a formamidu,
pficemz se linearni gradient mocoviny nebo formamidu oddéluje kolmo ke smeéru
elektrického pole [35]. Na jejich praci navazovali v dalsich letech panové Myers (1987),
Muyzer a Smalla (1998) [37]. Tato metoda byla na pocatku své existence popularni, diky
pocateCnim Uspéchlim, ale jiz v této dobé méla nékolik problémi, od schopnosti ustalit

gradient gelu, po schopnosti reprodukovatelnost vysledku [9].

V disledku urcitych nedostatkt metody DGGE byla o néco pozdé&ji pro separaci dlouhych
fetézch DNA a RNA vyvinuta metoda lepsi nazvana TGGE (vyvinuta v roce 1987 pany
Rosenbaumem a Raisnerem), kterd pracuje na jednodusS$im principu a vysledky jsou

reprodukovatelnéjsi [9, 37, 38].

3.2 Princip TGGE

Gelova elektroforéza v teplotnim gradientu nebo také teplotni gradientova gelova
elektroforéza (TGGE) je separacni metoda, pomoci niZ lze separovat amplifikované
fragmenty DNA, které maji stejnou ¢i podobnou délku, ale 1i8i se svou sekvenci. Metoda
TGGE je zaloZena na fyzikalnim principu, schopnosti rozvijeni (denaturace) dvoufetézcove
struktury DNA na ¢astecné jednotetézcové struktury plisobenim teploty v tzv. piechodu
denaturace, ¢imz CasteCnd denaturace fragmentli DNA ovlivni jejich elektroforetickou

pohyblivost [38, 39].

Elektroforetickd pohyblivost fragmentii je zavisld na nékolika faktorech, zda je fragment
DNA z dvoutetézcové DNA nebo jednofetézcove, na spojeni vice oblasti denaturace DNA,
na disociaci jednoduchych fetézcli apod. Kazdy z téchto faktorti miize byt vizualizovan
pomoci kolmé TGGE. Elektroforeticka pohyblivost se pfili§ neméni, jedna-li se o

jednofetézcovou nebo dvoufetézcovou DNA, ale zavisi hlavné na délce a zakfiveni
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fragmenti DNA. Proto dva fragmenty DNA, které se li§i v jediném misté, napf. u

heterozygotni bodové mutace, se budou v gelu §itit stejnou rychlosti [35].

Béhem elektroforézy se amplifikované fragmenty DNA piesouvaji do polyakrylamidového
gelu, v niz je TGGE provadéna. Béhem elektroforézy dochazi k zahtivani fragmenti DNA
na teplotu, pfi niz dochéazi k caste¢nému rozvijeni dvouietézcovych fragmenti DNA na
dva jednofetézcové fragmenty DNA (tzv. melting teplota, Tm). Teplota denaturace Tm
udava teplotu, pfi niz denaturuje 50 % jednovlaknovych fetézclh a 50 % dvouvldknovych
fetézcl. Tm silné zavisi na zastoupeni a poradi jednotlivych nukleotidii a mize byt ve
velké mife ovlivnéna malou substituci v nukleotidové sekvenci, dokonce i zaménou

jednoho nukleotidu za druhy [35].

Vlastni denaturacni teplota Tm fragmentti molekul DNA zévisi na vodikovych vazbach
para nukleotidi. Baze guanin (G) a cytosin (C) jsou spolu spojeny pomoci tii vodikovych
mustkil, naopak baze adenin (A) a tymin (T) jsou vdzany pomoci dvou vodikovych mustkd.
K rozstépeni vodikovych vazby mezi G a C je tedy potieba vétSi energie ve srovnani
s vodikovymi vazbami mezi A a T. Z toho vyplyva, ze na rozstépeni vodikovych vazeb
mezi bazemi C a G je potfeba vyssi denaturacni teplota Tm nez na rozstépeni vazeb mezi
bazemi A a T. Vazby mezi badzemi jsou vSak velice citlivé na pfesnou denaturacni teplotu
Tm a zména této teploty byt jen o 1 °C, velice vyznamné zméni tvorbu jednotlivych

svazkn part bazi [9, 39].

Stejna situace je u denaturacnich ¢inidel, kdy na rozstépeni vazeb mezi G a C je potieba
pouzit koncentrovanéjsi denaturaéni ¢inidlo nez u vazeb mezi A a T [37]. Teplotu, pfi niz
DNA denaturuje, rovnéz ovlivituje koncentrace denaturacnich ¢inidel a koncentrace soli.
Plati obecné, Ze mocovina, kterd se pouZiva pro separaci nukleovych kyselin, ma
koncentraci 7 — 8 M a druhé denatura¢ni ¢inidlo, formamid, ma idealni koncentraci vyssi

nez 20 %.

Pisobenim optimalni teploty dojde v polyakryamidovém gelu, ktery obsahuje rovnéz
denaturacni Cinidla formamid a mocovinu, k denaturaci DNA a zaroven ke zpomaleni
jejiho pohybu, [7, 35, 39]. Denaturaéni ¢inidla jsou v gelu pfitomna z divodu usnadnéni
denaturace  DNA pfechodl, které jsou idealni pro rozdéleni fragmenti a jejich
charakterizaci [9]. Denatura¢ni ¢inidla jsou pfitomna Vv celém gelu a jejich mnozstvi je

ur¢eno empiricky podle zkoumané sekvence nukleotidi. Jednotlivé baze nukleotidové
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sekvence se piesouvaji z jejich nejméné stabilnich oblasti do jinych, stabilnéjSich, diive,
nez dojde ke zméné jejich pohybu plsobenim teploty [9, 39]. Fragmenty DNA, které
obsahuji vice nukleotidovych part adenin — tymin denaturuji mnohem lépe nez fragmenty,

které maji pfevahu nukleotidovych pari guanin — cytosin [40].

Pted pouzitim TGGE analyzy je nezbytné urcit denaturacni teplotu jednotlivych fragmentt
DNA. Aby bylo dosazeno co nejlepsiho rozliSeni jednotlivych fragmentii DNA, je potieba
spravné urCit dobu trvani elektroforézy a spravné nastavit teplotni gradient. Spravné
nastaveni teplotniho gradientu je dilezit¢ z divodid denaturacnich oblasti, ve kterych
jednotlivé maji pary bazi identickou denaturacni teplotu. [7]. Tyto oblasti se nachazeji
v oblasti od 50 do 300 nukleotidu nukleotidové sekvence. V této oblasti pti urcité teploté
denaturuji urc¢ité fragmenty DNA a to tim zplisobem, Ze bud’ zdenaturuji vSechny, nebo
teploty denaturace, dochdzi k zastaveni ptechodu vSech molekul a hlavné zastaveni
prechodu Sroubovicové struktury DNA do ¢astecné rozpusténé struktury. Sekvencni rozdily
Vv oblastech denaturace jsou urceny ruznou teplotou denaturace, a proto se jednotlivé
fragmenty DNA s riznymi sekvencemi zastavi na riznych pozicich gelu [7]. S tim jak

teplota roste, jednotlivé fragmenty postupné denaturuji [35].

TGGE ma konstantni teplotni gradient, tzn. linearni nartst teploty, ktery je kolmy na smér
elektrického pole. Béhem elektroforézy a priichodu molekul DNA gelem maji jednotlivé

molekuly stale stejné termodynamické vlastnosti [7].

Dvouvlaknové molekuly DNA podstupuji dva konformacni piechody: pii nizkych
teplotich nebo nizké koncentraci denaturacniho ¢inidla se nachazi v Caste¢né
denaturovaném stavu neboli reverzibilnim piechodu, zatimco pfi vysSich teplotich nebo
vysSi koncentraci denaturacniho ¢inidla se nachazi ve zcela denaturovaném stavu neboli
nereverzibilnim pfechodu. V priméru vSak mobilita molekul DNA zéavisi na stupni
pfechodu. Oba tyto piechody molekul DNA jsou jasné definovany urcitymi teplotami a
koncentracemi denatura¢nich ¢inidel. Casteéné zdenaturované molekuly prochézeji gelem
mnohem pomaleji nez zcela denaturované molekuly. Ve velmi uzkém piechodu je mozno

prepinat mezi reverzibilnim a nereverzibilnim prechodem [36].

Jednim z dalSich faktorii, ktery ovliviiuje metodu TGGE, je systém pufri, tzv. pufrovaci

systém. Mezi nejpouzivanéj$i pufry patii: TAE (tris — acetat — EDTA), MOPS (3-(N-
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morfolino) propansulfanova kyselina) a TBE (tris — borat — EDTA). Tyto pufry je mozno

pouzivat opakované 4 — 8 x, bez toho, ze by se snizila jejich pufrovaci aktivita [9].

Fragmenty DNA jsou produkovany pomoci dal§i metody molekularni biologie,
polymerdzové fetézové reakce (PCR). Tyto vytvofené fragmenty mohou nasledné

podrobeny DGGE nebo TGGE [35].

Vzhledem k velké zavislosti bodu denaturace Tm, vétveni (disociaci) DNA a naslednému
zpomaleni elektroforetické pohyblivosti, nastava v riznych mistech gelu zastavovani
jednotlivych skupin DNA. Krom¢ dvou riznych homoduplexnich molekul a dvou rtiznych
heteroduplexnich molekul, mohou byt rozliSovany i disociované a reannelingované
fragmenty DNA. V praxi je to také mozno provést pomoci PCR, kdy Taq polymeraza je
vycerpana v poslednim cyklu, kdy jsou heteroduplexy vytvoteny tak efektivné, Ze nejdiive
dojde k disociaci DNA a nasledné k reannealingu DNA. Heteroduplexni fragmenty pak
obsahuji neparové skupiny nebo jiné fragmenty DNA, které jsou vypouklé, coz vede
K vyznamnému snizeni denaturacni teploty Tm. Denaturacni teploty obou heteroduplexii
jsou od sebe odlisné, takze kazdy heteroduplex méa patrné své pasmo. V piipadé
jednonukleotidové substituce bude AT vyménén parem GC, zaroven bude denaturacni
teplota rist. V souvislosti s nukleotidovou substituci hraje dilezitou roli i pofadi part (AT
nebo TA 1 dvojice GC nebo CQG), které urcuje teplotu odlouceni parti nukleotidi z DNA
[35].

Technika je zaloZena na principu amplifikace 16S rRNA geni v DNA pomoci PCR.
Nicméné na rozdil od bézné PCR, obsahuje jeden z primert vétsi mnozstvi GC nukleotidi
[41]. Toho se vyuziva, chceme-li zvysit detek¢ni schopnost metody. V tomto ptipadé se
sekvence nukleotidti, ktera je bohata na sekvenci GC, tzv. GC svorka, upevni na jednu
stranu fragmentu DNA [7]. Sekvence bazi guaninu a cytosinu se piipojuje na 5° konec
jednoho z PCR primert, ¢imz dojde k jeho zesileni. Takto upraveny primer se zavadi do
amplifikovanych fragmenti DNA. Délka GC svorky se muze pohybovat od 30 do 50
nukleotidii. GC svorka brani, i za vysoké denaturacni teploty a vysoké koncentrace
denaturacnich ¢inidel, Gplné disociaci fragmentti DNA. Jako ndhradu GC svorky je mozno
pouzit nejriznéjSich chemickych svorek [41]. DalSi z primeri mé& na svém 5° konci
fotoaktivacni latku, napif. psoralen, ktery je po ozafeni UV svétlem interkalovan

(vmezefen) mezi ob¢ vlakna DNA, které spojuje kovalentni vazbou [9].
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Pouzivani GC svorky ma tu vyhodu, Ze oba primery maji podobnou délku. GC svorka ma
vSak 1 své nevyhody. Zaprvé, TGGE skupiny s GC svorkou nelze z divodu ptitomnosti
kovalentni vazby reamplifikovat pifimo, za druhé, ozaieni PCR produktt UV zafenim muze

poskodit amplifikovanou DNA [9].

Denaturace fragmentd DNA je mozno uréit experimentalné pomoci gelt s kolmym
gradientem. Gely s kolmym gradientem maji rostouci gradient a denaturacni teplotu
smérem zleva doprava (Obr. 1). Vzorek fragmentii DNA se aplikuje pies celou Sitku gelu a
elektroforéza trva zhruba 3 hodiny pfi napéti 200 V. Po obarveni vzorki etidiumbromidem
nebo xylencyanolem a prosvicenim UV zéfenim se vzorky jevi ve tvaru pismene S [9].
U kolmé TGGE se vzorky aplikuji na jeden pas Siroky 15 cm na obvykle 0,5 mm silném
gelu. Molekuly DNA na levé strané, kde je nizka koncentrace denatura¢niho prostifedku a
nizka teplota (4 °C), pfechéazeji jako dvouvldknové molekuly DNA, mocovina pfidand do
smési gelu jako denaturacni €inidlo, usnadiiuje rozplétani fetézcti DNA. Na druhé strané
gelu, kde je naopak koncentrace denaturacnich prostfedki a teplota vysoka (65 °C),
dochazi k rozplétani molekuly DNA na dvé samostatna vldkna, tim padem se jednotlivé
vzorky zastavuji v ur¢ité oblasti gelu [7, 9]. Ve stfedni oblasti gelu, kde je uroven
denaturacnich faktori zhruba primérna, se vzorky pohybuji vétSinou pomalu v zavislosti
na své schopnosti pohybu. Strmy piechod v pohybu vzorkli fragmenti DNA nastidva
v misté, kde koncentrace denatura¢niho Cinidla odpovida teploté¢ denaturace fragmentu
Profily denaturacnich teplot jednotlivych fragmenti DNA poskytuji dilezité informace o
celkové stabilit¢ DNA. Profily denaturacnich teplot se vSak Spatné urcuji u fragmentt
DNA, které maji denaturacni pfechod neostry, a diky tomu muize byt profil denaturacnich
teplot fragmentu DNA Spatné identifikovan. Naopak ostry denatura¢ni pfechod DNA
naznacuje, ze smési DNA maji podobné termodynamické vlastnosti. Informace ziskané
z kolmé TGGE jsou dale pouzivany pro nastaveni podminek paralelni TGGE. VSechny
gely pouzivané v kolmé analyze TGGE se susi a vkladaji na Phospholmager, kde se

zkoumaji teploty tani jednotlivych ptechodiit DNA [9].

3.3 Paralelni TGGE

V gelech s paralelnim gradientem stoupa teplota a mnozstvi denatura¢nich prostiedkt ve

sméru od horni po spodni ¢ast rovnobézné ke sméru elektroforézy (Obr. 1). V horni ¢asti
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ptistroje pro TGGE je teplota nizka a naopak ve spodni ¢asti pfistroje je vysoka [7, 9].
Paralelni elektroforéza se pouziva pro vice vzorki na stejném gelu. Pred analyzou vzorkt
na paralelnim gelu musi byt ur€ena doba trvani elektroforézy, abychom ziskali maximalni

mozné rozdily mezi jednotlivymi fragmenty DNA [7].

Vzorky jsou v gelu silném asi 1,5 mm aplikovany jako prouzky $iroké zhruba 10 mm. Ve
srovnani s kolmou TGGE je aplikované mnozstvi vzorki v gelu mensi. V paralelni TGGE
prochazeji vzorky menSim teplotnim gradientem, neZz je tomu u kolmé TGGE [9].

Koncentrace denatura¢niho ¢inidla (mocoviny) je stejna [7].

Paralelni TGGE mé tu vyhodu, Ze lze na jednom gelu aplikovat vice past vzorki, coz
umoznuje zkoumani jak jednotlivych fragmentii DNA, tak jejich smési. Stejn¢ jako u
kolmé TGGE, pfi prichodu vzorkli gelem nasleduje i prichod barviv, kterd jsou rovnéz
stejnd jako u kolmé TGGE. Pomoci paralelni TGGE byly rovnéz zkoumany denaturacni
teploty pifechodit DNA, ale paralelni TGGE ma mensi elektroforetickou pohyblivost nez
kolma TGGE. Stejn¢ jako u kolmé TGGE, i v tomto pfipad¢ nejméné stabilni fragmenty

DNA denaturuji diive a tim padem se 1 zastavuji na gelu dfive neZ stabilnéjsi fragmenty.
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Obr. 1. Porovnani kolmé (A) a paralelni (B) TGGE elektroforézy [9].
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3.4 Barveni gelu

Fragmenty DNA v gelu je mozné barvit etidiumbromidem. V nedavné dobé bylo objeveno
nové barvivo tzv. SYBR green. Vyhodou tohoto barviva je, ze dokaze vybarvit i méné
vyrazné fragmenty DNA. NejlepSim a nejcitlivejsi vizualizace fragmentti je pomoci stiibra,
které obarvi i ty nejméné vyrazné fragmenty DNA. Stfibro ma vSak tu nevyhodu, Ze gely

jim obarvené nelze pouzit pro dalsi hybridizaci [9].

3.5 Vyhody a nevyhody TGGE

Princip pribéhu TGGE béhem separace amplifikovanych fragmentti DNA se stejnou nebo
podobnou délkou fetézce, ale rozdilnou sekvenci je velmi dobfe prostudovan a popsan

v odborné literatuie, coz patii mezi hlavni vyhody pouziti této metody v praxi [35].

Fragmenty DNA, u kterych byla provedena TGGE, mohou byt z gelu odstranény a pouZity
pro jiné analyzy, napt. sekvencovani. Fragmenty DNA pouzit¢ pro TGGE nemusi byt
izolovany pouze z kultur, které byly kultivovany, ale mohou byt extrahovany témeét z

jakéhokoliv prostredi [42].

Znalost teorie denaturaci DNA a schopnosti €astecné denaturované DNA zpomalovat
pohyb v gelu vyustilo k tvorbé pocitatovych programi, které jsou schopny vyhledat
vhodné fragmenty DNA pro TGGE, naplanovat pifesny prabéh experimentli a
vyhodnocovat vysledky. Neékolik studii prokazalo, ze diky témto programim doslo
k omezeni chyb, které by vznikly béhem experimenti, kdy vysledek experimentt byl jiny,
nez se planovalo a tyto programy nasimulovaly jejich spravny pribéh. Prace s témito
pocitaCovymi programy vSak pfedpokladd dokonalou znalost metody separace fragmentii

DNA pomoci TGGE [7].

Nevyhodou této metody je nalezeni spravné techniky pro izolaci fragmenti DNA, déle je
potieba urcité praxe pii pouziti této metody a dodrzovani bezpecnosti prace s toxickymi
chemikaliemi jako je akrylamid. Metoda poskytuje informace pouze o piitomnosti
organismu, ne o jejich ¢innosti. Velkou nevyhodou je, Ze je tfeba brat na védomi, Ze
sekvence mezi operony 16S rRNA se miZe u nékterych organismli vyrazné¢ menit, takze

nékteré organismy mohou ve vysledku potencionalné produkovat vice pruhti [42].
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3.6 Pouziti TGGE v praxi

Tradi¢ni mikrobiologické izola¢ni techniky, které se neustdle pouzivaji, jsou stale vice
nahrazovany novymi technikami molekularni biologie. TGGE je jedna z mnoha metod
molekularni biologie, kterd umoziuje lepsi sledovani dynamiky mikrobialni populace a
usnadnéni Uspésné izolace bakterii. Déle umoznuje lepSi pochopeni fyziologie
mikroorganismd, jejich roli v cyklu chemickych prvku aj., protoze umoziuje rychlou a

simultanni analyzu smiSenych kultur za riznych podminek z raznych vzorka [8].

V soucasnosti je metoda TGGE dobie zavedenym nastrojem v oblasti mikrobiologie,
molekularni biologie, oblasti Zivotniho prostfedi, umoznuje studium sloZitosti a chovani
mikrobidlnich spolecenstev. Tato metoda je rychla, spolehlivd, reprodukovatelnd a
relativné levna. TGGE umozZiiuje simultanni analyzu ve vice vzorcich, diky cemuz je

mozné sledovat komunitni zmény mikroorganismu v prub&hu ¢asu [35].

Dalsi silnou strankou této techniky je moznost identifikovat zastupce mikrobidlnich
spoleCenstvi sekvencovanim nebo hybridizaci se specifickymi sondami [8, 43]. Sondy

mohou byt navrzeny pomoci TGGE bez ptedchoziho sekvencovani zkoumanych skupin
[8].

TGGE muze byt pouzita k odd¢élovani smési nukleovych kyselin o stejné délce na zakladée
jejich podobnych termodynamickych parametri. TGGE poskytuje informace o muta¢nich
zménach, neshoddch v parovani bazi a pfechodech helixovych Sroubovic. V piipadé

jednoduché Sroubovice mohou byt popsané zmény jednoduse detekovany [9].

Pomoci paralelni TGGE je mozno oddélit oligonukleotidové sondy, které tidi syntézu
novych vldken. Podobné se pouziva horizontadlni TGGE pro analyzu dvou pevné spojenych
pfechodli v dsRNA. Tepelnou stabilitu pevnych interakci v jednotlivych parech bazi
V dlouhém tetézci RNA je mozno urcit také pomoci TGGE. TGGE lze rovnéz pouzit pro

analyzu konformacnich pfechodii a sekvenénich variaci interakci RNA a protein [9].

Pomoci TGGE bylo prokézano, ze kruhové viroidy jsou schopny pfechodu do pomalejSich
migracnich skupin. Pracovnikovi jsou navic hldSeny odliSné denaturacni kiivky DNA

genomu virQ, které se jen malo 1181 ve svém zakladnim slozeni sekvenci [9].

Pfi nedavnych studiich bylo pomoci TGGE zkoumano slozeni vod, kde byly sledovany

geny 16S rRNA rtznych bakterii a bylo zjiSténo, ze v tomto prosttedi zije v&tsi mnozstvi
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bakterii, nez se predpokladalo. V jinych studiich byly zkouméany pomoci TGGE a PCR

zdroje cesty a kontaminace bakterie Listeria monocytogenes [9].

Metoda TGGE ma i1 svd omezeni, kromé& obecnych potencionalnich chyb (napi. Spatna
manipulace se vzorkem, Spatné vyizolovand DNA nebo nedostatecné lyze bunék pii PCR),
mezi tato omezeni patii napi. Spatna identifikace heteroduplexnich molekul, Spatna
identifikace molekul s riznymi operony rRNA u téhoz organismu. Problémy zptsobuji i
relativné malé fragmenty DNA s riznymi sekvencemi ¢i omezend schopnost odhaleni

mikroorganismu, které se vyskytuji velmi vzacné [8].

Stejné jako jiné metody molekularni biologie, se i metoda TGGE stale vylepSuje a
zdokonaluje. Mezi tato vylepSeni bude patfit pouzivani dvojitého teplotniho gradientu, tzn.
kombinovaného pouziti gradientu akrylamidu a gradientu denaturacnich prostiedkd,
pouzivani fluoreskujicich produkti PCR nebo pouzivani tzv. fluoreskujicich intra-lane

standardu, které budou schopny odhalit i vzacné se vyskytujici mikroorganismy [35].
Existuje jasny trend propojovani metody TGGE a jinych molekuldrnich, mikrobialnich a
geochemickych metod, abychom 1épe pochopili a ziskali redlnéjsi predstavu o funkci a

struktufe mikrobialnich spolecenstvi [8].
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4 POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE

Polymerazovou fetézovou reakci (PCR, polymerase chain reactin) objevil v roce 1983
Karry Mullis, prvni publikace, ve které byla pouzita metoda PCR, byla vydana v roce 1985.
Tato zékladni metoda molekularni biologie spoc¢iva v nékolikanasobné amplifikaci urcitého

useku DNA [45, 46, 47].

PCR umoznuje zmnozeni urcitého tisecku DNA in vitro, aniz by byla nutnost pfitomnosti
zivého organismu. Principem metody PCR je enzymova syntéza nové vzniklych vybranych
usekd DNA. Pro uspésnou amplifikaci konkrétnich pozadovanych usekii templatové DNA
je potteba vybrat vhodny par primerid. Primery jsou oligonukleotidové sekvence, které jsou
ptipraveny chemicky, musi byt komplementarni k danym usekiim DNA na obou fetézcich
molekuly DNA a maji pfibliznou délku 18 — 30 bazi. Syntéza novych fetézcl nastava, kdyz
se dva primery navazou na protilehlé fetézce DNA tak, aby jejich 3°OH konce sméfovaly
proti sob¢ [46, 47, 48, 49, 50, 51]. Primery pfi jejich navrhu musi hybridizovat jen s urcitou
sekvenci DNA za stejnych teplot. Takto navrzené primery musi mit téméf stejnou nebo
stejnou denaturacni teplotu. Tato denaturacni teplota zavisi na délce a poméru CG a AT
part v nukleotidové sekvenci. Vhodny par primert je v soucasnosti vybiran pocitaovymi

programy [47, 52, 53].

V polymerazové ftetézové reakci jsou pouzivany termostabilni polymerazy, enzymy
vyizolované z termofilnich bakterii. Tyto bakterie diky své proteinové struktuie bézné
prezivaji teploty kolem 95 °C, jsou tudiZ schopny snaSet i denaturacni teploty DNA.
Nejbéznéjsi termostabilni polymeraza je Taq polymeraza izolovana z Thermus aquaticus
[45, 46, 47]. Diky odolnosti Taq polymerdzy je mozno provadét syntézu DNA
v opakujicich se cyklech. V téchto cyklech se pravidelné sttidaji 3 kroky se 3 rlznymi
teplotami [47, 48, 53]:

1. teplota 94 — 98 °C, kdy dochazi k denaturaci dvoufetézcovych molekul,
2. teplota 30 — 65 °C, kdy se primery ptipojuji k fet€ézcim DNA, které byly oddéleny,
3. teplota 65 — 75 °C, kdy nastava polymerace (prodluzovani fetézce).

Kazdy cyklus trva asi 5 minut a vSe se déje pomoci zautomatizovanych technik. K reakci je
mozno pouzit pouze uUsek DNA, ktery je vytyCeny vySe zminénymi dvéma primery.

Cyklické zmény jednotlivych teplot reak¢nich smési v danych casovych intervalech jsou
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fizeny v termocykleru (Obr. 2) [46, 47, 48]. Nastaveni teplot a jejich ¢asovych intervalil
fidi samotny uzivatel. Jednotlivé reakéni smési jsou namichany v malych eppendorffovych
mikrozkumavkach, které jsou v termocykleru uchyceny v bloku, jenz je vyhfivan na

pozadované teploty [46, 47, 49].

Obr. 2. Piko™ Thermal Celer [54].

Presna teplota a délka jednotlivych krokl samotné syntézy DNA je optimalizovana podle
délky amplifikovaného tseku DNA a dané sekvence primerti. K samotnému zahdjeni
reakce sta¢i velmi malé mnoZstvi molekul DNA, v teoretické roving€ by stacila jen jedna
molekula [55]. Béhem 20 — 30 cykld dochazi k pozadovanému zdvojnasobeni a
exponencialnimu nartstu potfebnych tsekit DNA. Abychom doséhli produkce molekul,
které maji stejnou sekvenci a stejnou délku, tzv. pievazujici produkt reakce, je potieba, aby
se oba primery navazovaly jen na vybrané sekvence DNA. Tyto nové vzniklé molekuly,
které maji stejnou délku i sekvenci, se budou pfi rozdélovani v gelech pohybovat stejnou
rychlosti. Po obarveni téchto molekul se zobrazuje jeden urcity fragment, jehoz
molekulova hmotnost, pifi srovnani s markerem, vyhovuje predpokladané délce

amplifikované sekvence DNA [47, 49, 53, 58].
Vysledné fragmenty DNA mizeme prokazat nékolika zpasoby [47, 48, 55]:
1. prokazani jejich velikosti v agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu,

2. hybridizaci dle Southerna se znac¢enou sondou, ktera je komplementarni k Casti sekvence

amplifikovaného useku,

3. stanovenim sekvence DNA.
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4.1 Modifikace PCR

Existuje neékolik modifikaci metody PCR [49, 56, 57]:

1. online PCR neboli real-time PCR — PCR v realném case,

2. AP-PCR, RAPD — PCR s nédhodn¢ amplifikovanymi tseky,

3. DOP-PCR — PCR s degenerovanymi oligonukleotidovymi primery,

4. odstupnovana (nested) PCR — PCR pomoci vnitinich a vnéjsich primerd,
5. in situ PCR,

6. asymetrickd PCR,

7. RT-PCR — reverzni neboli zpétna PCR,

8. I-PCR — inverzni neboli obracena PCR.

4.2 Praktické pouziti PCR

Techniky molekularni biologie zalozeny na PCR nasly velké uplatnéni diky své
jednoduchosti a citlivosti. PCR se pouziva hlavné pro identifikace virovych a bakterialnich
patogent, identifikace mutaci, vyhledavani a klonovani specifickych sekvenci, urceni
druhu nadoru ¢i v soudnim lékarstvi [47, 48, 57]. Pomoci polymerazové fetézové reakce
muzeme detekovat riizné polymorfismy DNA tykajici se chorob, zvlasté geneticky

podminénych [44, 47, 55, 58].

PCR vzhledem ke své vysoké citlivosti, dokaze vyhledat virové infekce jiz v poCatenich
stadiich. Primery jsou pii téchto identifikacich odvozeny od kratkych Gsekit DNA virové
sekvence. Takto lze prokazat, po mnohonasobném zmnozeni, absenci ¢i pfitomnost i jediné

kopie virové DNA ve velmi malém vzorku krve [46, 47].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILE PRACE

Diplomova prace méla dva cile. Prvnim cilem diplomové prace bylo studium metod
molekuldrni biologie, mezi néz patiila, predevSim metoda TGGE (elektroforéza
V teplotnim gradientu), dale metody PCR (polymerazova fetézova reakce) a elektroforéza

V agar6zovém gelu.

Druhym cilem diplomové prace bylo sledovat zmény zastoupeni mikroorganismti béhem
zrani syra eidamského typu. Zmény zastoupeni mikroorganismt v syrech byly sledovany

porovnanim se sbirkovymi kmeny bakterii mlééného kvaseni.
Postup pro dosazeni cili:

e studovat a zpracovat literaturu tykajici se principu a pouziti metod molekularni

biologie (TGGE, PCR),

e stru¢né popsat princip a fungovani metod molekularni biologie.

Ke zpracovani praktické ¢asti diplomové prace bylo nutno splnit tyto jednotlivé cile:

e stanovit spravnou a reprodukovatelnou metodu izolace DNA z bakterii mlé¢ného

kvaSeni, jak ze sbirkovych kmeni, tak také ze vzorki syra,

e ovladnout metodiku TGGE s pouzitim piistroji TGGE Maxi Systém a Piko™
Thermal Celer pro PCR,

porovnat jednotlivé kmeny bakterii mlécného kvaSeni vyskytujici se ve vzorcich syra se

sbirkovymi kmeny.
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6 MATERIAL A METODY

6.1 Charakteristika vzorku

Pro studium bakterii mlé€n¢ho kvaSeni byl pouzit syr Eidam o obsahu suSiny 50 % a
obsahu tuku v susin¢ 30 % v riizném stadiu zrani. Rozméry blokl syra byly 90 mm vyska,
90 mm Sitka a 140 mm hloubka, hmotnost blokii byla cca 1,4 kg. Vzorky syra byly
odebirany z jedné vyrobni Sarze v pravidelnych intervalech (tabulka 1), krom¢ prvniho a

posledniho odbéru. Zrani syru probihalo ptimo ve sklepich vyrobce pfi teplotach 9 — 10 °C.

Tab. 1. Odbéry syra.

Datum odbéru Den odbéru
22.11.2011 1. den,
(den vyroby) syr pted vlozenim do solné lazné
24.11. 2011 3. den
syr po soleni a zabaleni do kryovakového obalu
29.11. 2011 7. den
6.12. 2011 14. den
20.12. 2011 28. den
3.1.2012 42. den
17. 1. 2012 56. den
7.2.2012 77. den

Z kazdého syra z dané¢ho odbéru byly za aseptickych podminek odebrany 4 vzorky, a to ze
2 platd (okrajovy a stiedovy) vzdy ze stiedu a z okraje (Obr. 3).

Pracovni postup:

1. Prvni vzorek syra byl odebran z prvniho platu syra, na obrazku oznacen jako S1, asi
25 mm Sirokého, potizeného z konce syra. Vzorek byl odkrojen z krajni ¢asti platu,
maximalné 7 — 10 mm do hloubky syra (vrstva I). Tyto vzorky byly oznaceny jako
S11 (tabulka 2).

2. Druhy vzorek byl odebran z prvniho platu syra, na obrazku oznacen jako S1, asi 25
mm $irokého, pofizeného z konce syra. Vzorek byl vykrojen ve stfedu platu (vrstva

III). Tyto vzorky byly oznaceny jako S1 III (tabulka 2).
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Tteti vzorek byl odebran z druhého platu syra, na obrazku oznacen jako S3, asi 25 mm
Sirokého, ktery byl pofizen tak, ze cihla syra byla rozkrojend na dvé poloviny a z vnitini
¢asti poloviny byl odkrojen plat syra. Z tohoto platu byl vzorek odkrojen z krajni ¢asti
platu, maximaln¢ 7 — 10 mm do hloubky syra (vrstva I). Tyto vzorky byly oznaceny jako
S3 | (tabulka 2).

25,

15

25

stied
| yrstva 111

83

. srsiva | - okraj
S1 -

Obr. 3. Schéma odbéru vzorka [34].

3. Ctvrty vzorek byl odebran ze stejného platu syra jako tieti vzorek s tim rozdilem, Ze
byl vykrojen ze stfedu platu (vrstva III). Tyto vzorky byly oznaceny jako S3 III
(tabulka 2).

Tab. 2. Pouzité vzorky syri a jejich znaceni.

Stafi syra | Vrstva syra | Stafi syra | Vrstva syra
1. den S1l1 28.den |S11
1. den S11 28.den |S11l
1. den S31 28.den |S31
1. den S3 1 28.den |S31lI
3. den S11 42.den |[S11
3. den S11 42.den |S1 1
3. den S31 42.den [S31
3. den S3 11 42.den [S3 11l
7. den S1l1 56.den |S11
7. den S11 56.den |S11l
7. den S31 56.den |S31
7. den S3 1 56.den |S31lI
14. den S11 77.den |S11
14. den S11 77.den |S1HI
14. den S31 77.den |S31
14. den S3 11 77.den |S3 I
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6.2 Pouzité kultury bakterii

Pro porovnani piitomnosti bakterii mlééného kvaseni ve vzorcich syra eidamského typu
byly pouzity kultury bakterii ze Sbirky mlékarenskych kultur Laktoflora® (Czech
Collection of Diary Microorganisms - CCDM), Ceské sbirky mikroorganismti (CCM) a ze
sbirky Ustavu technologie tukti a tenzidii (vzorky oznageny jako DCT). Jednotlivé bakterie

byly kultivovany nejdfive v tekutém médiu a poté byly preockovany na tuhé pudy [59].

6.2.1 Kultury bakterii

Pro porovnani ptitomnosti bakterii byly pouzity tyto sbirkové kultury:

Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.

Lactococcus lactis subsp.

cremoris CCDM 421

cremoris CCDM 823

cremoris CCDM 824

cremoris CCDM 946

cremoris CCDM 1004

lactis DCT Z-1

lactis DCT Z-3

lactis DCT Z-6

lactis CCDM 412

lactis CCDM 416

lactis DCT AIV-9

lactis var. diacetylactis CCDM 48
lactis var. diacetylactis CCDM 141
lactis var. diacetylactis CCDM 354

lactis var. diacetylactis CCDM 414

Lactobacillus casei CCDM 422

Lactobacillus curvatus CCDM 834
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Lactobacillus curvatus DCT Al-2
Lactobacillus curvatus DCT Al-3
Lactobacillus curvatus DCT Al-15
Lactobacillus paracasei CCDM 393
Lactobacillus paracasei CCDM 394
Lactobacillus paracasei CCDM 741
Lactobacillus paracasei CCDM 818
Lactobacillus plantarum CCDM 183
Lactobacillus plantarum CCDM 375
Lactobacillus plantarum CCDM 38
Lactobacillus plantarum DCT Al-7
Lactobacillus casei/paracasei DCT Al-5
Lactobacillus casei/paracasei DCT AlV-1
Lactobacillus casei/paracasei DCT AIV-3
Lactobacillus casei/paracasei DCT AlV-11
Lactobacillus casei/paracasei DCT AlV-18
Enterococcus durans CCDM 53
Enterococcus durans CCDM 437
Enterococcus faecium CCDM 816
Enterococcus faecium CCDM 917
Enterococcus faecalis CCM 2665
Enterococcus faecalis CCM 3956
Enterococcus faecalis CCM 4224
Enterococcus faecalis CCM 7247

Escherichia coli CCM 3954
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6.2.2 Kultivacni média

Bujon M17
Tab. 3. Slozeni bujonu M17.

Piida M17 1499
Laktoza 29
Destilovana voda 400 ml

Pracovni postup:

1. Bylo navazeno 14,9 g pidy M17 (Oxoid, Basingstoke, Velka Britanie), 2 g laktozy

(LachNer, Neratovice) a odméteno 400 ml destilované vody.
2. Vsechny komponenty byly smichany a rozpustény.

3. Poté byl bujon rozpipetovan do zkumavek, pficemz do kazdé zkumavky bylo

napipetovano 5 ml bujonu.

4. Nasledné byly zkumavky autoklavovany pii teploté 121,1 °C po dobu 20 minut.

Agar M17 (pevna puda)

Tab. 4. SloZeni agaru M17.

Piada M17 1499
Laktoza 29
Agar 59

Destilovana voda 400 ml

Pracovni postup:

1. Bylo navazeno 14,9 g pady M17 (Oxoid), 2 g laktéozy (LachNer), 5 g agaru

(HiMedia, Bombai, Indie) a odméteno 400 ml destilované vody.
2. VSechny komponenty byly smichdny a rozpusteny.

3. Poté byl agar autoklavovan pfi teploté pii teploté 121,1 °C po dobu 20 minut.
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4. Nasledné byl agar rozlit do Petriho misek, ptfi¢emz do kazdé misky bylo nalito cca

20 ml agaru.

Bujon MRS

Tab. 5. SloZeni bujonu MRS

Pada MRS 229

Destilovana voda 400 ml

Pracovni postup:

1. Bylo navazeno 22 g pudy MRS (HiMedia) a odméifeno 400 ml destilované
vody.

2. Vsechny komponenty byly smichany a rozpustény.

3. Poté byl bujon rozpipetovan do zkumavek, pficemz do kazdé zkumavky bylo

napipetovano 5 ml bujonu.
4. Nasledné byly zkumavky autoklavovany pii teploté€ 121,1 °C po dobu 20 minut.

Agar MRS (pevna puda)

Tab. 6. SloZeni agaru MRS.

Pada MRS 22 ¢
Agar 50
Destilovana voda 400 ml

Pracovni postup:

1. Bylo navédzeno 22 g pidy MRS (HiMedia), 5 g agaru (HiMedia) a odmé&feno 400 ml

destilované vody.
2. VSechny komponenty byly smichdny a rozpustény.
3. Poté byl agar autoklavovan pfi teploté pii teploté 121,1 °C po dobu 20 minut.

4. Nasledné byl agar rozlit do Petriho misek, pficemz do kazdé misky bylo nalito cca

20 ml agaru.
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6.2.3 Kultivace bakterii

Kmeny laktokokt, enterokoki a Lactobacillus casei/paracasei byly kultivovany v bujonu
M17 pii teploté 37 °C po dobu 24 — 48 hodin, v zavislosti na naristu bakterii. Laktobacily
byly kultivovany v bujonu MRS pii teploté 37 °C po dobu 24 — 48 hodin.

Escherichia coli byla kultivovana v bujonu Nutrient Broth (HiMedia) pii teploté 37 °C po
dobu 24 hodin.

Zbujoni byly kultury pfeoCkovany na tuhd média kiizovym roztérem. Laktokoky,
enterokoky a Lactobacillus casei/paracasei byly pieockovany na misky s M17 agarem a
kultivovany pfi teploté 37 °C po dobu 48 hodin. Laktobacily byly pfeockovany na misky
sagarem MRS a kultivovany pii teploté¢ 37 °C po dobu 48 hodin. Escherichia coli byla

preockovana na misky s PCA agarem a kultivovana pii teploté 37 °C po dobu 24 hodin.

6.3 Izolace bakterialni DNA ze vzorku syra

Celkova DNA bakterii obsaZenych ve vzorcich syrti byla izolovana dle nésledujiciho

postupu (modifikace dle [60]):

1. Bylo navaZeno 5 g vzorku syra, ktery byl rozetien v tfeci misce v 7,5 ml sterilni
vody.

2. Smés byla prefiltrovana pies sterilni gazu do zkumavky.

3. Z filtratu bylo odebrano 3 ml (2 x 1,5 ml) suspenze do ependorffovy zkumavky a

poté byl vzorek centrifugovan pti 14 000 ot/min po dobu 5 min.

4. Poté byl supernatant slit, sediment byl resuspendovan a promyt 1 ml sterilni vody,
opét centrifugovan pii 14 000 ot/min po dobu 5 minut. Promyti bylo provedeno

petkrat.

5. K sedimentu byl pfidan 1 ml lyza¢niho roztoku (10 mM Tris-HCI /Serva,
Heidelberg, SRN/, pH 7,8; 5 mM EDTA /LachNer/; lysozym /Serva/ 3 mg/ml), ve

kterém byl sediment resuspendovan.
6. Vzorek byl inkubovan 1 hodinu pfi laboratorni teplotg.

7. Ke smési bylo pfidano 50 pl 20% SDS (Serva) a 5 pl proteinasy K (1 mg/ml;
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).
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8.

Vzorky byly inkubovany pii 55°C do druhého dne.

6.4 Izolace nukleovych kyselin z bakterii pomoci izola¢niho kitu

Pro izolaci bakteridlni DNA byl pouzit HighPCR Template Preparation Kit (Roche,

Basilej, Svycarsko). Pracovni postup byl nasledujici [61]:

1.

Do ependorffovy zkumavky bylo napipetovano 200 ul suspenze bakterii, které byly

kultivovany v ptislusnych bujonech ptes noc.
Poté byl vzorek centrifugovan pii 3 000 ot/min po dobu 5 minut.

Nasledné byl supernatant slit a sediment resuspendovan a promyt v 200 ul 0,01 M
PBS pufru (Phosphate Buffered Saline, pufrovany fyziologicky roztok; 137 mM
NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM Na;HPO4.12H,0; 1,76 mM KH,POy; vse LachNer).

Promyti bylo provedeno dvakrat.

Po druhém promyti byla suspenze bun¢k v PBS ponechéana ve zkumavce a do kazdé

zkumavky bylo piidano cca 4 — 5 sterilnich sklenénych kuli¢ek o praméru 0,5 mm.

Ependorffovy zkumavky byly vloZzeny do kovového vélce se 7 otvory pro
zkumavky. Valec byl uzavien a vlozen do kulového mlynku, kdy probéhla
desintegrace bunck pomoci sterilnich sklenénych kuli¢ek. Desintegrace byla tiikrat

opakovana po dobu 3,33 minuty a frekvence 30 tderti za sekundu.

Zkumavky byly vyjmuty z kovového valce, do kazdé z nich bylo k suspenzi PBS a
lyzatu ptidano 5 pl lysozymu (0,1 mg/ml; Serva). Mikrozkumavky byly vlozeny do
termostatu, kde byly inkubovany pfi teploté 37 °C po dobu 10 minut,

. K této suspenzi bylo ptidano 200 pl vazebného pufru (Binding Buffer, Roche) a 40

ul proteinasy K (5 mg/ml; Sigma-Aldrich). Suspenze byla inkubovana pii teploté 70
°C po dobu 10 minut.

Smés byla piepipetovana z ependorffovy zkumavky do tzv. kolonky (plastové
uzaviratelné zkumavky s filtrem na dné, kterd byla vloZena do dal$i plastové
neuzaviratelné zkumavky). Smés byla centrifugovana po dobu 1 minuty pii 8000

ot/min.
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9.

Supernatant, jenz prosel filtrem, byl slit a do filtra¢ni zkumavky bylo ptidano 500
pl inhibiéniho pufru (Inhibitor Removal Buffer, Roche). Smés byla centrifugovana

po dobu 1 minuty pti 8000 ot/min.

10. Supernatant, jenz prosel filtrem, byl slit a do filtracni zkumavky bylo ptidano 500

ul promyvaciho pufru (Wash Buffer, Roche). Smés byla centrifugovana po dobu 1
minuty pii 8000 ot/min. Tento krok byl dvakrat opakovéan. Nasledn¢ byl
supernatant slit a filtracni zkumavky byly centrifugovany na maximalni otacky po

dobu 10 sekund.

Filtra¢ni zkumavky byly vlozeny do ependorffovych zkumavek a do filtracni zkumavky

bylo napipetovano 200 pl eluéniho pufru (Elution Buffer, Roche). Smés byla

centrifugovdna po dobu 1 minuty pii 8000 ot/min. Filtratni zkumavky byly odstranény a

Cista DNA, kterd byla v ependorffovych zkumavkéach, byla ulozena do mraznicky

k dal$imu pouziti.

6.5 Izolace nukleovych kyselin z bakterii pomoci fenol — chloroformové

extrakce

Pracovni postup [60]:

1.

Do ependorffovy zkumavky bylo napipetovano 1,5 ml suspenze bakterii, které byly
kultivovany pfes noc v ptisluSnych bujonech.

Poté byl vzorek centrifugovan pti 3 000 ot/min po dobu 5 minut.

Nasledné byl supernatant slit a sediment resuspendovan a promyt v 200 ul 0,01 M
PBS pufru. Promyti bylo provedeno 2x.

K suspenzi bun¢k v PBS bylo pfidano 5 ul lysozymu (0,1 mg/ml; Serva) a 20 ul
10% SDS (Serva). Mikrozkumavky byly vlozeny do termostatu, kde byly
inkubovany pfi teploté 37 °C po dobu 1 hodiny.

K této suspenzi bylo pfidano 10 pl proteinasy K (5 mg/ml; Sigma-Aldrich).
Suspenze byla inkubovana pti teplot¢ 50 °C po dobu 30 minut nebo az do

projasnéni suspenze.

K takto ptfipravenému lyzatu bylo pfidano stejné mnozstvi ptedestilovan¢ho fenolu.

Poté byla kyvavym pohybem smés promichavana po dobu 4 minut.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Smés byla centrifugovana po dobu 1 minuty pii 4 °C a 12 000 ot/min.

Vodna faze s DNA byla odebrana do Cisté ependorffové zkumavky. Odebirani bylo

potieba provadét opatrné, aby nebyla odebrana rovnéz proteinova vrstva.

Do odebrané vodné faze byl ptidan stejny objem smési fenol:chloroform (1:1). Poté

byla kyvavym pohybem smés promichédvana po dobu 4 minut.
Nasledné byla opét provedena centrifugace 1 minutu pii 4 °C a 12 000 ot/min.

Vodna faze s DNA byla odebrana do cisté ependorffové zkumavky, do niz bylo
ptidano 300 pl smési CIZ (chloroform:izoamylalkohol 24:1; LachNer).

Smés byla fadné promichédna a centrifugovana po dobu 1 minuty pii 4 °C a 12 000

ot/min.
Poté byla opét odebrana vodna faze s DNA do ¢isté zkumavky.

K DNA ve vodné fazi bylo ptidano 1/10 objemu octanu sodného (LachNer) na

kone¢nou koncentraci 0,1 — 0,3M a smés byla dukladné promichana.
Ke smési bylo poté ptidano 2,5 objemu etanolu a opét promichano.
Smés byla inkubovana po dobu 30 minut pii -20 °C.

Nasledné byla opét provedena centrifugace po dobu 30 minut pii 4 °C a 12 000

ot/min a supernatant byl fadné slit.

Sediment byl ususen v termostatu.

Poté byl sediment rozpustén v 50 pl TE pufru (Serva). Izolovana DNA byla ulozena do

mraznicky k dalSimu pouziti.

6.6 PCR reakce

6.6.1

Piiprava smési pro PCR

Smés pro PCR musi obsahovat nckolik chemikalii (tabulka 7): sterilni vodu pro

molekularni biologii, DNA, polymerazu (Roche) s 2 primery (Roche), v nasem ptipadé

primery oznacené 518r, GC 341f. Diky GC 341f primeru (oznacovan také jako tzv. GC

svorka), Ize identifikovat maximalni pocet usekii DNA. Oba primery, jak 518r tak i GC
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3411, maji velmi podobnou denaturacni teplotu. Aby se zamezilo kontaminaci vzork, byl

do smési ptidan psoralen (Roche).

Tab. 7. Slozeni smési pro PCR.

Slozeni smési 25 ul
Sterilni voda pro molekularni biologii 9,5 ul
Taq polymeraza 12,5 ul
Primer GC 341 f 1 ul
Primer 518 r 1 ul
DNA 1 ul
Psoralen 2 ul na 50 pl Taqg polymerazy

Reakéni smés pro PCR byla pfipravena v tzv. stripech, coz je 8 spojenych malych (100 pl)
ependorffovych zkumavek pro PCR, v laminarnim boxu za aseptickych podminek, aby

nedoslo ke kontaminaci jednotlivych komponent podle nésledujiciho postupu.

1. Do stripti byly napipetovany jednotlivé komponenty v nasledujicim poradi: sterilni
voda pro molekularni biologii, Taq polymeraza (Roche), primer 518r (Roche), primer
GC 341f (Roche).

2. Tato smé&s byla poté vloZena na 4 minuty do transiluminatoru a z divodu zamezeni

kontaminace DNA vzorki byla ozafena UV paprsky.
3. Nasledné byla ke smési pfidana DNA izolovéana ze syra ¢i mikroorganismu.

4. Po piidani DNA byly stripy se smési centrifugovany a vloZeny do termocykleru Piko™
Thermal Celer (Finnzymes; Vanda, Finsko), kde probihala amplifikace po dobu 2

hodin a 6 minut podle nasledujiciho programu (tabulka 8):

Tab. 8. Prab¢h PCR a pocet cykla [62].

Pocatecni denaturace 94 °C po dobu 5 minut
(separace fetézci DNA)
Denaturace 94 °C po dobu 30 sekund 10 cykli
Annealing 61 °C po dobu 30 s a poté se
teplota snizovala 0 0,5 °C
Extenze 72 °C po dobu 1 minuty
Denaturace 94 °C po dobu 30 sekund 25 cyklu
Annealing 53 °C po dobu 30 sekund
Extenze 72 °C po dobu 1 minuty
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Takto pfipravené PCR amplikony byly detekovany pomoci agar6zové elektroforézy a

nasledné pomoci elektroforézy s teplotnim gradientem.

6.6.2 Elektroforéza v agarézovém gelu a detekce PCR produktu

K detekci amplifikovanych PCR produktii byla pouzita elektroforéza v agar6zovém gelu.
Pomoci elektroforézy v agar6zovém gelu lze detekovat jak amplifikované fragmenty DNA,
tak i jejich kvalitu. K detekci DNA fragmentt byl v naSem piipadé pouzit 0,8% agarézovy
gel, ktery byl ptipraven dle nasledujiciho postupu:

1. Do erlenmeyerovy baiiky bylo navazeno 8 g agarézy (Sea®Kem LE Agarose, Lonza,
Basilej, Svycarsko). Do agardzy bylo pfidano 100 ml 0,5x TAE pufru (Serva). Tato
smés byla promichana a vlozena do mikrovinné trouby, kde doslo k jejimu zahtati na
bod varu a rozpusténi.

2. Do rozpusténé agardzy bylo pfidano 5 pl etidiumbromidu (Serva). Rozpustény
agarozovy gel byl nalit do plastové vanicky pro elektroforézu, do které byly poté

vlozeny 2 nebo 1 hieben.
3. Poté gel polymeroval po dobu 30 — 40 minut pifi pokojové teploté.
4. Mezitim bylo do stripti s DNA amplikony piidano 5 pl nanaseciho pufru.

5. Po utuzeni gelu byly hiebeny vyjmuty a do kazdé jamky bylo napipetovano 7 pl
vzorku, pfi¢emz do prvni jamky byl pouzit 100 bp DNA standard (New England
BioLabs, Londyn, Velka Britanie) k vypoctu velikosti DNA frakci.

6. Elektroforéza probihala po dobu 45 — 50 minut pfi napéti 90 V.

Po probéhnuté separaci byly vzorky vizualizovany v UV transiluminatoru, kde probéhla i

dokumentace pomoci fotoaparatu. Vzniklé fotografie byly ozna¢eny a uloZeny do pocitace.

6.7 TGGE

6.7.1 Priprava chemikalii

Jesté pred vlastnim provedenim TGGE bylo nutno pfipravit nasledujici roztoky: 50x TAE

pufr, nanaseci pufr, Thermal coupling roztok.

50x TAE pufr
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1000 ml TAE pufr bylo pfipraveno nasledujicim postupem [63]:
1. 2,242 g Tris baze (Serva) bylo rozpusténo v 800 ml destilované vody.

2. Do této smesi bylo poté ptidano 57,1 ml ledové kyseliny octové (LachNer) a 100 ml
0,5 M EDTA (kyselina etylendiamintetraoctovd), ktera byla pfipraven rozpusténim
18,61 g EDTA (LachNer) ve 100 ml destilované vody. Nasledn¢ bylo upraveno pH
pomoci NaOH na hodnotu pH 8

3. Roztok byl doplnén na objem 1000 ml.

Thermal coupling roztok

Bylo pfipraveno 100 ml Thermal coupling roztoku, ktery se sklada z 0,1% Tweenu 20
(Roche).

2x TAE pufr

1000 ml tohoto pufru bylo pfipraveno zifedénim 50x TAE pufru (Serva). Tento roztok, jenz

musi byt skladovan v temnu, je mozno recyklovat az 8x.

6.7.2 Priprava gelu pro TGGE

Pfiprava gelu je pomérné naro¢na predevsSsim z divodi spravného slozeni sklenéné
aparatury pro polymeraci gelii a plnéni aparatury roztokem gelu. Béhem prace s ptipravou
gelu a celé manipulace s monomery i polyakrylamidovym gelem je potieba mit ochranné
pomucky (rukavice, pii liti gelu ochranné bryle), protoze je manipulovano

s karcinogennimi nebo toxickymi latkami.

Cela sklenénd aparatura je sloZzena ze dvou sklenénych desek (jedna bez spaceru a druha se
spacerem), gumového tésnéni a polybond folie. Sklenéna aparatura byla ptipravena podle

nasledujiciho postupu [63]:

1. Obé¢ sklenéné desky byly dilkladné omyty saponatem, osuSeny a poté byla vnitini

strana desek oplachnuta etanolem, ktery se nechal odpafit.

2. Na sklenénou desku bez spaceru byly naneseny 2 ml destilované vody, na kterou byla

pritisknuta polybond folie, ktera byla na horni stran¢ opatiena lepici paskou.
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3. Poté bylo na vnitini stranu sklenéné desky se spacerem piilozeno tésnéni. Tésnéni
musi byt dikladné pfiilozeno, jinak by doslo k vyteCeni roztoku gelu. Na takto
piipravenou desku s tésnénim byla peclive pfiloZzena druha sklenéné deska.

4. Obé¢ sklenéné desky byly k sobé ptichyceny 11 kovovymi sponami.

Priprava gelu

Polyakrylamidovy gel pro TGGE byl pfipraven dle nésledujiciho postupu [63]:

1.

Do 100 ml kadinky s michadlem byla navaZzena mocovina (Promega; Edison, USA),
poté byl pfidan akrylamid (Sigma-Aldrich), formamid (Sigma-Aldrich), TAE (Serva) a

glycerol (Sigma-Aldrich) v mnozstvi uvedeném v tabulce 9.

Tab. 9. SloZeni roztoku pro piipravu polyakrylamidového gelu [63].

Slozeni gelu 50 ml
Akrylamid (8%) 10 ml
Formamid (20%) 10 ml

Mocovina 24 9

TAE (50x) 2 ml

Glycerol 2,5 ml
Voda pro molekularni biologii cca5ml

Smés byla zahifivana pii 50 °C a michana po dobu 20 — 30 minut dokud nebyly
rozpustény krystaly mocoviny.

Po rozpusténi mocoviny byla smés chlazena michanim na pokojovou teplotu.

KdyZ byla smés zchlazena na pokojovou teplotu, byla pfidana polymeracni ¢inidla:
50 pl persiranu amonného (APS 10%, Sigma-Aldrich) a 110 pul N,N,N',N’-
tetrametylelendiaminu (TEMED, Sigma-Aldrich).

Po pfidani polymeracnich ¢inidel byla smés dokonale promichdna a ihned injekéni
stiikackou davkovana ptes sterilni filtr mezi pfipravena skla. Davkovani bylo nutné

provést z diivodu rychlé polymerace smési rychle.

Naplnéna sklenénd aparatura byla pfenesena do termostatu, kde dochézelo po dobu 3

hodin pii teploté 30 °C k polymeraci gelu.
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7. Béhem polymerace byla pfipravena elektroforeticka jednotka TGGE Maxi Systém

(Biometra; Goettingen, Némeécko).

Po uplynuti polymera¢ni doby byly ze sklenéné aparatury odstranény kovové spony a gel

byl opatrné vyjmut, aby nedoslo k jeho poskozeni.

6.7.3 Elektroforéza v teplotnim gradientu

Vlastni elektroforéza probiha v pfistroji TGGE Maxi System od némecké spolecnosti
Biometra. Vedeni elektrického proudu v tomto pfiistroji s horizontalnim elektroforetickym
systémem je zprostiedkovavano pomoci dvou specidlnich zinek namocenych do pufru (2x

TAE), kter¢ ptiléhaji druhou stranou na gel.
Pracovni postup [63]:

1. Zptistroje TGGE Maxi Systém byl odejmut kryt s elektrodami a poté kryt termobloku
a oba zasobniky na pufr byly po rysku naplnény 2x TAE pufrem.

2. Na plochu termobloku byly napipetovany 2 ml thermal coupling roztoku, ktery byl

dokonale rozetien po jeho povrchu.

3. Gel, ktery byl vyjmut ze sklenéné aparatury, byl poloZen a upevnén lepici paskou na
termoblok s rozetfenym thermal coupling roztokem.

4. Specialni Zinky, které byly vyvafeny v destilované vod¢, byly namoceny do pufru, poté
jednim koncem poloZeny na gel, pfi¢emZz druhy konec byl vlozen do pufru.

5. Na gel byl piilozen aplikator, do n¢hoz se aplikuji vzorky DNA. Aplikator musi byt
ptilozen na prvni pokus, jinak by z né&j vzorky vytekly do gelu.

6. Nasledné byla na gel ptilozena kryci folie tak, Ze jedna strana koncila pod aplikatorem

a druha strana kon¢ila tésné pted zinkou.

7. Na aplikator byly naneseny vzorky pfipravené v piedeslém kroku pomoci PCR. Do
kazdé jamky bylo pipetovano 5 pl vzorku DNA.

8. Po nadavkovani DNA byl termoblok pfikryt vikem a celd aparatura byla pfikryta

vikem s elektrodami.

Nasledné byl piistroj zapnut a celd separace trvala 18 hodin za podminek uvedenych

v tabulce 10, pfi¢emz teplota t; je pocatecni teplota a t; je koneCna teplota. Separace
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probihala pfi konstantnim napéti 130 V. Zmeény proudu byly zpiisobeny v zavislosti na

Ohmové zdkonu.

Tab. 10. Podminky detekce pomoci TGGE.

teplota t; 35°C
teplota t; 55°C
napéti U 130V
proud A 35-41mA

6.7.4 Barveni gelu

Jak jiz bylo zminéno v teoretické ¢asti, gel s fragmenty DNA mitize byt barven nékolika
barvivy. NejpouZivangjsi barviva jsou etidiumbromid, stiibro, SYBR green a GelStar.
Kazdé z uvedenych barviv se lisi citlivosti. V nasem ptipadé bylo pouzito barvivo GelStar,

coz je fluorescen¢ni barvivo o vysoké citlivosti.
Pro zobrazeni vysledkt slouzil UV transiluminator.
Pracovni postup [63]:

1. GelStar barvivo (Cambrex) bylo vyjmuto z mrazni¢ky, kde musi byt skladovano pii

-20 °C, promichéano a zcengtrifugovano.
2. Gel vyyjmuty z TGGE aparatury byl vlozen do plastové vany.

3. Do plastové vany bylo pfidano vypocitané mnozZstvi GelStar barviva, v nasem piipadé

bylo k 5 pl barviva ptidano 50 ml elektroforetického pufru.

4. Plastova vana s gelem byla vloZena na tfepacku, u které byla nastavena frekvence
ttepani 450 ot/min, tfepaCka byla zakryta hlinikovou folii. Poté byla plastova vana

s gelem tiepana 2 — 3 hodiny.

Nasledn¢ byl gel zvany vyjmut a vlozen do transiluminatoru, kde probé&hla jeho
vizualizace a dokumentace pomoci fotoaparatu (Canon, Power Shot G6, Japonsko).

Vysledky byly pro dalsi zpracovani ulozeny do pocitace.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

Ve studii bylo pouzito 15 kment bakterii rodu Lactococcus, 18 kment rodu Lactobacillus,
8 kmenid bakterii rodu Enterococcus a 1 kmen Escherichia coli. Z téchto 42 kment
ruznych rodd bakterii bylo nasledné vybrano 8 rodt, které byly pouzity jako kontrolni

mikroorganismy pro porovnani vyskytu bakterii mlé¢ného kvaseni v syrech.

U vSech 8 vzorku syra, které byly odebirany v riznych fazich vyroby nebo zrani, byla
izolovana DNA mikroorganismu, ktera byla nasledn¢ porovnadvana s DNA kontrolnich
mikroorganismii. Pomoci tohoto srovnani bylo mozné posoudit zmény v zastoupeni

mikroorganisml béhem zrani syrt.

7.1 Optimalizace metod izolace DNA z bakterii mlééného kvaSeni

Jednim z cilt diplomové prace byla optimalizace metod izolace DNA z bakterii mlééného
kvaSeni. Izolace DNA z BMK byla slozita, protoze BMK patii mezi grampozitivni bakterie
a maji tudiz silnou bunécnou sténu tvotfenou peptidoglykanem. Peptidoglykan dodava
bunécné sténé téchto bakterii dostatecnou tvrdost a tuhost, a proto je velmi obtizné
bunéénou sténu rozbit a ziskat tak potiebnou genetickou informaci [2, 3]. Pro izolaci DNA

z BMK bylo vyzkouseno nékolik nize popsanych metod.

7.1.1 Izolace DNA pomoci Kitu

Prvnim pokusem izolace DNA byla metoda popsana v kapitole 6.4 bez mechanické
desintegrace bunék (tj. bez pouZiti sterilnich sklenénych kuli¢ek), pouze pomoci High PCR
Template Preparation Kit. V tomto piipadé byl vytézek izolace velmi nizky, mnoZstvi
vyizolované DNA bylo na agar6zovém gelu prakticky neznatelné. Ve vysledku se na gelu
nepatrné objevila pouze DNA mikroorganismu Lactobacillus curvatus, DNA ostatnich

mikroorganismi byla vyizolovana v jesté nizsi koncentraci (Obr. 5).
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Obr. 4. Izolovana DNA vybranych BMK. 1. Lbc. casei/paracasei DCT AlIV-1, 2. Lbc.
plantarum DCT Al-7, 3. Lbc. plantarum DCT Al-7, 4. Lbc. Curvatus CCDM 834, 5. L.
lactis subsp. lactis DCT LIV-9, 6. E. durans CCDM 437, 7. L. lactis subsp. cremoris
CCDM 824, 7. L. lactis subsp. lactis DCT Z-3, 8. Lbc. casei/paracasei DCT Al-5, 9. L.
lactis subsp. lactis DCT Z-3, 10. L. lactis subsp. cremoris CCDM 1004, 11. L. lactis subsp.
lactis CCDM 53, 12. marker 100 bp.

7.1.2 1Izolace DNA pomoci desintegrace bunék

Dalsim pokusem izolace DNA byla izolace genetické informace zpisobem popsanym
Vv kapitole 6.4 s pouzitim sterilnich sklenénych kuli¢ek a nasledné pomoci High PCR
Template Preparation Kit. Vysledek byl lepsi nez u piedchazejici metody bez mechanické
desintegrace bun¢k. Ve vysledku byla na gelu patrnda DNA mikroorganismii (Obr. 6).
Lactobacillus. casei/paracasei, Lactobacilus plantarum, Lactococcus lactis subsp. lactis,

Lactobacillus curvatus a Lactococcus lactis subsp. cremoris.

1T 2 3 4

Obr. 5. DNA vybranych BMK izolovana pomoci desintegrace bunék a kitu. 1. L. lactis
subsp. cremoris DCT Z-3, 2. L. lactis subsp. cremoris CCDM 824, 3. Lbc. curvatus DCT
LI-2, 4. Lbc. plantarum DCT LI-7.
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7.1.3 1Izolace nukleovych kyselin pomoci fenol — chloroformové extrakce

Fenol — chloroformova extrakce bakterialni DNA byla pouzita ke srovnani izolace DNA
riznymi metodami. Zakladem metody je lyze bunék, kterd se nejCastéji provadi pomoci
lysozymu. Diky lyzi buiiky se bunéény obsah uvolni do extrakéniho pufru, ke kterému se
ptfidava proteinasa K §tépici proteiny. Piidanim fenolu a chloroformu dochazi k extrakci,
kdy se do fenolu vysrazi lipidy, bilkoviny, polysacharidy a nukleové kyseliny zlstanou ve
vodné fazi. K vysrdzeni nukleovych kyselin z vodného prostfedi se pouziva absolutni

etanol [64].

Tato metoda ma nejvyssi vytéznost izolované DNA, mé vSak jednu velkou nevyhodu, je
¢asové velmi naro¢nd a jedna izolace trva nékolik hodin. Z tohoto diivodu nebyla pouzita

pro izolaci DNA ze syrit a BMK.

V nasem piipad¢ byla tato metoda zkouSena ve dvou variantach, s pouzitim zavérecného
kroku, tj. vysrdzeni DNA absolutnim etanolem a z diivodu zkraceni doby izolace i bez
vysrazeni nukleovych kyselin etanolem. Na Obr. 7 byly u vzorkti 1 — 4 nukleové kyseliny
vysrazeny pomoci absolutniho etanolu, u vzorkl 6 — 9 byl krok srdZeni pomoci absolutniho
etanolu vypustén. Vysrazeni absolutnim etanolem napomohlo k ziskani Cist¢ DNA ve vyssi
koncentraci, avSak vysledné mnoZstvi roztoku DNA je menSi. V pfipad€ nevysraZeni
DNA absolutnim etanolem byla ziskana rovnéZ DNA, ktera vSak v nizsi koncentraci, avSak

pro dalsi pouziti v PCR byla pro nase ti¢ely dostacujici.

1 2 3 4 &5 & 7 8 9

Obr. 6. DNA vybranych BMK izolovana fenol-chloroformovou extrakci se zavére¢nym
vysrazenim etanolem (jamky 1 — 4) a bez vysrazeni etanolem (jamky 6 — 9). 1. L. lactis
subsp.cremoris DCT Z-3, 2. L. lactis subsp. cremoris CCDM 824, 3. Lbc. curvatus DCT
LI-2, 4. Lbc. plantarum DCT LI-7, 5. pozitivni kontrola, 6. L. lactis subsp. cremoris DCT
Z-3, 7. L. lactis subsp. cremoris CCDM 824, 8. Lbc. curvatus DCT LI-2, 9. Lbc. plantarum
DCT LI-7.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 59

7.1.4 PCR s pouzitim FastStart PCR Master

V tomto pokusu byl pouzit FastStarter PCR Master (Roche), neboli master mix pro
ptipravu PCR. Master mix se 1i$i sloZenim od pouzivané smési pro PCR uvedené v tabulce
6. Pouzity master mix obsahuje Taq polymerdzu, pufr pro polymerazu,
deoxyribonukleotidy (ANTP). Dale byly pouzity primery 518r (Roche) a GC 341f (Roche).
Pomoci této modifikace byly amplifikovany PCR produkty, jak je vidét na Obr. 8. FastStart

PCR Master mix v8ak nebyl pro dal$i experimenty pouzit z finanénich davodu.

1 2 3 4 5

Obr. 7. PCR amplikony s pouzitim FastStart PCR Master mixu. 1. L. lactis subsp. cremoris
DCT Z-3, 2. L. lactis subsp. cremoris CCDM 824, 3. Lbc. curvatus DCT LI-2, 4. Lbc.

plantarum DCT LI-7, 5. pozitivni kontrola.

7.1.5 PCR s izolovanou DNA

V tomto pokuse byla provedena PCR s DNA izolovanou postupem popsanym v kapitole
6.4 s pouzitim sterilnich sklenénych kuli¢ek a nasledné¢ pomoci izola¢niho kitu. Pomoci
PCR bylo dosaZzeno pozadované¢ho vysledku, kdy byly syntetizovany DNA amplikony
Vv dostate¢né koncentraci. Ve vysledku byly na gelu zobrazeny PCR produkty vSech
pouzitych mikroorganismil. Zaroven byl z diivodl zjisténi mozné kontaminace pouzit také
kontrolni vzorek, ktery misto templatové DNA obsahoval sterilni vodu pro PCR. Kontrolni

vzorek byl negativni, tudiz se kontaminace reagencii pro PCR nevyskytovala (Obr. 9).
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Obr. 8. PCR s izolovanou DNA 1. E. faecalis CCDM 3954, 2. L. lactis subsp. cremoris
CCDM 7247, 3. Lbc. plantarum DCT Al-7, 4. L. lactis subsp. cremoris CCDM 824, 5.
Lbc. curvatus DCT LI-2, 6. L. casei CCDM 422, 7. Lbc. casei/paracasei DCT LI-5, 8. Lbc.
helveticus CCDM 807, 9. L. lactis subsp. lactis DCT AIV-9, 10. kontrolni vzorek bez
DNA.

7.2 Detekce mikroorganismi pomoci TGGE

7.2.1 Detekce bakterii mlééného kvaseni

Na zakladé ptedchozi detekce mikroorganismii pomoci PCR, nékolika ,testovacich® gelti
TGGE a predpokladaného mikrobidlniho slozeni syra Eidam 30 %, bylo ze 42 kment
mikroorganismii vybrdno 12 mikroorganismu, které slouzily pro porovnani vyskytu
mikroorganismi v syrech v rizném stadiu zrani. Na obrazku 10 je vizualizovano 12
kmeni, které byly pouzity jako srovnavaci mikroorganismy: Lactococcus lactis subsp.
lactis DCT AIV-9, Lactobacillus plantarum DCT Al-7, Lactobacillus casei CCDM 422,
Lactobacillus curvatus CCDM 834. Enterococcus durans CCDM 53, Lactococcus lactis
subsp. lactis var. diacetylactis CCDM 141, Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM,
946, Enterococcus faecalis CCM 7247, Escherichia coli CCM 3954.
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Obr. 9. TGGE - skrining vybranych bakterii. 1. E. coli CCM 3954, 2. E.s faecalis CCM
7247, 3. L. lactis subsp. cremoris CCDM 946, 4. L. lactis subsp. lactis var. diacetylactis
CCDM 141, 5. Lbc. casei/paracasei DCT Al-5, 6. E. durans CCDM 53, 7. Lbc. curvatus
CCDM 834, 8. E. faecium CCM 917, 9. Lbc. casei CCDM 422, 10. Lbc.s paracasei
CCDM 393, 11. Lbc. plantarum DCT Al-7, 12. L. lactis subsp. lactis DCT AIV-9, 13.
standard 100 bp.

7.2.2 Detekce mikroorganismi v syrech ve stadiu zrani 1 — 14 dni

Na obrazku 11 jsou zobrazeny syry ve stadiu zrani 1 — 14 dnti a 8 kontrolnich
mikroorganisml. Z obrazkd jasn€ vyplyvd, Ze v prvnich 14 dnech pievladd v syrech
mikroorganismus E. coli. Konkrétné byl tento mikroorganismus nalezen v nejvétSim
mnozstvi ve vzorku ze 14. dne ze stfedového platu ze stfedni vrstvy (14 S3 III),
vV nejmensim mnozstvi byla E. coli nalezena ve vzorku ze 7. dne z okrajového platu ze
stiedni vrstvy (7 S1 III). E. coli byla rovnéZ nalezena ve velkém mnozstvi na zacatku zrani,

z 1. dne z okrajového platu z krajni vrstvy (1 S1 I), s tim, Ze se jeji mnozstvi od vzorku z 1.
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dne z okrajového platu z krajni vrstvy (1 S1 I) plynule zmensovalo do vzorku ze 7. dne
z okrajového platu ze stfedni vrstvy (7 S1 III) a od vzorku ze 7. dne ze stfedového platu ze

sttedni vrstvy (7 S3 III) se jeji pfitomnost opét zvétSovala.

Druhym nejvice vyskytovanym mikroorganismem byl L. lactis subsp. cremoris. L. lactis
subsp. cremoris, ktery je soucasti startérové kultury. Tento mikroorganismus se vykytoval
V nejvetsim mnozstvi ve vzorku ze 14. dne ze sttedového platu ze sttedni vrstvy (14 S3 1II),
V nejmensim mnozstvi byl nalezen ve vzorku ze 7. dne z okrajového platu ze stfedni vrstvy
(7 S1 III). Dale byl L. lactis subsp. cremoris nalezen ve velkém mnozstvi na zac¢atku zrani
ve vzorku z 1. dne z okrajového platu z krajni vrstvy (1 S1 1) a na konci zrani zobrazeného
gelu vzorku ze 14. dne ze stfedniho platu ze stfedni vrstvy (14 S3 III) byla jeho pritomnost
nejvetsi s tim, Ze jeho mnozstvi se od vzorku z 1. dne z okrajového platu z krajni vrstvy (1
S1 1), plynule zmenSovalo do vzorku ze 7. dne z okrajového pléatu ze stfedni vrstvy (7 S1
III) a od vzorku ze 7. dne ze sttedového platu ze stiedni vrstvy (7 S3 III) se jeho pfitomnost

opét zvétSovala.

Ttetim nejvice vyskytovanym mikroorganismem ve vzorcich syrii z 1 — 14 dne byl L. lactis
subsp. lactis, ktery je opét soucasti startovaci kultury. V nejvétS§im mnozstvi byl tento
mikroorganismus nalezen v nejméné vyzralych vzorcich syra, tzn. vzorky z 1. dne
z okrajového platu z krajni vrstvy (1 S1 1), z 1. dne z okrajového platu ze stfedni vrstvy (1
S1 IMl), z 1. dne ze stfedového platu z krajni vrstvy (1 S3 1) a z 1. dne ze stiedového platu
ze stiedni vrstvy (1 S3 III). Postupné vSak jeho mnozstvi ubyvalo az do vzorkt ze 14. dne

ze stiedového platu ze stitedoveé vrstvy (14 S3 III), kde nebyl témét detekovan.

Ve vzorcich syra starych 1 — 14 dnd nebyly nalezeny jiné mikroorganismy. Pro tyto
mikroorganismy byla pravdépodobné doba prvnich 14 dnli velmi kratka pro jejich rozvoj.
V téchto vzorcich nebyly detekovany tyto mikroorganismy: E. faecalis, L. lactis subsp

lactis var. diacetylactis, E. durans, Lbc. casei a Lbc. plantarum.
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Obr. 10. Zastoupeni mikroorganismi ve vzorcich syrii z obdobi 1 — 14 dnt. 1. standard 100
bp2.1.denS11,3.1.denS31114.1.denS31,5.1.den S311l,6.3.den S11, 7. 3. den S1
Il,8.3.den S31,9.3.den S3 11l, 10. 7. den S1 1, 11. 7. den S1 I, 12. 7. den S3 I, 13. 7.
den S3 11, 14. 14. den S1 |, 15. 14. den S1 lll, 16. 14. den S3 I, 17. 14. den S3 11l 18. E.
coli CCM 3954, 19. E. faecalis CCM 7247, 20. L. lactis subsp. cremoris CCDM 946, 21.
L. lactis subsp. lactis var. diacetylactis CCDM 141 A, 22. E. durans CCDM 53, 23. Lbc.
casei CCDM 422, 24. Lbc. plantarum DCT Al-7, 25. L. lactis subsp. lactis DCT AIV-9,
26. standard 100 bp.

7.2.3 Detekce mikroorganismi v syrech ve stadiu zrani 28 — 77 dni

Na obrazku 12 jsou zobrazeny syry ve stadiu zrani 28 — 77 dnd a 8 mikroorganismll pro
srovnani zastoupeni mikroorganisml. V téchto déle zrajicich syrech bylo sloZeni

v

mikroorganisml rozmanitéjsi.
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V pomémné velkém mnozZstvi byl na gelu nalezen mikroorganismus L. lactis subsp.
cremoris, ktery byla nalezen ve vSech vzorcich syra. Nicméné toto mnozstvi bylo nizsi nez
u syra v 1. fazi vyroby (1. — 14. den). L. lactis subsp. cremoris byl nejvice zastoupen ve
vzorcich ze 42. dne z okrajového platu ze stfedni vrstvy (42 S1 III) a ze 42. dne ze
sttedového platu z krajni vrstvy (42 S3 1), dale ve vzorcich ze 77. dne z okrajového platu ze
stiedni vrstvy (77 S1 II), ze 77. dne ze stfedového platu z krajni vrstvy (77 S3 1) a ze 77.
dne ze stiredového platu ze stiedni vrstvy (77 S3 III). Naopak ve vzorcich z 56. dne ze
sttedového platu ze stfedni vrstvy (56 S3 III) a ze 77. dne z okrajového platu z krajni vrstvy
(77 S1 1) nebyl nalezen.

Escherichia coli byla nalezena ve vzorcich syra ze 42. dne z okrajového platu z krajni
vrstvy (42 S1 1), ze 42. dne z okrajového platu ze stiedni vrstvy (42 S1 III) a ze 42. dne ze
sttedového platu z krajni vrstvy (42 S3 1) a v men$im mnozstvi byla nalezena ve vzorku z

28. dne z okrajového platu z krajni vrstvy (28 S1 I).

Ttetim nejvice zastoupenym mikroorganismem byl L. lactis subsp. lactis, ktery byl nejvice
viditelny ve vzorcich z 28. dne z okrajového platu ze stiedni vrstvy (28 S1 III) a ze 42. dne
z okrajového platu z krajni vrstvy (42 S1 I), dale se pak vyskytoval ve vzorcich z 28. dne
ze stitedového platu z krajni vrstvy (28 S3 1), z 28. dne ze stfedového platu ze stfedni vrstvy
(28 S3 IlI), ze 42. dne z okrajového platu ze stiedni vrstvy (42 S1 III), ze 42. dne
Z okrajového platu z krajni vrstvy (42 S3 I) a ze 42. dne ze stfedového platu ze stfedni
vrstvy (42 S3 111).

Dalsim detekovanym mikroorganismem byl E. faecalis, ktery byl nalezen ve vzorku z 56.

dne z okrajového platu z krajni vrstvy (56 S1 1).

Ve vice zralych vzorcich syra (28 — 77 dni) nebyly nalezeny kromé& laktokokl jiné
kontrolni mikroorganismy. Nekteré mikroorganismy pravdépodobné béhem zrani zlyzovaly
a jiné nebyly pfitomny. V téchto vzorcich nebyly detekovany tyto mikroorganismy: L.

lactis subsp lactis var. diacetylactis, E. durans, Lbc. casei a Lbc. plantarum.
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Obr. 11. Zastoupeni mikroorganismil ve vzorcich syri z obdobi 28 — 77 dnd 1. standard
100 bp, 2. 28. den S1 1, 3. 28. den S1 111, 4. 28. den S3 1, 5. 28. den S3 111, 6. 42den S1 1, 7.
42. den S1 111, 8. 42. den S3 1, 9. 42. den S3 |1, 10. 56. den S1 1,11. 56. den S1 11, 12. 56.
den S3 I, 13. 56. den S3 Ill, 14. 77. den S1 |, 15. 77. den S1 lll, 16. 77. den S3 I, 17. 77.
den S3 111, 18. E. coli CCM 3954, 19. E. faecalis CCM 7247, 20. L. lactis subsp. cremoris
CCDM 946, 21. L. lactis subsp. lactis var. diacetylactis CCDM 141, 22. E. durans CCDM
53, 23. Lbc. casei CCDM 422, 24. Lbc. plantarum DCT Al-7, 25. L. lactis subsp. lactis
DCT AIV-9, 26. standard 100 bp.
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7.3 Souhrnna diskuse

Diplomové price se zabyvala jednak vybérem vhodné a ucinné metody izolace DNA
z BMK a zkoumanim zmén zastoupeni mikroorganismti béhem zrani v syrech eidamského

typu pomoci metod molekularni biologie.

Hlavnim problémem v ramci diplomové prace byla izolace DNA, jak ze sbirkovych kment
BMK, tak ze samotnych vzorki syra eidamského typu. BMK jsou grampozitivni bakterie a
maji tedy velice silnou bunécnou sténu, vyztuzenou peptidoglykanem, ktery vyrazné
omezuje jeji poskozeni ¢i desintegraci. [2, 3]. Navic mnohé z téchto bakterii maji tvar koku
nebo kokotycinek, které jsou jeste vice odolné viici lyzi nez ty€inkovité bakterie. Z tohoto
divodu bylo testovano n€kolik neuspéSnych metod izolace DNA, nez byla nalezena
Spravna a ucinnd metoda, kterd uspés$né desintegrovala jejich bunécnou sténu a umoznila

tak izolaci DNA jednotlivych mikroorganismii.

U izolace patogenni bakterie E. coli byla situace jina, protoze se jedna o gramnegativni
mikroorganismus, ktery ma ten¢i buné¢nou sténu a tycinkovity tvar. Bunécna sténa E. coli
neobsahuje tak velké mnozstvi peptidoglykanu jako BMK, a je tedy mnohem jednodussi
docilit desintegrace jeji bunééné stény, tim i lyze bakterie a ziskat tak DNA v potfebném
mnozstvi a kvalité (Cistot€). Aby byla metodika izolace DNA u vSech ndmi pouzivanych
mikroorganismu stejna, byla rovnéz E.coli izolovana stejnym postupem jako BMK, i kdyz

by bylo mozné pouzit Setrnéjsi metody.

Mezi netispésné pokusy izolace DNA z BMK lze zatadit pouziti izola¢niho kitu (High PCR
Template Preparation Kit) pro izolaci bakteridlnich nukleovych kyselin, ktery nebyl
dostate¢né Uc¢inny pro izolaci DNA z grampozitivnich koki. PouZitim tohoto kitu nebylo
dosazeno potfebné desintegrace bakterialnich bungk, a proto ziskané mnozstvi genetické

informace bylo nedostacujici pro dalsi zkoumani.

Rovnéz byla zkouSena izolace DNA pomoci fenol — chloroformové extrakce, coz je
metoda, ktera je pomérné stard, reprodukovatelna. Ziskand DNA je Cistd a pouzitelna pro
dalsi metody molekularni biologie [64]. Fenol - chloroformova extrakce ma vsak nékolik
nevyhod, je pomérné pracna a narocna na presnost a hlavné je velmi ¢asoveé naro¢na, jejim

pouzitim by vznikl velky ¢asovy skluz.

Izolace DNA v dostateéné koncentraci a patfiéné kvalité bylo dosazeno kombinaci

mechanického rozbiti bun¢k pomoci sterilnich sklenénych kuli¢ek a kitu. Pomoci sterilnich
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sklenénych kulicek, které dokdzaly dokonale rozrusit bunécné stény BMK, bylo dosazeno
desintegrace bakterialnich bun¢k a tim uvolnéni potfebné DNA. Z takto rozrusenych buné¢k
byla nasledn¢ DNA izolovana pomoci kitu. Pouzitim kitu pro izolaci DNA a sterilnich
sklenénych kuli¢ek bylo dosazeno pozadovaného vysledku, ¢ili byla ziskana DNA cistd a

Vv dostateéném mnozstvi pro dalsi vyzkum.

Po optimalizaci vhodné izolac¢ni techniky DNA z bakterialnich bun¢k bylo mozné stanovit
pfitomné mikroorganismy ve vzorcich syra Eidam 30 %, ktery byl vybran jako zastupce
mlécného vyrobku pro zkoumani zmén vyskytu bakterii mlécného kvaSeni béhem zrani.
Vsechny pouzité syry byly vyrobeny u tradi¢niho ¢eského vyrobce a byly z jedné vyrobni
Sarze, byly tedy vyrobeny vjeden den (22. 11. 2011). Odbér vzorka byl provadén
Vv nésledujicich dnech: 1. den, 3. den, 7. den, 14. den, 28. den, 42. den, 56. den a 77. den.
Vzorky syra Eidam 30 % byly tedy v riznych stadiich zrani a lze u nich tak ocekavat
odlisné zastoupeni mikrobidlni populace. Vzorky syra byly odebirdny pfimo ze zraciho
sklepa vyrobce, kde zraly pii teploté¢ 9 — 10 °C. Z kazdého syra Eidam 30 %, ktery byl ve
tvaru cihly o hmotnosti cca 1,4 kg, byly odebrany 4 vzorky: z okrajového platu z krajni
vrstvy, z okrajového platu ze stiedni vrstvy, ze stfedového platu z krajni vrstvy a ze
sttedového platu ze stfedni vrstvy. Jednotlivé vzorky pro analyzu pfitomnosti BMK byly
uchovavany v mrazni¢ce za stalé teploty -20 °C, kde bylo zaruCeno, ze nedojde
k sekundarni kontaminaci z okoli a zaroven pii této teplot¢ nedochazi ke zménam

mikrobidlni populace.

Po uspésné izolaci DNA z vySe uvedenych vzorkl syra byly vzorky nejdiive podrobeny
amplifikaci metodou PCR a nasledné analyze v agar6zovém gelu, aby byla stoprocentné

ovéfena pritomnost genetické informace mikroorganismui, ale také DNA téchto bakterii.

Pro lepsi identifikovatelnost jednotlivych mikroorganismti metodou TGGE, byl do PCR
smési pridan primer GC 341f, tzv. GC-svorka, ktery umoziuje az o 50 % ptesnéjsi detekci

jednotlivych mikroorganismii ve zkoumanych vzorcich.

Metodou TGGE, pomoci niz bylo zjiStovano mikrobiologické zastoupeni v jednotlivych
vzorcich syra, bylo provedeno né€kolik zkuSebnich pokusti, béhem kteych bylo zjisténo,
které mikroorganismy se v syrech eidamského typu vyskytuji nejcastéji. Ze 42 vybranych
kmenli ze sbirek mlékaiskych kultur (Czech Collection of Diary Microorganisms -

CCDM), Ceské sbirky mikroorganismi (CCM) a ze sbirky Ustavu technologie tuki a
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tenzidl (vzorky oznaceny jako DCT) bylo vybrano 8 kontrolnich mikroorganismii, které
mohou byt nejcastéji zastoupeny v syru eidamského typu. Mezi vybrané mikroorganismy
pattily hlavné BMK, ale také E. coli, ktera byva ¢asto oznaCovana jako kontaminant téchto
syra [65]. S kontrolnimi mikroorganismy byly porovnavany detekované mikroorganismy

nalezeny ve vzorcich syra.

Z vysledkti metody TGGE vyplyva, ze ve vSech vzorcich byl nalezen L. lactis subsp.
cremoris, ktery je soucasti smetanového zakysu jako startovaci kultura, a ktery se dle
informace od dodavatele (vyrobce) pouziva pii vyrobé syru Eidam 30 %. Nejvétsi mnozstvi
tohoto mikroorganismu bylo na za¢atku zrani syra ve vzorku z 1. dne, coz Ize vysvétlit tim,
ze doslo k dobrému pomnozeni startérové kultury. Poté mnozstvi této bakterie postupné
klesalo az do zhruba 7. dne. Od tohoto dne se jeho mnozstvi opét zvétSovalo, az do vzorku
ze 14. dne. Pocate¢ni pokles mnozstvi bakterii startérové kultury byl pravdépodobné
zpusoben tim, Ze se bakterie pfizpisobovaly novym podminkdm, vtomto piipadé
pravdépodobné vyssi koncentraci soli. Od 28. dne se piitomnost L. lactis subsp. cremoris
plynule zmenSovala az do konce experimentu (do 77. dne), coz je v souladu s postupnou
lyzi téchto bungk. Jestlize v nékterych vzorcich syri nebyl L. lactis subsp. cremoris
identifikovan vibec, tak pravdépodobné doslo k jeho lyzi (zejména u vzorki syri z konce
experimnetu) nebo nebylo vyizolovano dostate¢né mnozstvi jeho DNA postacujici pro jeho
identifikaci. Zaroven pomoci metody TGGE nebyly zjistény vyrazné&jsi rozdily v distribuci
téchto mikroorganismi v riznych castech syru. Tento vysledek je v souladu s tim, Ze se
jedna o semikvantitativni metodu a taky s tim, Ze pfi vyrobé€ syru byla startérova kultura

rovnomérné rozptylena v celé hmoté, kde méla dobré podminky pro sviij rozvoj.

V syrech byl rovnéz identifikovan také L. lactis subsp. lactis, ktery je, podobné jako L.
lactis subsp. cremoris, soucasti smetanového zakysu jako startérova kultura. Tento

mikroorganismus se opét na zakladé informace od vyrobce pouziva pro vyrobu tohoto syra

Nejvétsi mnozstvi BMK L. lactis subsp. lactis bylo detekovano na zacatku zrani syra, ve
vzorku z 1. dne ve vSech 4 odbérovych mistech, coz se opét shoduje s informaci vyrobce,
ze se jedna o startérovou kulturu. Od vzorku z 3. dne az do vzorku ze 14. dne mnoZstvi
tohoto laktokoka kontinualné klesalo. L. lactis subsp. lactis nebyl detekovan viibec nebo ve
velmi malém mnozstvi ve vzorku z 28. dne, kde doslo pravdépodobné k jeho lyzi téchto
bun¢k nebo nebylo vyizolovano dostatecné mnozstvi jeho DNA postacujici pro jeho

identifikaci. Ve velmi malém mnozstvi byl detekovan ve vzorcich syra ze 42. dne. Od
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vzorku z 56. dne az do vzorku ze 77. dne nebyl L. lactis subsp. lactis identifikovan vibec,

protoze pravdépodobné doslo k jeho lyzi a v této fazi jiz v syru pievladaly non-starterové .

V jednom vzorku byl identifikovan mikroorganismus E. faecalis, a to ve vzorku z 56. dne z
okrajového platu zkrajni vrstvy (56 S1 1). V ostatnich vzorcich nebyl nalezen
pravdépodobné z diavodi velmi malého mnozstvi DNA, které nebylo nasi metodou
zachytitelné. Je pravdépodobné, ze se enterokoky vyskytovaly i v ostatnich vzorcich,
predev§im ve vzorcich zralejSich syri (cca od vzorku z 28. dne az po vzorky ze 77. dne),
jelikoz se jedna o non-starterové bakterie BMK. Fox, McSweeney, Burdychova a mnozi

dalsi autofi rovné€Z popisuji vyskyt enterokokti v syrech holandského typu [17, 44]..

Z mikroorganismu, které nepatii mezi BMK, byla identifikovana E. coli. Bakterie E. coli,
patii mezi potencialné patogenni mikroorganismy, a proto je jeji vyskyt v potravinach
nezadouci. Koliformni bakterie, kam se fadi i E. coli, jsou pomémé citlivé k vy$sim
teplotam, proto je pasteraéni zahiev spolehlivé nici [17]. Pfitomnost tohoto
mikroorganismu je tedy nejspiSe dana sekundarni kontaminaci z vnéjsiho prostredi béhem
vyroby syra, pravdépodobné v disledku nedodrzeni hygienickych a sanitacnich postupii
nebo mohou byt zdrojem této bakterie i samotni pracovnici. Detekovana mnozstvi E. coli
ze vzorku z 1. dne se mirné snizovala az k vzorku ze. 7 dne, od tohoto dne se mnozstvi této
bakterie ve vzorcich syrti zvySovalo az do vzorku ze 14. dne, kdy bylo detekovano nejvétsi
mnozstvi této enterobakterie. Pokles mnozZstvi této bakterie a opétovné zvySené mnoZzstvi
lze, podobné jako u laktokokul, pficist tomu, ze se bakterie pfizptisobovaly novym
podminkam, které pro n€ mohly byt i stresujici (napf. vyS$i koncentrace soli, kyselejsi
prostiedi, apod.). Poté uz dochazelo k postupnému poklesu, nicméné v malém mnozstvi
byla E. coli identifikovana také ve vzorku ze 28. dne a ve vzorku z 56. dne V ostatnich
vzorcich nebyla E. coli identifikovana pravdépodobné z diivodd nedostatku zivin a jeji

lyze, kdy byla vytlacena pravé BMK, at’ uz startérovymi nebo non-starterovymi.

Pfitomnost tohoto mikroorganismu je nezadouci, protoze nékteré kmeny E. coli mohou
produkovat nebezpecné toxiny, které mohou v nékterych piipadech vyvolat zavazna
onemocnéni (zejména prijmového charakteru, nékdy spojend i se selhanim ledvin) a pro
oslabené jedince nebo jedince s nedostatené vyvinutym imunitnim systémem (napf.
novorozenci a velmi malé déti) mohou byt az smrtelné [3, 65]. Pravé z tohoto divodu se
vyskyt této bakterie v potravinach sleduje. Kromé toho, ze nékteré¢ kmeny E. coli mohou

byt patogenni, je rovnéz nezadouci vyskyt i nepatogennich kmenii, protoze enterobakterie
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se fadi k mikroorganismtim, které¢ jsou charakteristické tzv. smiSenym zkvasovanim cukra.
Pti tomto urCitém typu heterofermentativniho kvaseni mize kromé kyseliny mlécné a
dalSich organickych kyselin vznikat také vétSi mnozstvi oxidu uhlic¢itého a dalSich
organickych latek (napf. aldehydd, alkohold, apod.) [17]. Diky tomu mize byt syr
znehodnocen i organolepticky, napi. v dusledku zvySené produkce CO, mutze dojit k tzv.
casnému dufeni téchto syrl, nebo v disledku produkce jinych latek mohou byt v syrech
rozeznany nezadouci chutové a pachové vjemy [6]. Takovy syr je potom nevhodny pro
distribuci do obchodni sité, navic syry s mikrobidlnimi defekty (zejména zdutfené syry)

nelze dale vyuzit pro dalsi technologické aplikace.

Ostatni vybrané kontrolni mikroorganismy, L. lactis subsp. lactis var. diacetylactis, E.
durans, Lbc. casei a Lbc. plantarum, které mohou byt souasti tzv. non-starterovych
bakterii, nebyly identifikovany. Vyskyt non-starterovych bakterii Ize ptredpokladat
pfedevs§im ve vzorcich syra zrajicich del§i dobu (v naSem ptipad¢ 28. dni — 77. dni), kdy

dochazi k jejich rozvoji na tkor startérovych kultur, které postupné odumiraji.

V jednotlivych vzorcich analyzovaného syra Eidam nebyly non-starterové bakterie bud’
pfitomny, nebo jejich mnoZstvi genetické informace bylo tak malé, Ze je nebylo mozné
pouzitou technikou molekularni biologie identifikovat. Pro jejich identifikaci, pokud byly
ve vzorcich syra pfitomny, by bylo pravdépodobné potieba pouzit lepSich a ucinngjSich
izolacnich technik, které by dokdzaly dostatecné desintegrovat jejich bunécnou sténu a
dovolily by nam tak ziskat jejich genetickou informaci v dostatecném mnozstvi. Druhou
zmoznosti je pouziti klasické mikrobiologické analyzy, tj. plotnové metody. V tomto
ptipad€ je tieba vSak vzit vuvahu to, Ze ne vSechny mikroorganismy vyskytujici se
v prostiedi (v naSem pifipadé v syrech) jsou za béznych laboratornich podminek
kultivovatelné. Vyhodou metod zalozenych na analyze genetické informace je ta
skuteCnost, Ze tyto metody nadm umoziuji zachytit nukleové kyseliny 1 téch
mikroorganismii, které¢ se v daném prostiedi vyskytuji a které mohou byt oznaceny jako

tzv. nekultivovatelné.
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ZAVER

Diplomové prace byla zaméfena na studium dynamiky zastoupeni mikroorganismi ve

zrajicich syrech pomoci metod molekularni biologie, pfedev§sim metod TGGE, PCR a

elektroforézy v agar6zovém gelu. Zmény mikroorganismti bchem zrani v syrech

eidamského typu byly pozorovany porovnavanim se sbirkovymi kmeny BMK.

Na zakladé ziskanych vysledki 1ze konstatovat:

byla zavedena a nasledn¢ provedena optimalizace metody TGGE pro sledovani

zmén zastoupeni mikroorganismt béhem zrani syra eidamského typu,

optimalni metodu pro izolaci DNA z bakterii mlécného kvaseni je pouziti sterilnich

sklenénych kuli¢ek pro desintegraci bakterii a kitu pro izolaci DNA,
sloZzeni mikroorganismt béhem zrani se v syrech eidamského typu se méni,

nejcastéji vyskytujicim se mikroorganismem ve vzorcich syra byl L. lactis subsp.
cremoris, ktery je soucasti startérové kultury, a ktery se vyskytoval piedev§im

Vv prvnich dnech zrani (1. den — 14. den). Poté doslo k poklesu jeho mnozstvi,

druhou nejcastéji se vyskytujici BMK byl L. lactis subsp. lactis, ktery se opét
vyuziva jako startérova kultura. Tento mikroorganismus se vyskytoval ve vzorcich
v pocatecnich dnech zrani az do cca 6. tydne od pocatku vyroby (1. den —42. den) a

poté dochazi k jeho lyzi,
z non-starterovych bakterii byla zjisténa pfitomnost E .faecalis,

ve vzorcich syra, piedev$im z pocatku vyroby a zrani (1. den — 14. den), byla
nalezena bakterie E. coli, po 14 dnech se jeji mnozstvi zmensovalo a ve vzorcich

syra ze 77. dne jiz nebyla detekovana vibec.

Pro detekci zmén mikroorganismti béhem zrani 1ze metodu molekularni biologie TGGE

vyhodnotit jako dostacujici.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BMK

CCDM

CCM
DNA

DCT

Lbc.

E. coli
MRS
M 17
PCA
DNA
TGGE
PCR

uv

Bakterie mlééného kvaseni

Ceska sbirka mlékarenskych mikroorganismi (Czech Collection of Diary

Microorganisms).

Ceska sbirka mikroorganismii (Czech Collection of Microorganisms).
Deoxyribonukleova kyselina.

sbirka Ustavu technologie tukil a tenzidi.

Lactococcus.

Lactobacillus.

Enterococcus.

Escherichia coli.

Mangtv, Rogostiv a Sharpiiv agar pro stanoveni bakterii mlé¢ného kvaseni.
M-17 agar podle Terzaghiho pro stanoveni bakterii mlécného kvaseni.
Plate Count Agar pro stanoveni celkového po¢tu mikroorganismd.
Deoxyribonukleova kyselina.

Gelova elektroforéza v teplotnim gradientu.

Polymerazova tetézova reakce.

Ultrafialové zareni
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