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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva identifikaci mikroorganismli ve vzorcich experimentalné
vyrobenych syrt. Modelové vzorky syri byly vyrobeny ve spoluprici se soukromym
vyrobcem. Jako surovina bylo pouzito nepasterované mléko v ,,bio* kvalité.

V teoretické Casti je uveden prehled dané problematiky obsahujici charakteristiku syrt, jejich
vlastnosti a slozek. Zvlastni kapitola je vénovana molekularné diagnostickym metodam
slouzicim k identifikaci mikroorganismii.

V experimentalni ¢asti této prace byly ve vzorcich syra pomoci polymerazové fetézové reakce
identifikovany vybrané mikroorganismy. DNA byla izolovéana z pfipravenych hrubych lyzati
bun¢k metodou fenolové extrakce, amplifikovdna pomoci specifickych primert
a prokazovana gelovou elektroforézou. V syrech byla prokdzdna DNA bakterii mlécného
kvaSeni (Lactobacillus spp., Lactococcus spp.) a kvasinek. Vzorky neobsahuji DNA

patogennich rodt Bacillus a Salmonella.

ABSTRACT

This Diploma thesis deals with the identification of microorganisms in samples
of experimentally produced cheese. Model samples of cheese were produced in association
with a private manufacturer. Raw organic milk was used to make the cheese.

The theoretical part provides an overview of the issues such as the characteristics of the
cheese, its properties and compounds. A special chapter is dedicated to molecular diagnostic
methods, which serve for identification of microorganisms.

In the experimental part of the thesis were identified some microorganisms in the samples.
A polymerase chain reaction was used. The DNA was isolated from coarse lysates using
phenol extraction; it was amplified using specific primers and demonstrated by gel
electrophoresis. DNA of lactic acid bacteria (Lactobacillus spp., Lactococcus spp.) and yeast
was ascertained in the cheese. The samples do not contain DNA of pathogenic genera Bacillus

and Salmonella.
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Syry, mikrobidlni profil, molekularni metody
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1 UVOD

Mikroorganismy se objevily na Zemi jiz mnohem dfive neZ samotny ¢lov€k. A¢ jsou pouhym
okem neviditelné, maji pro clovéka velky vyznam, pfedevsim pro jeho zdravi. Mohou byt jak
prospesné, tak patogenni. Mikroorganismy se pouzivaji jiz odnepaméti pii vyrobé mnoha
druhii potravin, jako jsou napiiklad syry, chléb, vino, pivo aj. Tisice let, az do objeveni

svetelného mikroskopu, vSak byly mikroorganismy pouzivany nevédome.

V poslednich letech stoupd trend zajiméani se o slozeni potravin a jejich vliv na zdravi
Clovéka. Vzrista také preference konzumace zdravéjSich potravin. Pravé proto zaujimaji
mléko a fermentované mlécné vyrobky vyznamné misto v oblibenosti mezi spotiebiteli.
Produkce syrii je rocn€ 15 miliond tun a tvofi zhruba 30 % svétové produkce mlécnych

vyrobki'.

V potravinaistvi jsou pro identifikaci mikroorganismi nyni stale vice vyuzivany molekularné
diagnostické metody zalozené na analyze deoxyribonukleové kyseliny (DNA). Nejrozsiiengjsi
metodou je polymerdzova fetézova reakce umoziujici ovéfeni ptfitomnosti DNA mnoha
ruznych rod a druhi mikroorganismu. Cilem této prace je identifikace vybranych skupin
mikroorganismii v modelovych, experimentalné¢ vyrobenych vzorcich syrdt pomoci

molekularné diagnostickych metod.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Syry

v

Soucasna ceskd legislativa, vyhlaska €. 336/2013 Sb., definuje syr jako ,,mlé¢ny vyrobek
vyrobeny vysrazenim mlécné bilkoviny z mléka plisobenim syfidla nebo jinych vhodnych

koagula&nich &inidel, prokysanim a odd&lenim podilu syrovatky*?.

Na c¢eském trhu existuje nepieberné mnozstvi riznych druht syri. Nejjednoduseji miizeme
syry rozdelit dle tvrdosti. Tvrdost syrii souvisi s obsahem vody. U extra tvrdych syrt je obsah
vody pod 47 %, mé&kké syry maji vice nez 68 % vody. Mezi Cerstvé a termizované syry patii
naptiklad Mozzarella, Cottage, ¢i Mascarpone. Mckkymi syry jsou napiiklad Camembert,
Brie a Romadur. Nejrozsifengjsi skupinou syrti v Ceské republice jsou zrajici polotvrdé syry
typu Eidam a Madeland. Mezi zrajici tvrdé a extra tvrdé syry je zahrnovan Emental, Cedar

a Parmazan’.

MIéko a mlécné vyrobky poskytuji dilezité nutricni prvky, imunologickou ochranu a ptirodni
biologicky aktivni latky. Mlécné bilkoviny jsou zdrojem tady biologicky aktivnich peptida.
Nekteré z téchto peptidi mohou byt pouzity jako nutraceutika zejména pii 1€Cbe priymu,

hypertenze, trombdzy, ¢ mineralni malabsorpce”.

Hlavni vyhodou konzumace mléka a mléénych vyrobki je jejich vyzivova vyvazenost. Jsou to
bohaté¢ zdroje dulezitych Zivin (bilkovin, tuki, laktosy, vitaminli,, mineralnich latek, enzymii,
hormont a imunoglobulin®). Mléko méa také detoxikacni Gc¢inek pii otravach, patii mezi dobie
stravitelné potraviny, podporuje stievni zdravi a celkovou imunitu. Konzumace mlécnych
vyrobkl je spojovana s mnoha pozitivnimi ucinky na lidské zdravi jako je tieba snizeni rizika

osteopordzy, hypertenze, rakoviny tlustého stfeva, obezity a inzulinové rezistence”.

2.2 Slozeni syri

Syry jsou znutricniho hlediska velice hodnotné potraviny. Obsahuji jak esencidlni
aminokyseliny, tak zdroj vyuzitelné energie, kterym jsou bilkoviny, ¢i mlé¢ny tuk. SloZeni
syri a jejich kvalita jsou zavislé predev§im na druhu pouzitych surovin a vyrobni

technologii®.



2.2.1 Proteiny

Mlécné vyrobky obecné, zvlasté syry, jsou vyznamnym zdrojem bilkovin. V pribéhu zrani
a skladovani se hodnota proteini v mlécnych vyrobcich jesté zvySuje. Bilkoviny kravského
mléka se d€li na kaseinové a sérové (syrovatkové). Kaseiny se d€li na Ctyfi zakladni frakce
s riznym poctem aminokyselin (as;., 0s2-, B-, @ K-) a v kravském mléce tvoii asi 76 — 86 %
z celkového mnozstvi proteinti. Obsah kaseint je ovlivnén plemenem zvifete, stadiem laktace
kravy a jeji potravou’. Koncentraci kaseind ovliviiuji ienzymy pfirozen& se vyskytujici
v mléce, proto je pro celkovou kvalitu a vytéznost syra dulezité stanoveni koncentrace

nativnich kaseint®.

Kasein ma komplikovanou kvartérni strukturu. Z hlediska zastoupeni aminokyselin je
plnohodnotnou bilkovinou. V pribéhu zrani vétsiny odrad syrt dochéazi k proteolyze. Enzymy
pfidanymi v syfidle jsou proteiny postupné degradovany na polypeptidy, peptidy az volné

aminokyseliny. Volné aminokyseliny jsou prekurzory mnoha chut'ovych latek®”’.

Mezi syrovatkové bilkoviny patii a-laktalbumin, B-laktoglobulin, imunoglobuliny, sérovy
albumin, enzymy a enzymové inhibitory. Tyto bilkoviny obsahuji vysoké mnozstvi

aminokyselin a maji vyznamnou roli pfi prevenci stresu a fady onemocnéni®'’.

2.2.2 Sacharidy

Hlavnim sacharidem vyskytujicim se v mléce je laktosa, kterd se v kravském mléce vyskytuje
v koncentraci cca 4 — 5 %. Vlivem probihajici fermentace dochazi k jejimu snizeni o 20 -
50 %. Proto jsou kysané mlé&né vyrobky vhodné i pro osoby citlivé na laktosu''. Laktosa je
unikatni disacharid, nebot’ je produkovan pouze mlécnou zlazou savci. Je 4x méné sladky nez
sacharosa, proto i kdyz je v mléce obsazen v pomérn¢ vysoké koncentraci, neni mléko sladké.
Laktosa patii mezi redukujici sacharidy a ochotné vstupuje do Maillardovy reakce, coz mtlize
zpiisobovat senzorické ovlivnéni barvy, viné a chuti napt. u susenych, nebo sterilovanych

mlé&nych vyrobka’.

2.2.3 Lipidy

Prevazna c¢ast mlécnych lipidd se nachdzi ve formé tzv. tukovych kulicek. Nepolarni

triacylglyceroly jsou obaleny membrdnou z vysoce polarnich povrchové aktivnich latek,



predevsim fosfolipidii a lipoproteint'?. V kravském mléku je velikost tukovych globuli
cca3,5 — 5,5 um. Pocet tukovych kulicek a jejich primér zavisi na endogennich,
fyziologickych a exogennich faktorech. Tukové globule ovliviiuji kvalitu mléka a jeho

r ’ ’ PV I vy . L -1
traveni, v syrech ovlivituji také jejich nutri¢ni a senzorické vlastnosti'’.

Mlécny tuk patii mezi nasycené tuky. Je pro néj typicky vysoky obsah nizkomolekularnich
mastnych kyselin (méselné, kapronové, kaprylové a kaprinové). Primarni funkci tuku v mléce
je splnéni energetickych pozadavki novorozence, avSak pro dospélou populaci znamena
vysoké nasycenost mlé¢ného tuku riziko negativniho ovlivnéni hladiny cholesterolu. Samotny
mlécny tuk je také zdrojem esencidlnich mastnych kyselin, lipofilnich vitamind, aromatickych
latek a cholesterolu. Ve srovnani s ostatnimi potravinami zivocisSného ptivodu je vSak obsah

tuku v mléce pomérné nizky’.

2.2.4 Vitaminy

Mléko a mlécné vyrobky jsou nezbytnym a vyznamnym zdrojem vitamini. Mlécny tuk
obsahuje lipofilni vitaminy A, D, E, K. Mléko obsahuje vyssi davky vitaminu A, vitaminy D,
E a K jsou v mléce obsaZzeny malo. Obsah vitaminu D je dokonce velice nizky, proto je mléko
v n¢kterych zemich svéta povinné fortifikovano. Vitaminy hydrofilni (B, B,, B3, Bs, Be, Bs,

. N L al4
By, B12 a C) jsou soucasti vodné faze mléka .

2.2.5 Mineralni latky

Pro lidské télo je nezbytné dopliiovani obsahu minerald. Mléko a mlééné vyrobky jsou
dalezitym zdrojem vapniku, hoiciku, sodiku, drasliku, fosforu a chloru, dale zeleza, médi,
zinku a selenu. Draselné, sodné¢ a chlorné ionty se vyskytuji ve vodné fazi. Vépenaté,
fosforecné a hofecnaté ionty jsou vazany na kaseinové micely. Obsah minerdlnich latek
v syrech zavisi pfedevSim na zpiisobu jejich zpracovani. Obsah vapniku také siln€ souvisi
s acidifikaci. Mlécné vyrobky jsou vynikajicim zdrojem vapniku, ktery se zde vyskytuje
ve vysoké koncentraci a jeho vyuZitelnost je umocnéna piitomnosti vitaminu D. Obsah

chloridu sodného zavisi na zptisobu soleni syra'*.
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2.3 Vlastnosti syri

S vyjimkou nezrajicich syrl, které se konzumuji v cerstvém stavu, syr ziskava své
charakteristické vlastnosti ve fazi zrani, jehoZ podstatou je oxidace a ¢aste¢nd neutralizace
kyseliny mlé¢né, rozklad bilkovin a tuku. Tyto procesy probihaji jednak postupné, jednak
soubézné. Procesy spojené se zranim jsou vyvolany cinnosti syfidlovych enzymu,
piip. nativnich enzymu (v pfipad¢ syrti vyrobenych ze syrového mléka) a mikroorganismii,

specifickych pro kazdy druh syra.

Zranim syr ziskava svou vyslednou texturu, vzhled, viini a chut. Béhem zrani dochazi v syru
k fadé mikrobiologickych a biochemickych transformaci. Pokud jsou tyto zmény vyvazené,
vedou k produkci velkého poctu aromatickych sloucenin a tim i1 ke specifické viini a chuti
jednotlivych druhli syri. Obecné je syr zraly, kdyZ je po strdnce smyslovych vlastnosti

nejvhodnéjsi k lidské konzumaci.

Senzorické vlastnosti syri miizeme posuzovat senzorickym hodnocenim. Pfi posuzovani jsou

hlavnimi parametry textura, barva, chut’, aroma a vzhled syru'.

2.4 Mikrobiologicka charakteristika syri

Pii vyrobé fermentovanych mlécnych vyrobku a syrll jsou vyuzivany mikrobialni mlékaiské
kultury, které jsou zdmérné inokulovany do mléka. Nejvétsi vyznam z nich ma skupina
bakterii mlécného kvaseni (BMK). Vzhledem k obrovskému mnozstvi rodi a druh
organismil jsou dale vybrany a popsany pouze urcité rody, které byly urcovany

v experimentalni ¢asti této prace.

Bakterie mlécného kvaseni

Jednd se o heterogenni skupinu grampozitivnich bakterii s pfisné fermentaénim
metabolismem. Tyto mikroorganismy maji schopnost enzymaticky pieménovat laktosu
na kyselinu mlé¢nou a dalsi produkty. Hlavni rody BMK jsou Lactobacillus, Streptococcus,

. . . 16
Enterococcus, Bifidobacterium, Pediococcus, Leuconostoc a Lactococcus .
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Kvasinky

MV

Kvasinky patii mezi jednobunééné eukaryotni organismy nélezici do tiSe Fungi (houby).
Rada kvasinek méa pro potravinaistvi velky vyznam, nékteré druhy mohou byt oviem
patogenni. Kvasinky §tépi sacharidy za vzniku ethanolu a oxidu uhli¢itého. Kvasinky jsou
v ptirodé¢ velmi rozsifené, vyskytuji se i na ovoci, ¢i ve stfevnim traktd lidi a zivocichi.
Zpravidla maji nizkou tepelnou odolnost. Casto se uplatiuji pii kazeni potravin. Patogenni
druhy kvasinek mohou u oslabenych jedincii vyvolat vazna onemocnéni. Kulturni kmeny

kvasinek se mohou pouZivat pii vyrob& n&kterych druhi syrii a fermentovanych mlék'’.

Rod Bacillus

Jedna se o grampozitivni sporotvorné bakterie tycinkovitého tvaru s aerobnim, ¢i fakultativné
aerobnim metabolismem. Tyto bakterie jsou kontaminanty a ukazatele zneciSténi pii vyrobé
syra. Trvanlivost a kvalita syri je ovlivnéna mikrobiologickou kvalitou pouzitych surovin,
pfisnymi hygienickymi podminkami béhem vyrobniho procesu, typem obalovych materiala
a skladovacich podminek. NejznaméjSimi druhy jsou Bacillus cereus, B. subtilis,
B. coagulans a B. cirkulans. Tvorbou spor si zarucuji vysokou rezistenci proti plisobeni
vysSich teplot a mohou pfezit v prostiedi s minimalnim mnozstvim Zzivin. V pfiznivych
podminkach spory vyklici a transformuji se ve vegetativni buniky s normalnim metabolismem

o v ’ . o . v ’ 7 1
schopné riistu a mnozZeni. Bacily zptsobuji kazeni mléka'®.

Rod Salmonella

Jedna se o patogenni, gramnegativni bakterie, které mohou sekundarné¢ kontaminovat syry.
Jsou to fakultativné anaerobni organismy netvorici spory. Preferuji zivotni prostfedi s vySSim
obsahem tuku a byvaji detekovany spiSe u syrového mléka a nezrajicich syrt ze syrového

. , . o . o /18
mléka vyrobenych. Zplisobuji prijmova onemocnéni .

2.5 Kefir a kefirova zrna

Vzhledem k typu vzorkl syrti analyzovanych v rdmci této prace jsou v této kapitole struc¢né
charakterizovany fermentované mlééné vyrobky se zvlastnim zamétenim na kefir a kefirova

zrna.
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Kefir patfi mezi fermentované mléné vyrobky tepelné neoSetiené po prokysani.
Fermentované neboli kysané mléné vyrobky je oznaCeni pro mlécné vyrobky, jejichz
vlastnosti je pfeménit laktosu na kyselinu mlécnou. Pfi této pfeméné stoupd kyselost mléka
a vytvaii se neptiznivé prosttedi pro ostatni mikroorganismy. Déle vznika oxid uhlidity,
kyselina octova, biacetyl a acetaldehyd, které dodavaji t€émto vyrobkiim specifickou chut

a vini' 2,

Fermentované mlécné vyrobky obsahuji zivé bunky BMK. Jedna se o heterogenni skupinu
grampozitivnich bakterii se striktné fermentacnim metabolismem. Tyto bakterie jsou pfitomné
ve vysokém mnozstvi i ve finalnich vyrobcich'®. Existuji 2 hlavni fermentagni dréhy.
Homofermentativni poskytuje jako kone¢ny produkt kyselinu mlécnou. Heterofermentativni

drahou vznikaji i dal3i slou¢eniny jako je kyselina octova, ethanol, oxid uhli¢ity aj.*".

Mezi fermentované mlééné vyrobky patii naptiklad jogurtové vyrobky, kysané mléko, kysané

podmasli, kefir, kumys, kysana smetana a acidofilni mléko?.

Tyto vyrobky jsou znacné oblibené pro svoje senzorické vlastnosti, prodlouzenou dobu
trvanlivosti, dobrou stravitelnost, nutricni a fyziologické uc¢inky. Od ostatnich mlénych
vyrobkli se lisi slozenim, konzistenci, sloZzenim bakteridlnich kultur a technologickym

postupem vyroby®.

Jeden znejstarSich fermentovanych mléénych vyrobkll je pravé kefir. Pochazi
z oblasti Kavkazu®. Vyrébi se z kravského, koziho, ovc¢iho, velbloudiho, ¢i bivoliho mléka.
Obsah alkoholu je od 0,5 — 2 % a pH odpovida stupni 4,0. Obsah tuku je zavisly na typu

pouzitého mléka®*.

Kefir ma viskézni, mirn¢ napénénou konzistenci a bilou barvu. Od jinych fermentovanych
napoju se odliSuje pfitomnosti kvasinek a odliSnym charakterem biochemickych procest.
Kefir patfi mezi unikatni fermentované mlé¢né vyrobky z divodu kombinace homo- a hetero-
fermentativniho mlééného kvaseni a zaroven 1 alkoholového kvaseni. Kultury pouzité
pti vyrobé kefiru tedy produkuji i alkohol. Kefir je produkovdn mikrobidlni cinnosti

kefirovych zrn, kter jsou tvofena piidanim bakterii mlé&ného kvaseni a kvasinek do mléka™.

Chut’ kefiru je mirné kyseld, kvasinkova, osvéZujici a lehce Sumiva. Charakteristickou chut
a senzorické vlastnosti vytvari smés kyseliny mlécné, ethanolu, oxidu uhli¢itého

a aromatickych produkti jako je diacetyl, acetaldehyd a acetoin®.
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Dle typu mléka lze ovlivnit jak senzorické, tak chemické a texturni vlastnosti. SloZeni zrn 1ze
ovlivnit 1 vyrobnim procesem. Kefir obsahuje 89 — 90 % vody, 6 % sacharidd, 3 % proteind,

0,2 % tuku, 1 % kyseliny mlé&né a alkoholu, 0,7 % popela®’.

Zakladem mikrobialni kultury pouzité pro vyrobu kefiru jsou kefirova zrna. Kefirova zrna
maji obvykle velikost 10 — 30 mm a vice. Jsou to elastické hrudky, nepravidelného tvaru
s nerovhym povrchem, které se podobaji kvétadku. Maji pevnou strukturu a slizky vzhled.
Po omyti a vysuSeni je barva kefirovych zrn nejcastéji smetanové az slonovinové barvy. Zrna
vznikaji nahromadénim polysacharidt, mléénych proteinti, mikroorganismi a produktt jejich

. y 2
metabolismu v mléce?®.

Obrazek 1 — Kefirovd zrna (pievzato™)

2.6 Slozeni kefirovych zrn

Slozeni kefirovych zrn se li$i v zavislosti na mnoha faktorech jako je napiiklad typ pouzitého
mléka ¢i mikrobiologické slozeni kultur jak samotnych kefirovych zrn, tak komer¢nich

startovacich kultur?®.

O detailnim bilkovinném sloZzeni kefirovych zrn je dostupné pouze omezené mnoZstvi
informaci. Pokud jsou zrna kultivovana v syrovatce, ¢i s6jovém mléce, zvySuje se obsah
bilkovin v kone¢ném produktu. V plnotuéném mléce obsah bilkovin naopak klesa™. Kefir

obsahuje kompletni proteiny, coz ho ¢ini snadno stravitelnym. Obsah aminokyselin se méni
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v pribéhu fermentace. Obsahuje vyssi hladiny threoninu, serinu, alaninu, lysinu a amoniaku
nez mléko. Jsou zde pfitomné i dalSi aminokyseliny — valin, izoleucin, methionin, lysin,

fenylalanin a tryptofan®’.

Typicky kefir obsahuje cca 6 % sacharidii. Sacharid vyskytujici se v kefiru se nazyva kefiran.
Jedna se o pfirodni rozvétveny heteropolysacharid obsahujici stejné mnozstvi glukosy

a galaktosy™.

Kromé& zékladnich Zivin obsahuji kefirovd zrna vitaminy, minerdly a esencialni
. . 31 . 710 .7 r ’ r . s
aminokyseliny” . Z minerali se vyskytuji fosfor a vapnik, dale se zde vyskytuje hotc¢ik

a mikroprvky zinek, méd’, mangan, Zelezo, molybden a kobalt*>~*.

Kefir obsahuje hydrofilni vitaminy B, B,, Bs a C, také obsahuje lipofilni vitaminy A,
K a karoteny®'. Obsah vitamind je ovlivnén druhem mléka a mikroflorou”’. Kravské mléko
ma nejvyssi hladinu thiaminu. Ov¢i, kozi a koniské mléko ma vySsi obsah pyridoxinu. Ovci,
kozi a kravské mléko obsahuje také vysoké hodnoty kyseliny listové®. V pribshu fermentace
dochazi ke zvyseni produkce a celkového obsahu vitaminu Bg, vitaminu By, kyseliny listové

a biotinu. Miize dochézet k poklesu hladiny vitamin B; a B23 4

U kysanych mlécnych vyrobkl je zvySena vyuzitelnost vapniku a fosforu o 7 — 11 % diky
pfitomnosti kyseliny mlé¢né a bioaktivnim peptidiim vznikajicim v gastrointestinalnim traktu

$t&penim kaseinu trypsinem®.

Mikroflora kefirovych zrn

V kefirovych zrnech dochazi ke slozité¢ symbidze celé fady druhti bakterii a kvasinek. Prave

tato symbiotickd metabolicka aktivita vytvaii jedine¢nou kefirovou chut™

. Konkrétni slozeni
kefirovych zrn zavisi vzdy také na zemi piivodu, vyrobni technologii a skladovacich
technikach. VSechny tyto faktory ovliviuji fyzikélné-chemické, mikrobiologické a senzorické

vlastnosti kefiru’®.

Obecné lze ftici, Zze mikrobidlni populace v kefirovych zrnech je nejvice zastoupena

laktobacily (65 — 80 %), laktokoky (16 %) a kvasinkami (18 %) z celkové mikroﬂéry6’37.

26 r 17~ . ’ . y .. v , ey . . .
Arslan™ uvadi, Ze se jedna o velmi komplexni probiotikum s pfevladajicimi mikroorganismy

rodu Lactobacillus. Podle Irigoyen a kol.** typickou mikroflérou kefirovych zrn jsou BMK
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(Lactobacillus spp., Lactococcus spp., Leuconostoc spp.), kvasinky, bakterie octového

kvaseni a dal$i bakterialni populace.

Zkoumanim mikrobiologického sloZeni kefiru a kefirovych zrn se zabyvala uz fada nize
citovanych publikaci s pouzitim Siroké Skaly mikrobiologickych a molekularnich metod”.
Pro identifikaci a zjiStovani mikrobidlnich populaci se nejCastéji pouziva polymerazova
fetézova reakce (PCR) a denaturadni gradientova gelova elektroforéza (DGGE)®®. I presto

v§ak mnoho druhii laktobacilt a kvasinek zfistava v kefirovych zrnech neidentifikovano®.

Podle dostupnych publikaci hlavni bakteridlni populaci, vyskytujici se ve vSech kefirovych
zmech, je Lactobacillus kefiranofaciens a Lactobacillus kefir’®. Dal$imi identifikovanymi
bakterialnimi druhy jsou napfi.: Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii, Lb. brevis,
Lb. casei, Lb. acidophilus, Lb. fermentum. Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. helveticus,
Lb. parakefir, Lb. plantarum, Lb. rhamnosus, Lb. fructivorans, Lb. hilgardii, Lb. paracasei,
Lb. fermentum, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Bifidobacterium bifidum, Enterococcus
faecalis, E. durans, Streptococcus thermohilus, Leuconostoc mesenteroides subsp. cremonis,

. . 7. . . . .. vr39-48
Pediococcus acidilactici, Acetobacter aceti, A. syzgii a dalsi .

Z n¢kterych kefirovych zrn mohou byt izolovany 1 octové bakterie — Acetobacter spp.. Tyto

bakterie hraji také vyznamnou roli v chuti a celkové konzistenci zrn™®.

Z kvasinek se v kefiru nachazeji tyto druhy: Kluyveromyces marxianus, K. lactis,
Zygosaccharomyces spp., Z. rouxii, Pichia, Torulaspora delbrueckii, Torulopsis holmii,
Candida lipolytica, C. holmii, C. kefyr, C. lambica, C. krusei, Saccharomyces cerevisiae.

. . . . .28 .41,43,45,47,49,50,51
S. fragilis, S. lactis. S. unisporus a Geotrichum candidum™"">">">""""" .

Mezi kvasinky fermentujici laktosu s minimalni tvorbou alkoholu patii nejbéznéji
Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus a Torula kefir. Vyskytuji se i kvasinky

s .. 52
nefermentujici laktosu — Saccharomyces cerevisiae™ .

V tabulce 1 je uveden aktualni piehled mikroorganismi dosud identifikovanych v kefiru
a kefirovych zrnech. Rozmisténi populaci mikroorganismi v kefirovych zrnech neni jednotné.
Lactobacillus  kefir se vyskytuje pievazné ve vn&jSi vrstvé, zatimco Lactobacillus
kefiranofaciens je distribuovan po celém zrnu. Laktosu fermentujici kvasinky jsou umistény
v okrajovych vrstvach zrn, kde se mohou vyskytovat také kontaminanty jako napft. koliformni

) ) . . 6,53
bakterie a rody Geotrichum, Pediococcus, Micrococcus a Enterococcus”™
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Tabulka 1 — Hlavni mikrofléra kefirovych zrn (upraveno®)

Lactobacillus

10°-5x10° g™

Lactococcus a Leuconostoc

10*-10°g™")

Kvasinky
(10°-10% g™

Homofermentativni
Lb. acidophilus

Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus

Lb. helveticus

Lb. kefiranofaciens
Lb. kefirogranum

Homofermentativni
Lc. lactis subsp. lactis
Lc. lactis subsp. cremoris

Sc. thermophilus

Fermentujici laktosu
Kluyveromyces marxianus
Brettanomyces anomalus

Debaryomyces hansenii

Fakultativné nebo
obligatné
heterofermentativni
Lb. kefir

Lb. parakefir

Lb. brevis

Lb. plantarum

Lb. casei

Heterofermentativni
Lc. lactis

Ln. lactis

Ln. mesenteroides subsp.
mesenteroides

Ln. mesenteroides subsp.
cremoris

Ln. mesenteroides subsp.

dextranicum

Nefermentujici laktosu
Saccharomyces unisporus
S. turicensis

S. cerevisiae

S. exiguus

Torulaspora delbrueckii

Pichia fermentans

Hlavnimi produkty, vytvofenymi béhem fermentace, jsou kyselina mlécnd, oxid uhlicity
a ethanol. Mnozstvi ethanolu a oxidu uhli¢itého vznikajiciho pifi fermentaci je zavislé
na vyrobnich podminkach®. Biacetyl, acetoin a acetaldehyd jsou aromatické slouceniny
produkované bakteriemi Streptococcus lactis subsp. diacetylactis a Leuconostoc spp.”’.
Mikroorganismy z kefirovych zrn jsou schopny produkce slabych organickych kyselin,
antibiotik s baktericidnim  uginkem pro patogenni mikroorganismy’>.  Produkci
homofermentativnich laktobacild, pfedevSim Lactobacillus kefiranofaciens a Lactobacillus

kefir vznika polysacharid kefiran®,
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2.7 Vyzivové a zdravotni Gcinky kefiru

Pro své pozitivni lécebné ucinky, vyZivovou hodnotu a lehkou stravitelnost byl kefir
konzumovén v Rusku a centrdlni Asii jiz celd staleti. Nyni je stdle vice konzumovan

. v/ v . . / v ’ . 1
i v dalsich oblastech svéta jako jsou evropské zemé, severni Amerika a Japonsko®'.

Kefir obsahuje vyssi davky vitamint B;, B, a kyseliny listové nez mléko. Kefiru jsou jiz cela
staleti pfipisovana rtuznd tvrzeni o jeho léCivych uclincich. Vétsina vyhod spojenych
s konzumaci kefiru je podobna klasickym probiotiklim. PredevSim jsou dulezité nutri¢ni

vlastnosti kefiranu®.

Jsou potvrzeny nasledujici pozitivni u€inky kefiru na zdravi. Pravidelnou konzumaci kefiru
dochazi ke stimulaci imunitniho systému. Kefir ma antialergenni vlastnosti, protizanétlivé
ucinky a protinadorové UCinky. Kefirovd zrna absorbuji cholesterol a maji tak
hypocholesterolemicky efekt, dale ovliviiuji hodnotu krevniho tlaku. Mezi nejdalezité;si

vlastnosti patii inhibice ristu patogennich mikroorganismt — antimikrobialni aktivita®®.

Dalsi vyznamnou vlastnosti mize byt stimulace produkce bakteriocint a celkové blahodarné
ucinky na lidské zdravi a pohodu, nebot’ kefiran a lipidy z kefirovych zrn jsou povazovany

za antistresové slozky potravy a snizuji tedy stres®’.

Podle studie Liu a kol.”® p¥i oralnim podavani kefiru z klasického a s6jového mléka doslo
k inhibici rastu nddoru u mysi. Vysledky této studie naznacuji, ze kefir mize byt povazovan
za velmi slibnou slozku potravin slouzicich k prevenci a zvySeni odolnosti vii¢i rakoviné

gastrointestinalniho traktu.

Konzumace kefiru je dobrou volbou pro jedince trpici intoleranci laktosy. Obsah laktosy

. .y v - vr ’ ’ ’ v v v 31
v kefiru je totiz, podobn¢ jako v dalSich fermentovanych vyrobcich, znacn¢ snizen™ .
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2.8 Diagnostické metody identifikace mikroorganismi

V této kapitole jsou podrobnéji popsdny metody aplikované v experimentalni ¢asti této prace.

2.8.1 Kaultiva¢ni metody

Kultivaéni metody patii mezi tradicni metody zahrnujici vysévani mikroorganismui
na selektivni média a naslednou identifikaci izolati. Hlavni nevyhodou této metody je
nemoznost identifikovat nekultivovatelné organismy. Muze dochdzet také ke vzajemné

inhibici riistu mezi mikroorganismy.

2.8.2 Nekultiva¢ni metody

V poslednich letech jsou pro spolehlivé ur€ovani mikrobidlnich druhti stile vice vyuzivany

molekularné diagnostické metody zalozené na amplifikaci DNA.

Polymerazova tetézova reakce (PCR) je technika zaloZena na syntéze specifické sekvence
DNA. Amplifikované sekvence jsou nezbytné pro diagnostické ucely a napiiklad i genetické
manipulace. Metodu PCR Ize vyuzit pro detekci patogenti v potravindch, slozkach potravin,
krmiv a zemédé€lskych komodit. Tyto metody jsou pouzivany ve velkém mnozstvi

zemé&d&lskych a potravinaiskych provozi’®’.

Amplifikacni metody vynikaji vysokou sensitivitou a specifitou a jsou pouzitelné 1 pii nizkém

poétu cilovych nukleovych kyselin v analyzovaném vzorku®”.

Amplifikace DNA metodou polymerazové retézové reakce

PCR je zaloZzena na amplifikaci templatové DNA pomoci dvou primert (kratkych
oligonukleotidil). Primery se komplementarné paruji stemplatovou DNA a vymezuji
specificky tusek DNA. K tomuto useku je pomoci enzymu polymerasy vytvofen
komplementarni fetézec DNA a tvofi se tak az miliony kopii konkrétni vybrané sekvence.
V pribehu PCR se sttidaji 3 kroky. V prvnim kroku dochazi k denaturaci DNA, tedy uvolnéni
vodikovych mustkii a z dvoutetézcové DNA (dsDNA) vzniknou dvé jednotfetézcové DNA
(ssDNA). Dalsim krokem je hybridizace (pfipojeni) primert k templdtové ssDNA, tedy
ohraniceni cilového tseku, ktery bude nasledné amplifikovan. Poslednim krokem je syntéza

nového vlakna DNA (vznik dsDNA). Hodnoty teplot se u danych kroki 1isi stejn¢ jako doba
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trvani jednotlivych cykld. Kroky PCR se 25 — 35x cyklicky opakuji. Nové vytvorena DNA se
vzdy v dalSim cyklu stavd templatovou DNA. Cely proces probihd v pfistroji zvaném

termocykler, ktery automaticky méni teplotu v naprogramovanych ¢asovych intervalech™.

v
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) Denaturace DNA pri 94 - 96 °C
) Hybridizace primerd pfi 68 °C
() syntéza DNA piii 72 °C

, e, 60
Obrazek 2 — Polymerdzova retézova reakce (upraveno™)

PCR smés pftipravena pro pritbéh PCR se skladd z PCR vody, reakéniho pufru, hofec¢natych
iont, dNTPs, DNA polymerasy, primerti a templatové DNA. Pro zhodnoceni spravného
prabéhu PCR je nezbytné pouziti kontrol. Negativni kontrola ovéiuje ¢istotu PCR komponent
a pozitivni funk¢nost vSech slozek reakce. Pro potlaceni kontaminace je nezbytna prace
ve specidlnich laminarnich boxech vyzafenych UV svétlem. DNA je nutné pridavat

v oddélenych prostorech, aby nedochazelo ke kontaminaci.

Identifikace PCR produktit za pomoci gelové elektroforézy

Pro identifikaci a separaci fragmentli DNA, které byly ziskdny pomoci metody PCR, je mozné
vyuzit fadu riznych metod. NejCastéji se vSak vzhledem kcené a naroCnosti pouziva
elektroforéza v agarosovém, nebo polyakrylamidovém gelu. Vybér typu gelu ajeho

koncentrace je zavisly na velikosti produktu PCR, tedy fragmentt DNA o rGznych
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molekulovych hmotnostech. Fragmenty DNA jsou dé€leny v elektrickém poli dle velikosti.

Velikost fragmentt je udavéana v poctu pari bazi (pb).

PCR produkty jsou naneseny na gel a vlozeny do elektroforetické vany. Na zakladé
zaporného ndboje amplikond dochazi po vloZeni napéti k migraci gelem od katody ke kladné
nabité anod¢€. Rychlost pohybu molekul DNA je nepfimo timérna logaritmu jejich velikosti.
PCR produkty jsou obarveny ethidium bromidem, aby mohly byt pozorovany v ultrafialovém
svétle. Velikost amplifikovaného fragmentu DNA je porovnavéna se standardem obsahujicim

rtizn& dlouhé fragmenty DNA a podle toho je posuzovana piitomnost genu ve vzorku™.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Vzorky

Modelové vzorky syrit byly vyrobeny v poloprovoznich podminkach ve spolupraci
se soukromym vyrobcem s pouzitim standardniho technologického postupu pro kyselé syry.
Jako surovina bylo pouzito syrové (nepasterizované) mléko v ,bio* kvalité. Vzhledem
k tomu, Ze vyrobek bude v dohledné¢ dobé patentovan, neni zde uveden z divodu utajeni
piesny postup vyroby, pouzité kultury apod. Vzorky byly uchovavany v lednici pfi teploté

nizsi nez 6 °C az do doby analyzy.

3.2 Mikrobiologické hodnoceni pomoci molekulirné diagnostickych metod

3.2.1 Pouzité chemikalie a roztoky

e Agarosa pro elektroforézu (Serva, Heidelberg, SRN)

e CIZ (smés chloroformu a isoamylalkoholu v poméru 24:1)

e Destilovana voda (FCH VUT, Brno, CR)

e Dodecylsulfat sodny (SDS) (Sigma, St. Louis, USA)

e Ethanol 96% (Lachema, Brno, CR)

e Ethidium bromid (5 mg.ml'l) (Sigma, St. Louis, USA)

¢ [Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN)

e Fenol (Lachema, Brno, CR)

e Chloroform (Lachema, Brno, CR)

e Isoamylalkohol (Lachema, Brno, CR)

e Kyselina boritd (Lachema, Brno, CR)

e Kyselina chlorovodikova (Lachema, Brno, CR)

e Lysozym (Serva, Heidelberg, SRN)

e Lyzacni roztok (1 M Tris-HCI (pH 7,8), 0,5 M EDTA (pH 8,0) a destilovana voda)

e Octan sodny (Lachema, Brno, CR)

e Proteinidza K (Serva, Heidelberg, SRN)

e 0,5 x TBE pufr (Tris-base (54 g.l'l), kyselina borita (27,5 g.l'l), destilovana voda a
0,5 M EDTA)

e TE pufr (1 M Tris-HCI (pH 7,8), 0,5 M EDTA (pH 8,0) a destilovana voda)

22



o Tris-HCI (1M Tris-base (121 g.l'l), destilovand voda, koncentrovand HCI
pro upravu pH)
e Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-base) (Serva, Heidelberg, SRN)

3.2.2 Komponenty pro PCR

e Master mix (qQPCR 2x SYBR Mastermix 2x conc. + Mg”") (Top-Bio, Praha CR)
e Reakéni pufr kompletni 1.1 (10x koncentrovany) (Top-Bio, Praha, CR)

e PCR voda (Top-Bio, Praha, CR)

e dNTP smés (10 mM) (Top-Bio, Praha, CR)

e Tag DNA polymerasa 1.1 (1 U.ul™") (Top-Bio, Praha, CR)

e Specifické primery

e Nanaseci pufr Yeallow load (Top-Bio, Praha, CR)

e DNA standard (100 bp) (Top-Bio, Praha, CR)

3.2.3 Pouzité pristroje a pomicky

e Analytické vahy OHAUS Pioneer (Ohaus, New Jersey, USA)

e BagMixer 400 W (Interscience, Francie)

e Bé&zné laboratorni sklo, pomucky a plastovy material

e Centrifuga MINI Spin (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

e Exsikator N 86 KN.18 (KNF Neuberger Labport, Freiburg, SRN)

e Mikropipety Discovery Comfort (HTL Lab Solutions, Varsava, Polsko)

e Mikrovinna trouba PROLINE SM117

e Mraznicka a chladnicka

e Nanodrop 2000 Spectrophotometer Thermo Scientific (Thermo Scientific, USA)
e Termostat — Mini inkubator (Labnet, New Jersey, USA)

e Thermal cycler BIOER (BIOER, Cina)

e Transilumindtor TVR 3121 (Spectroline, USA)

e UV-cleaner box (BioSan, Riga, Litva)

e Zafizeni pro elektroforézu (OWL Buffer Puffer, Louhhborough, UK)

e Zdroj elektrického napéti Enduro 300 V (Labnet International, Woodbridge, USA)
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3.2.4 PouZité metody a postupy
Piiprava hrubych lyzdtit bunék pomoci piistroje BagSystem

e bylonavdzeno 10,0 g vzorku syru

e toto mnozstvi syru bylo vlozeno do sterilniho sacku s membranou BagFilter, dale bylo
pridano 2,5nasobné mnozstvi sterilni vody (25 ml)

e sacek byl vlozen do stomacheru a vzorek byl 25 minut homogenizovan

e ze sacku (z prostoru za membranou) bylo pipetou odebrano 1,5 ml homogenizovaného
vzorku, ktery byl centrifugovan 3 minuty pii 10 000 ot.min™

e supernatant byl slit a k sedimentu byl pfidan dalsi 1 ml vzorku, opét nasledovala
centrifugace po dobu 3 minut pfi 10 000 ot.min™

e supernatant byl opét slit a sediment byl promyt 1 ml sterilni vody, opét nasledovala
centrifugace po dobu 3 minut pfi 10 000 ot.min™

e supernatant byl opét slit a sediment byl rozsuspendovan v 1 ml lyza¢niho roztoku (roztok
lysosymu 0,1 g/ml)

e vzorek byl ponechan 1 hodinu pfi laboratorni teploté

e ke vzorku bylo pfidano 50 pl 20% SDS a 5 ul proteinasy K (100 pl/ml)

e roztok byl ponechan v inkubatoru pii 55 °C lyzovat se do dal$iho dne

e ziskany roztok byl skladovan v mraznicce pfi teploté -20 °C

BagMixer

_.interscience .-

Obrizek 3 — BagMixer (prevzato®)
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Izolace DNA 7 hrubych lyzatii bunék pomoci fenolové extrakce

rozmrazeni DNA pfi laboratorni teploté

k 500 pl hrubého lyzatu bunck je ptidan stejny objem fenolu (ptedestilované¢ho, pH
upraveno na 7,8)

smés se nejdiive opatrné¢ promichava 4 minuty kyvavym pohybem, poté se
centrifuguje pii 13 400 ot.min™" po dobu 5 minut

do cisté Eppendorfovy zkumavky se odebere vodni faze obsahujici DNA

vodni faze se doplni TE pufrem na objem 500 ul a poté se piida 700 ul smési
chloroform-isoamylalkohol (24:1)

smés se nejdiive opatrné¢ promichdva 4 minuty kyvavym pohybem, poté se
centrifuguje pti 13 400 ot.min™' po dobu 5 minut

do cisté Eppendorfovy zkumavky se opét odebere horni vodni faze s DNA

DNA je dale ptecisténa srazenim ethanolem

Piecisténi DNA sraZenim ethanolem

ke vzorku se piida 1/20 objemu (25 pl) octanu sodného (¢ = 3 mol.I'") a promicha se
96% ethanolem vychlazenym na teplotu -20 °C je smés doplnéna na objem 1,5 ml
DNA se srazi pii — 20 °C po dobu 30 minut

smés se centrifuguje pii 13 400 ot.min™ po dobu 15 minut

poté je opatrné odlit supernatant a dale se pracuje se sedimentem

sediment DNA se susi v exsikatoru po dobu asi 15 minut

DNA se rozpusti ve 100 pl TE pufru a dale se uchovava pti 4 °C

Meéieni koncentrace DNA

vzorky DNA byly promichany a nésledné centrifugovany

koncentrace DNA je méfena na pristroji NANODROP 2000 Spektrofotometr Thermo
Scientific

nejprve je nutné ocCisténi pristroje 2 pl destilované vody

poté je nanesen 1 ul blanku (v tomto ptipadé TE pufru)

dale jsou prométeny jednotlivé vzorky (vzdy 1 pl, kazdy minimalné 2x)
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po dali pouziti se vzorky DNA nafedi na koncentraci 10 ng.pl™

Obrazek 4 — NanoDrop 2000 Thermo Scientific (prevzato®)

PCR

PCR byla provedena za pouziti primertt specifickych pro doménu Bacteria,
rod Lactobacillus, druh Lactobacillus casei, rod Lactococcus, rod Bifidobacterium,
rod Streptococcus, celkové kvasinky, rod Bacillus a rod Salmonella

pfipravi se komponenty PCR reakce, promichaji se a kratce centrifuguji

pracuje se ve sterilnim prostiedi UV boxu, ktery byl zapnuty 15 minut

do Eppendorfovy zkumavky pfipravime smés komponent o slozeni odpovidajici
jednotlivym primerim vynéasobeny poctem vzorkl a kontrol — tzv. master mix

master mix rozpipetujeme do jednotlivych Eppendorfovych zkumavek a ptidame
DNA

pfipravi se negativni kontrola — PCR smés bez DNA matrice (misto DNA se do smési
muze pridat PCR voda)

pfipravi se pozitivni kontrola — PCR smés s DNA ze sbirkového kmene odpovidajici
pouzitému primeru

vzorky PCR smési se promichaji a kratce centrifuguji
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e vzorky se umisti do cykleru, ktery je nastaven dle programu specifick¢ho pro dané

stanoveni (primer)

Obrazek 5 — Thermo cycler BIOER (upraveno®)

Detekce produktu PCR pomoci agarosové gelové elektroforézy

e je ptipraven 1,8% agarosovy gel (navazka 0,9 g agarosy je smichdna s 50 ml 0,5x TBE
pufru)

e suspenze se peclivé rozvafi v mikrovinné troubé a poté je nalita do elektroforetické
vanicky s hfebinkem a necha se asi 30 minut tuhnout

e pred nanaSenim vzorki se hiebinek opatrné vyjme

e napodlozce je smichano 25 pul DNA s 5 ul nanaSeciho pufru (6x koncentrovaného)

e sm¢s je nanesena do komurek gelu

e gel je vlozen do elektroforetické vanicky v orientaci, aby DNA migrovala smérem
k anodé

e vaniCka s gelem je opatrn¢ ptrevrstvena 0,5x TBE pufrem a zapne se zdroj gelové
elektroforézy

e separace je ukoncena v okamziku, kdy bromfenolovd modi obsazend v nandSecim

pufru doputuje do 2/3 délky agarosového gelu
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e po skonceni elektroforézy je gel vlozen pro obarveni do vanicky s ethidium bromidem

po dobu cca 25 minut

e gel se poté oplachne v destilované vodé a umisti na translumindtor a vyhodnoti se

v UV svétle pfi vinové délce A=305 nm

e gel je zdokumentovan vyfotografovanim digitalnim fotoaparatem

Obrazek 6 — Gelova elektroforéza
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3.2.4.1 PCR pro doménu Bacteria

Tabulka 2 — Pouzité PCR primery pro doménu Bacteria®

F eub TCC TAC GGG AGG CAGCAGT
R eub GGA CTA CCA GGG TAT CTAATCCTGTT

466

Tabulka 3 — Slozeni PCR smési pro doménu Bacteria

qPCR 2x SYBR Master mix 12,5
PCR voda 7,5
Primer F_eub (10 pmol/ul) 1
Primer R_eub (10 pmol/pl) 1
DNA matrice (10 ng/ul) 3
Celkovy objem 25

Tabulka 4 — Amplifikacni program pro doménu Bacteria

Iniciace 95 300 1
Denaturace DNA 95 30 30
Hybridizace primert 55 30 30
Syntéza DNA 72 30 30
Terminace 72 300 1




3.2.4.2 PCR pro rod Lactobacillus podle Duberneta

Tabulka 5 — Pouzité PCR primery pro rod Lactobacillus®

LbLMA-1

CTC AAA ACT AAA CAA AGT TTC

R16-1

CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA

250

Tabulka 6 — Slozeni PCR smési pro rod Lactobacillus

qPCR 2x SYBR Master mix 12,5
PCR voda 7,5
Primer LbLLMA-1 (10 pmol/ul) 1
Primer R16-1 (10 pmol/pl) 1
DNA matrice (10 ng/ul) 3
Celkovy objem 25

Tabulka 7 — Amplifikacni program pro rod Lactobacillus

Iniciace 95 300 1
Denaturace DNA 95 30 30
Hybridizace primert 55 30 30
Syntéza DNA 72 30 30
Terminace 72 600 1
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3.2.4.3 PCR pro druh Lactobacillus casei

Tabulka 8 — Pouzité PCR primery pro druh Lactobacillus casei

66

Pr-1 CAG ACT GAA AGT CTGACG G

Cas-II GCG ATG CGA ATTTCT TTT TC

400 a 200

Tabulka 9 — Slozeni PCR smési pro druh Lactobacillus casei

Voda pro PCR 13,5
10x reakéni pufr kompletni 2,5
Smés ANTP 1
Primer Pr-I (10 pmol/pl) 1
Primer Cas-II (10 pmol/ul) 1
Tag DNA polymeraza (1 U/ul) 1
DNA matrice (10 ng/pl) 5
Celkovy objem 25

Tabulka 10 — Amplifikacni program pro druh Lactobacillus casei

Iniciace 94 300 1
Denaturace DNA 94 30 30
Hybridizace primert 55 30 30
Syntéza DNA 72 60 30
Terminace 72 300 1
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3.2.4.4 PCR pro rod Lactococcus

67

Tabulka 11 — Pouzité PCR primery pro rod Lactococcus

PALA4 CTT CAA CAG ACA AGT CC
PALA14 GAT AAA TGA TTC CAA GC

1131

Tabulka 12 — Slozeni PCR smési pro Lactococcus

qPCR 2x SYBR Master mix 12,5
PCR voda 8,5
Primer PALA4 (10 pmol/pl) 1
Primer PALA14 (10 pmol/pl) 1
DNA matrice (10 ng/ul) 2
Celkovy objem 25

Tabulka 13 — Amplifikacni program pro Lactococcus

Iniciace 94 300 1
Denaturace DNA 94 60 30
Hybridizace primert 45 60 30
Syntéza DNA 68 120 30
Terminace 68 600 1




3.2.4.5 PCR pro rod Bifidobacterium (Bif-164, Bif-662)

Tabulka 14 — Pouzité PCR primery pro rod Bifidobacterium (Bif-164, Bif-662)"

Bif-164 GGG TGG TAA TGC CGG ATG

Bif-662 CCA CCG TTA CAC CGG GAA

Tabulka 15 — Slozeni PCR smési pro rod Bifidobacterium (Bif-164, Bif-662)

qPCR 2x SYBR Master mix 12,5
PCR voda 8,5
Primer Bif-164 (10 pmol/ul) 1
Primer Bif-662 (10 pmol/ul) 1
DNA matrice (10 ng/ul) 2
Celkovy objem 25

Tabulka 16 — Amplifikacni program pro rod Bifidobacterium (Bif-164, Bif-662)

Iniciace 94 300 1
Denaturace DNA 94 60 35
Hybridizace primert 55 60 35
Syntéza DNA 72 60 35
Terminace 72 300 1
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3.2.4.6 PCR pro rod Bifidobacterium (Rallbif, Fallbif)

Tabulka 17 — Pouzité PCR primery pro rod Bifidobacterium (Rallbif, Fallbif)®

Rallbif GGG ATG CTG GTG TGG AAG AGA

Fallbif TGC TCG CGT CCA CTA TCC AGT

Tabulka 18 — Slozeni PCR smési pro rod Bifidobacterium (Rallbif, Fallbif)

qPCR 2x SYBR Master mix 12,5
PCR voda 7,5
Primer Rallbif (10 pmol/ul) 1
Primer Fallbif (10 pmol/ul) 1
DNA matrice (10 ng/ul) 3
Celkovy objem 25

Tabulka 19 — Amplifikacni program pro rod Bifidobacterium (Rallbif, Fallbif)

Iniciace 94 600 1
Denaturace DNA 94 60 30
Hybridizace primert 55 60 30
Syntéza DNA 72 120 30
Terminace 72 300 1
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3.2.4.7 PCR pro rod Streptococcus

70

Tabulka 20 — Pouzité PCR primery pro rod Streptococcus

S.therm-1 CAC TAT GCT CAG AAT ACA
S.therm-2 CGA ACA GCATTG ATGTTA

Tabulka 21 — Slozeni PCR smési pro rod Streptococcus

Voda pro PCR 15
10x reakéni pufr kompletni 2,5
Smés ANTP 0,5
Primer S.therm-1 (10 pmol/pl) 0,5
Primer S.therm-2 (10 pmol/pl) 0,5
Tag DNA polymeraza (1 U/ul) 1

DNA matrice (10 ng/pl) 5

Celkovy objem 25

Tabulka 22 — Amplifikacni program pro rod Streptococcus

Iniciace 95 300 1
Denaturace DNA 95 60 30
Hybridizace primert 58 60 30
Syntéza DNA 72 60 30
Terminace 72 300 1
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3.2.4.8 PCR pro kvasinky

Tabulka 23 — Pouzité PCR primery pro kvasinky”’

CGT CAT AGA GGG TGA GAA TCC

Oli-R ACT TGT TCG CTA TCG GTC TC

Tabulka 24 — Slozeni PCR smési pro kvasinky

qPCR 2x SYBR Master mix 12,5
PCR voda 8,5
Primer Oli-F (10 pmol/pl) 1
Primer Oli-R (10 pmol/ul) 1
DNA matrice (10 ng/ul) 2
Celkovy objem 25

Tabulka 25 — Amplifikacni program pro kvasinky

Iniciace 94 300 1
Denaturace DNA 94 60 30
Hybridizace primert 51 30 30
Syntéza DNA 72 60 30
Terminace 72 300 1
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3.2.4.9 PCR pro rod Bacillus

Tabulka 26 — Pouzité PCR primery pro rod Bacillus’

BKI1F TCACCAAGGCRACGATGCG
BKI1R CGTATTCACCGCGGCATG

1100

Tabulka 27 — Slozeni PCR smési pro rod Bacillus

qPCR 2x SYBR Master mix 12,5
PCR voda 7,5
Primer BK1F (10 pmol/pl) 1
Primer BK1R (10 pmol/ul) 1
DNA matrice (10 ng/ul) 3
Celkovy objem 25

Tabulka 28 — Amplifikacni program pro rod Bacillus

Iniciace 95 300 1
Denaturace DNA 95 60 30
Hybridizace primert 63 60 30
Syntéza DNA 72 60 30
Terminace 72 300 1




3.2.4.10 PCR pro rod Salmonella

Tabulka 29 — Pouzité PCR primery pro rod Salmonella”

ST11 GCC AAC CAT TGC TAA ATT GGC GCA
ST15 GGT AGA AAT TCC CAG CGG GTACTG G

429

Tabulka 30 — Slozeni PCR smési pro rod Salmonella

Voda pro PCR 17
10x reakéni pufr kompletni 2,5
Smés ANTP 1
Primer ST11 (10 pmol/ul) 1
Primer ST15 (10 pmol/ul) 1
Tag DNA polymeraza (1 U/ul) 0,5
DNA matrice (10 ng/pl) 2
Celkovy objem 25

Tabulka 31 — Amplifikacni program pro rod Salmonella

Iniciace 95 300 1
Denaturace DNA 95 30 35
Hybridizace primert 57 30 35
Syntéza DNA 72 30 35
Terminace 72 600 1
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato prace je pilotni Casti rozsahlé studie, ktera se bude zabyvat vyrobou a charakterizaci
syri. Ve spolupréci se soukromym vyrobcem budou vyrobeny modelové vzorky s pouzitim
standardniho technologického postupu pro kyselé syry; jako surovina bude pouZzito syrové
mléko ziskané jako produkt ekologického zemédélstvi (,,bio*). Vzorky budou podrobeny
komplexnimu chemickému a mikrobiologickému rozboru. Z hlediska mikrobiologického
bude zvlastni pozornost vénovana eventualni pfitomnosti patogennich mikroorganismti. Cilem
bude zhodnotit senzorickou a nutri¢ni kvalitu a pfedevS§im zdravotni nezdvadnost syrt

s ohledem na to, jaka surovina byla pouzita pro jejich vyrobu.

V ramci této prace byly provedeny prvni experimenty zaméfené na mikrobiologicky rozbor
vzorkl s cilem identifikovat mikrobidlni druhy pfitomné ve vzorcich. Pro identifikaci
mikroorganismu v syrech byla pouzita metoda PCR, kterd ma oproti klasickym kultivaénim
metoddm fadu vyhod. Mezi ty hlavni patfi vysoka specifita a citlivost, jednoduchost
a robustnost. Je zvlast¢ vhodna k detekci mikroorganismii, u kterych neni mozna klasicka

kultivace, nebo je pfili§ naro¢na a zdlouhava.

4.1 Vysledky mikrobiologického hodnoceni pomoci PCR
4.1.1 Spektrofotometrické stanoveni Cistoty a koncentrace DNA

DNA zmodelového vzorku syru byla izolovana metodou fenolové extrakce
a purifikovana naslednym vysrdzenim ethanolem. Takto izolovana DNA je v kvalité vhodné
pro molekuldrné genetické aplikace. Koncentrace DNA byla stanovena spektrofotometricky.
Postup je uveden v kapitole 3.3.5. Vysledky spektrofotometrického stanoveni jsou shrnuty

v tabulce 32.

DNA byla zméfena v rozmezi vinovych délek 230 — 320 nm. Cistota byla stanovena z poméru
absorbanci Asg0/Azs0. Hodnoty se pohybovaly v rozmezi 1,310 — 1,440, coz znaci znecisténi
proteiny. Koncentrace DNA v jednotlivych vzorcich se pohybovala od 21,00 — 113,50 ng.ul.
Po zjisténi hodnoty koncentraci DNA byly vzorky nafedény na koncentraci 10 ng.ul™'a dale

pouzity v polymerazové fetézové reakci.
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Tabulka 32 — Spektrofotometrické stanoveni DNA

1 113,50 2,270 1,578 1,440 1,015
2 21,85 0,437 0,335 1,310 0,345
3 21,00 0,419 0,292 1,435 0,490
4 96,35 1,927 1,455 1,325 1,105
5 82,5 1,651 1,259 1,315 1,140
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4.1.2 Diukaz pritomnosti DNA domény Bacteria

Dle postupu PCR uvedeného v kapitole 3.3.5.1 byla ovéfena ptritomnost bakteridlni DNA.
Za pouziti specifickych primertt (F_eub a R _eub) pro doménu Bacteria®™ byl amplifikovan
(dle programu uvedeného v tabulce 4) specificky tisek DNA (466 bp). PCR produkty byly
detekovany pomoci gelové elektroforézy. Pro pozitivni kontrolu byla pouzita DNA druhu

Lactobacillus casei o koncentraci 10 ng.ul™. Vysledky jsou znazornény na obrazku 7.

1 2 3 4 5 6 7 8

Detekce
Béh DNA PCR
produktu
1 Vzorek 1 -+
2 Vzorek 2 +++
3 Vzorek 3 +++
4 Vzorek 4 +++
5 Vzorek 5 +++
<€— 466bp 6 DNA standard
7 Pozitivni et
kontrola
g Negativni ]
kontrola

pozn.: +++ produkt PCR detekovan silné, ++ produkt PCR detekovan zfetelné, + produkt PCR
detekovan slabg, - produkt PCR nedetekovan

Obrazek 7 — Agarosova gelovad elektroforéza produktiic PCR specifickych pro doménu
Bacteria® se schématem naneseni a vyhodnocenim detekce PCR produktu

Provedeni PCR za pouziti danych primera potvrdilo pfitomnost bakteridlni DNA ve vzorcich

modelového syru (obrazek 7).
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4.1.3 Dikaz pritomnosti DNA rodu Lactobacillus

Dle postupu PCR uvedeného v kapitole 3.3.5.2 byla ovéfena pifitomnost DNA rodu
Lactobacillus. Za pouziti specifickych primerd (LbLMA-1 a R16-1) pro tento rod® byl
amplifikovan (dle programu uvedeného v tabulce 7) specificky tisek DNA (250 bp). PCR
produkty byly detekovany pomoci gelové elektroforézy. Pro pozitivni kontrolu byla pouzita
DNA druhu Lactobacillus casei o koncentraci 10 ng.ul”. Vysledky jsou znizornény

na obrazku 8.

1 23 456 7 8

Detekce
Béh DNA PCR
produktu
1 Vzorek 1 +
2 Vzorek 2 ++
3 Vzorek 3 ++
4 Vzorek 4 +
5 Vzorek 5 +
6 | DNA standard
Pozitivni
<= 250bp / kontrola N
2 Negativni ]
kontrola

pozn.: +++ produkt PCR detekovan silné, ++ produkt PCR detekovan zfetelné, + produkt PCR
detekovan slabg, - produkt PCR nedetekovan

Obrazek 8 - Agarosova gelova elektroforéza produktitc PCR specifickych pro rod
Lactobacillus® se schématem naneseni a vyhodnocenim detekce PCR produktu

Provedeni PCR za pouziti danych primer potvrdilo pfitomnost DNA rodu Lactobacillus

ve vzorcich modelového syru (obrazek 8).
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4.1.4 Dukaz pritomnosti DNA druhu Lactobacillus casei

Dle postupu PCR uvedené¢ho v kapitole 3.3.5.3 byla ovéfena ptitomnost DNA druhu
Lactobacillus casei. Za pouziti specifickych primerti (Pr-I a Cas-II) pro tento rod®® byl
amplifikovan (dle programu uvedeného v tabulce 10) specificky usek DNA (400 a 200 bp).
PCR produkty byly detekovany pomoci gelové elektroforézy. Pro pozitivni kontrolu byla
pouzita DNA druhu Lactobacillus casei o koncentraci 10 ng.ul™. Vysledky jsou znazornény

na obrazku 9.

1 2 3 4 5 6 7 8

Detekce
Béh DNA PCR
produktu

Vzorek 1 -

Vzorek 2 -

Vzorek 3 -

Vzorek 4 -

Vzorek 5 -

AN DN B W[N| —

<— 200 bp DNA standard

Pozitivni
7 +++
kontrola

Negativni
kontrola

pozn.: +++ produkt PCR detekovén silné, ++ produkt PCR detekovan zfetelné, + produkt PCR
detekovan slabg, - produkt PCR nedetekovan

Obrdzek 9 — Agarosovd gelova elektroforéza produktii PCR specifickych pro druh Lb. casei®

se schematem naneseni a vyhodnocenim detekce PCR produktu

Provedeni PCR za pouziti danych primerd nepotvrdilo pfitomnost DNA druhu Lactobacillus

casei ve vzorcich modelového syru (obrazek 9).
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4.1.5 Diukaz pritomnosti DNA rodu Lactococcus

Dle postupu PCR uvedeného v kapitole 3.3.5.4 byla ovéfena piitomnost DNA rodu
Lactococcus. Za pouziti specifickych primerd (PALA4 a PALAI4) pro tento rod® byl
amplifikovan (dle programu uvedeného v tabulce 13) specificky usek DNA (1131 bp). PCR
produkty byly detekovany pomoci gelové elektroforézy. Pro pozitivni kontrolu byla pouzita
DNA druhu Lactococcus lactis o koncentraci 10 ng.ul™. Vysledky jsou znizornény

na obrazku 10.

1 2 3 45 6 7 8

Detekce
Béh DNA PCR
produktu
1 Vzorek 1 +
2 Vzorek 2 +++
<— 1131 bp 3 Vzorek 3 -+
4 Vzorek 4 ++
5 Vzorek 5 ++
6 DNA standard
. Pozitivni i
kontrola
2 Negativni )
kontrola

pozn.: +++ produkt PCR detekovan silné, ++ produkt PCR detekovan zfetelné, + produkt PCR
detekovan slabé, - produkt PCR nedetekovan

Obrazek 10 — Agarosovd gelovd elektroforéza produktiic PCR specifickych pro rod
Lactococcus”’ se schématem naneseni a vyhodnocenim detekce PCR produktu

Provedeni PCR za pouziti danych primert potvrdilo pfitomnost DNA rodu Lactococcus

ve vzorcich modelového syru (obrazek 10).
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4.1.6 Diukaz pritomnosti DNA rodu Bifidobacterium (primery Bif-164, Bif-662)

Dle postupu PCR uvedeného v kapitole 3.3.5.5 byla ovéfena pfitomnost DNA rodu
Bifidobacterium. Za pouziti specifickych primerti (Bif-164, Bif-662) pro tento rod® byl
amplifikovan (dle programu uvedeného v tabulce 16) specificky usek DNA (523 bp). PCR
produkty byly detekovany pomoci gelové elektroforézy. Pro pozitivni kontrolu byla pouzita
DNA druhu Bifidobacterium catenulatum o koncentraci 10 ng. ul™. Vysledky jsou znazornény

na obrazku 11.

1 2 3 456 7 8

Detekce
Béh DNA PCR
produktu
1 Vzorek 1 -
2 Vzorek 2 -
3 Vzorek 3 -
€— 523 bp 4 Vzorek 4 -
5 Vzorek 5 -
6 DNA standard
. Pozitivni N
kontrola
2 Negativni )
kontrola

pozn.: +++ produkt PCR detekovan silné, ++ produkt PCR detekovan zfetelné, + produkt PCR
detekovan slabg, - produkt PCR nedetekovan

Obrazek 11 — Agarosova gelova elektroforéza produktiic PCR specifickych pro rod
Bifidobacterium (Bif-164, Bif-662)"® se schématem naneseni a vyhodnocenim detekce PCR
produktu

Provedeni PCR za pouziti danych primert nepotvrdilo pfitomnost DNA rodu Bifidobacterium

ve vzorcich modelového syru (obrazek 11).
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4.1.7 Diukaz pritomnosti DNA rodu Bifidobacterium (primery Rallbif, Fallbif)

Dle postupu PCR uvedeného v kapitole 3.3.5.6 byla ovéfena pifitomnost DNA rodu
Bifidobacterium. Za pouziti specifickych primera (Rallbif a Fallbif) pro tento rod® byl
amplifikovan (dle programu uvedeného v tabulce 19) specificky usek DNA (231 bp). PCR
produkty byly detekovany pomoci gelové elektroforézy. Pro pozitivni kontrolu byla pouzita
DNA druhu Bifidobacterium catenulatum o koncentraci 10 ng.ul”. Vysledky jsou znazornény

na obrazku 12.

123456728

Detekce
Béh DNA PCR
produktu

Vzorek 1 -

Vzorek 2 -

Vzorek 3 -

Vzorek 4 -

Vzorek 5 -

AN DN B W —

DNA standard

Pozitivni
7 +++

¢ 231 bp kontrola

Negativni
kontrola

pozn.: +++ produkt PCR detekovan silné, ++ produkt PCR detekovan zietelné, + produkt PCR
detekovan slabg, - produkt PCR nedetekovan

Obrazek 12 — Agarosova gelova elektroforéza produktii PCR specifickych pro rod
Bifidobacterium (Bif-164, Bif-662)” se schématem naneseni a vyhodnocenim detekce PCR
produktu

Provedeni PCR za pouziti danych primert nepotvrdilo pfitomnost DNA rodu Bifidobacterium

ve vzorcich modelového syru (obrazek 12).
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4.1.8 Dikaz pritomnosti DNA rodu Streptococcus

Dle postupu PCR uvedeného v kapitole 3.3.5.7 byla ovéfena pfitomnost DNA rodu
Streptococcus. Za pouziti specifickych primert (S.therm-1 a S.them-2) pro tento rod’® byl
amplifikovan (dle programu uvedeného v tabulce 22) specificky usek DNA (968 bp). PCR
produkty byly detekovany pomoci gelové elektroforézy. Pro pozitivni kontrolu byla pouzita
DNA druhu Streptococcus thermophilus o koncentraci 10 ng. ul ™. Vysledky jsou zndzornény

na obrazku 13.

1 234 56738

Detekce
Béh DNA PCR
produktu

Vzorek 1 -

Vzorek 2 -

<€ 968 bp Vzorek 3 -

Vzorek 4 -

Vzorek 5 -

AN DN B W[ —

DNA standard

Pozitivni
7 +++
kontrola

Negativni
kontrola

pozn.: +++ produkt PCR detekovan silné, ++ produkt PCR detekovan zfetelné, + produkt PCR
detekovan slabé, - produkt PCR nedetekovan

Obrazek 13 — Agarosova gelova elektroforéza produktu PCR specifickych pro rod
Streptococcus’’ se schématem naneseni a vyhodnocenim detekce PCR produktu

Provedeni PCR za pouziti danych primerii nepotvrdilo ptitomnost DNA rodu Streptococcus

ve vzorcich modelového syru (obrazek 13).
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4.1.9 Diukaz pritomnosti DNA kvasinek

Dle postupu PCR uvedeného v kapitole 3.3.5.8 byla ovéfena ptitomnost celkovych kvasinek.

Za pouziti specifickych primera (Oli-F a Oli-R) pro kvasinky’' byl amplifikovan (dle

programu uvedeného v tabulce 25) specificky tsek DNA (152 bp). PCR produkty byly

detekovany pomoci gelové elektroforézy. Pro pozitivni kontrolu byla pouzita DNA druhu

Saccharomyces cerevisiae o koncentraci 10 ng.ul™. Vysledky jsou zndzornény na obrazku 14.

1 2 3 4 5 6 7 8

Detekce
Béh DNA PCR
produktu

1 Vzorek 1 +

2 Vzorek 2 -+

3 Vzorek 3 +++

4 Vzorek 4 ++

5 Vzorek 5 ++

<— 152bp 6 DNA s‘ta.lnd’ard

7 Pozitivni e
kontrola

2 Negativni ]
kontrola

pozn.: +++ produkt PCR detekovan siln€, ++ produkt PCR detekovan zieteln¢, + produkt PCR

detekovan slabg, - produkt PCR nedetekovan

Obrazek 14 — Agarosova gelova elektroforéza produktit PCR specifickych pro celkové

kvasinky”' se schématem naneseni a vyhodnocenim detekce PCR produktu

Provedeni PCR za pouziti danych primerti potvrdilo pfitomnost DNA kvasinek ve vzorcich

modelového syru (obrazek 14).
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4.1.10 Dukaz pritomnosti DNA rodu Bacillus

Dle postupu PCR uvedeného v kapitole 3.3.5.9 byla ovétena ptitomnost DNA rodu Bacillus.
Za pouziti specifickych primerd (BKIF a BKIR) pro tento rod’” byl amplifikovan
(dle programu uvedeného v tabulce 28) specificky isek DNA (1100 bp). PCR produkty byly
detekovany pomoci gelové elektroforézy. Pro pozitivni kontrolu byla pouzita DNA druhu

Bacillus thuringiensis o koncentraci 10 ng.pl™. Vysledky jsou zndzornény na obrazku 15.

1 2 345617 8

Detekce
Béh DNA PCR
produktu
1 Vzorek 1 -
2 Vzorek 2 -
3 Vzorek 3 -
<— 1100 bp 4 Vzorek 4 -
5 Vzorek 5 -
6 DNA standard
7 Pozitivni i
kontrola
2 Negativni )
kontrola

pozn.: +++ produkt PCR detekovan siln¢, ++ produkt PCR detekovan zietelné, + produkt PCR
detekovan slabé, - produkt PCR nedetekovan

Obrizek 15 — Agarosova gelova elektroforéza produktii PCR specifickych pro rod Bacillus™
se schematem naneseni a vvhodnocenim detekce PCR produktu

Provedeni PCR za pouziti danych primerid nepotvrdilo pfitomnost DNA rodu Bacillus

ve vzorcich modelového syru (obrazek 15).
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4.1.11 Dukaz pritomnosti DNA rodu Salmonella

Dle postupu PCR uvedeného v kapitole 3.3.5.10 byla ovéfena pfitomnost DNA rodu

Salmonella. Za pouziti specifickych primerd (ST11 a ST15) pro tento rod” byl amplifikovan
(dle programu uvedeného v tabulce 31) specificky usek DNA (429 bp). PCR produkty byly

detekovany pomoci gelové elektroforézy. Pro pozitivni kontrolu byla pouzita DNA rodu

Salmonella o koncentraci 10 ng.ul”. Vysledky jsou znazornény na obrazku 16.

1 23456728

Detekce
Béh DNA PCR
produktu
1 Vzorek 1 -
2 Vzorek 2 -
3 Vzorek 3 -
4 Vzorek 4 -
5 Vzorek 5 -
<€ 429 bp 6 DNA standard
. Pozitivni i
kontrola
2 Negativni )
kontrola

pozn.: +++ produkt PCR detekovan siln¢, ++ produkt PCR detekovan ztetelné, + produkt

PCR detekovan slabg, - produkt PCR nedetekovan

Obrazek 16 — Agarosova gelova elektroforéza produktu PCR specifickych pro rod

Salmonella™ se schématem naneseni a vyhodnocenim detekce PCR produktu

Provedeni PCR za pouziti danych primeri nepotvrdilo pfitomnost DNA rodu Salmonella

ve vzorcich modelového syru (obrazek 16).
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4.2 Shrnuti vysledki

V tabulce 33 jsou piehledné uvedeny vysledky detekce pfitomnosti amplifikované DNA

ve vzorcich syri.

Tabulka 33 — Detekce specifickych domén a rodit pomoci PCR

Bacteria

Lactobacillus

Lactococcus

Kvasinky

Bifidobacterium

Streptococcus

Bacillus

Salmonella

+ detekovana pfitomnost
- nedetekovana pritomnost

4.3 Diskuze vysledkii

Jak jiz bylo zminéno, v kefirovych zrnech dochazi ke slozité symbioze celé fady druht
bakterii a kvasinek, jejichz metabolicka aktivita vytvaii jedine¢nou chut®. V kapitole 2.6 je
uveden kompletni ptehled mikrobidlnich druhti dosud identifikovanych v kefiru. Citované

. 24
publikace®**

uvadeji v kefirovych zrnech ptritomnost predevsim bakterii mlééného kvasenti,
nejcastéji laktobacilt, laktokokt a kvasinek. V ramci této prace byly identifikovany pouze
vybrané a nejCastéji zastoupené mikroorganismy, jejichz piitomnost lze piedpokladat
v testovanych vzorcich syrt. Pomoci PCR byla potvrzena pfitomnost laktobacilii, laktokokt
a kvasinek. Z nepfeberného mnozstvi druhli rodu Latobacillus byla provedena druhovée
specifickd PCR pouze pro druh Lactobacillus casei. Tato PCR potvrdila pfitomnost této

konkrétni DNA v modelovych vzorcich syru.

Ptedpokladand ptitomnost bakterii mlééného kvaSeni rodu Bifidobacterium nebyla potvrzena

podobné jako piritomnost Streptococcus thermophilus.
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Ptitomnost rodu Leuconostoc a bakterii octového kvaseni, predpokladand v kefirovych
zrnech, nebyla prokazovéana. Dale nebylo provedeno podrobnégjsi zatfazovani do jednotlivych

rodl a druhii kvasinek. Byla prokazana pouze ptitomnost DNA celkovych kvasinek.

Dal$im vyznamnym zdrojem mikroorganismi ve vzorcich syrii mlize byt pouzitd surovina,
tj. syrové mléko. Pivodni rozmanitd mikroflora syrového mléka je zakladem pro vyrobu
tradi¢nich farmarskych syrt, kde se ucastni dilezitych procest zrani a vyznamné prtispiva
ke vzniku specifickych aromatickych latek, které maji vyrazny vliv na vysledné senzorické

vlastnosti syr.

Na druhou stranu se zde mohou nachazet nékteré nezddouci mikroorganismy, které se
do mléka dostanou vlivem Spatné hygieny pfii jeho ziskavani a zpracovani, nekvalitni stravou
zvitat apod. Jednd se o koliformni a psychrotrofni bakterie a predevS§im patogenni
a potencidlné patogenni mikroorganismy. Z hlediska technologie vyroby jsou nejobavané;si

bakterie Clostridium spp., které zptisobuji tzv. dufeni syrt.

Co se tyCe patogennich mikroorganismi, v nékterych ptipadech byla konzumace syrt
z nepasterovaného mléka spojovana s tuberkul6zou (Mycobacterium tuberculosis), listeridzou
(Listeria monocytogenes), brucelozou (Brucella melitensis), nemocemi zpusobenymi
koliformnimi  bakteriemi  (Escherichia  coli), salmonelami  (Salmonella  spp.),

kampylobakteriemi (Campylobacter spp.) a bakterii Staphylococcus aureus’”.

Pomoci PCR bylo zatim prokdzano, ze vzorky syril neobsahuji kontaminaci patogennimi

bakteriemi rodu Bacillus a Salmonella.
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5 ZAVER

Cilem této prace bylo identifikovat mikroorganismy pfitomné ve vzorcich syri. Modelové
vzorky syri byly vyrobeny v poloprovoznich podminkdch s pouzitim standardniho
technologického postupu pro kyselé syry. Jako zakladni surovina bylo pouzito

nepasterizované mléko v ,,bio* kvalité.

V teoretické ¢asti této diplomové prace je zpracovana literarni reSerSe zabyvajici se syry,
jejich slozenim, kefirovymi zrny a jejich vlivem na zdravi clovéka a molekularné

diagnostickymi metodami, které Ize pouzit v ramci analyzy DNA ziskané ze syru.

Pro identifikaci mikroorganismi v experimentalni Casti této prace byla pouzita metoda PCR.
Syr byl homogenizovan ve sterilni vodé a buiiky lyzovany. DNA byla izolovdna z hrubych
lyzati pomoci fenolové extrakce v kvalit¢ vhodné pro PCR. Pomoci specifickych primert

byla DNA amplifikovana a prokazovana pomoci gelové elektroforézy.

Bylo prokazano, ze syr obsahuje DNA bakterii mlé¢ného kvaseni Lactobacillus spp.,
Lactococcus spp.) a kvasinek. Neobsahuje DNA rodu Bifidobacterium, Streptococcus
a patogenni DNA rodl Bacillus a Salmonella. Lze tedy ptredpokladat, Ze tyto mikroorganismy

nejsou v testovanych vzorcich syra ptitomny.

JelikoZ se jednd o jednu z prvnich praci tykajicich se mikrobiologického vySetfeni téchto
modelovych vzorki syri, ndmétem pro dal$i prace miize byt identifikace a nasledné
1 kvantifikace dalSich bakterii mlé¢ného kvaSeni, pfedevS§im rodu Leuconostoc, jednotlivych
rodl kvasinek (Saccharomyces, Kluyveromyces, Candida, Zygosaccharomyces, Torulaspora

nebo Pichia), ptipadné i jednotliva zatazeni do druhi.

Pro posouzeni zdravotni nezdvadnosti syrti bude dalS$i pozornost zaméfena na detekci
patogennich  bakterii, pfedevS§im bakterie Listeria monocytogenes, v soucasnosti
nejobavanéjsiho patogenu kontaminujiciho mlééné vyrobky, jehoz vyskyt je spojovan praveé

s pozitim syri z nepasterovaného mléka.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

BMK

DGGE

DNA

PCR

bakterie mlé¢ného kvaSeni
denatura¢ni gradientova gelova elektroforéza
deoxyribonukleova kyselina

polymerazova fetézova reakce
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