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ABSTRAKT

Prace byla zaméfena na prukaz probiotickych bakterii ve ¢tyfech komercné dostupnych syrech
(Cedar, eidam, emental a gouda). DNA byla izolovana fenolovou extrakci a komerénim kitem.
Pomoci spektrofotometru byla u izolované DNA prokéazana dostatecna koncentrace i1 kvalita
pro dal§i analyzu pomoci PCR v realném case a vysokorozliSovaci analyzy kfivek tani.
K amplifikaci pomoci real-time PCR byly pouzity druhové specifické primery. Ve vyrobcich
byla zkoumana pfitomnost sedmi raznych bakterii zroda Lactobacillus, Lactococcus,
Propionibacterium a Streptococcus.

ABSTRACT

The study aimed to detect probiotic bacteria in four commercially available cheeses (cheddar,
edam, emmental and gouda). DNA was isolated by phenol extraction and a commercial kit.
Using a spectrophotometer, the isolated DNA demonstrated sufficient concentration and quality
for futher analysis by real-time PCR and high-resolution melt analysis. Species specific primers
were employed for real-time PCR amplification. The presence of seven different bacterial
species from the genera Lactobacillus, Lactococcus, Propionibacterium and Streptococcus was
investigated in the cheese products.

KLICOVA SLOVA
PCR v realném case, probiotické bakterie, syr, izolace DNA, HRM analyza
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1 UVOD

V poslednich letech se stale vice hovoti o vyznamu probiotik pro zdravi. Védci zkoumayji, jaké
prospésné ucinky mohou mit tyto mikroorganismy na travici a imunitni systém. Zarover se také
intenzivné zkouma, v jakych potravinach jsou probiotika pfitomna a jakym zptisobem je mozné
je do stravy zaclenit.

Syry jsou tradicni potravinou, kterou lidé konzumuji jiz tisice let. Vznikaji fermentaci mléka
pomoci syrafskych kultur a jsou bohatym zdrojem bilkovin a vitamini. Obsahuji mnoho Zzivin
a mikroorganismt, které mohou mit pozitivni GCinky na lidské zdravi. Mezi tyto
mikroorganismy patfi 1 probiotika. Pokud je naruSena rovnovaha mezi jednotlivymi
probiotickymi kulturami v travicim traktu, mize to mit negativni dopad na traveni, alergie,
imunitni systém a dokonce 1 na duSevni zdravi, v€etné tizkosti a deprese. Probiotické bakterie
produkuji kyselinu mlécnou, ktera dava syru jeho charakteristickou chut a texturu. Rtizné druhy
syri obsahuji rozdilné slozeni probiotickych bakterii. Exaktni znalost konkrétniho
probiotického slozeni raznych druhd syri muze byt uziteCna pro vyhodnoceni piinosu
jednotlivych druhli pro nas stfevni mikrobiom. Tyto poznatky mohou také pomoci piiblizit
zdravotni benefity syra Siroké vefejnosti.

Pro identifikaci probiotickych bakterii v syrech byla v této praci vyuzita metoda real-time
PCR (polymerazova fetézova reakce v redlném case). Metoda PCR ma v potravinaiské chemii
Siroké vyuziti, zejména pii izolaci DNA probiotickych bakterii. Tato metoda umoziiuje rychlou
a efektivni amplifikaci DNA, coz zjednodusuje identifikaci a kvantifikaci probiotickych
bakterii v potravinovych produktech. To je velmi uzite¢né pro primyslové vyrobce potravin,
ktefi cht€ji zajistit konzistentni kvalitu svych produkti obsahujicich probiotika. Metoda PCR
se také pouziva k diagnostice potravinoveé prenosnych chorob a sledovani mikrobialni
kontaminace potravin.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Probiotika

Termin probiotikum je odvozen z latinského slova ,,pro* a feckého slova ,,bios*, coz znamena
,pro zivot® [1]. Opakem je slovo ,antibiotikum® — | proti zivotu“ [2]. Definice probiotik se
v prabéhu let na zaklad€ novych poznatkti ménila. Dnes je za v§eobecné uznavanou definici
povazovana ta od Svétové zdravotnické organizace (WHO) a Organizace pro vyzivu
a zemedélstvi, které definovaly probiotika jako ,zivé mikroorganismy, které, pokud jsou
podavany v adekvatnim mnozstvi, prospivaji hostiteli* [3].

Diky Cetnym védeckym studiim zabyvajicimi se lidskym mikrobiomem nartista v poslednich
letech u Siroké vetejnosti zajem o probiotika. Dfive byly mikroorganismy povazovany za néco,
Cemu je tieba se vyhybat, avSak dnes roste povédomi o prospésnosti nékterych mikroorganisma
v lidském téle [4].

S probiotiky je neslucitelné spojen mikrobiom, tim nejznaméj§im a nejrozsahlej§im je
stfevni. Gastrointestinalni trakt lidského téla obsahuje obrovské mnozstvi mikroorganismi,
které hraji zasadni roli pfi fungovani imunitniho systému. Mikroorganismy, se kterymi zijeme,
jsou pro nas zivotné dilezité a rozhoduji o nasem fyzickém a psychickém zdravi i nemoci.
Mohou nam prospivat, ale i Skodit, pomahat vstiebavat ziviny, ale mohou i zpisobovat travici
problémy. Je dokazana vysoka spojitost mezi poruchami gastrointestinalniho traktu a uzkosti
nebo depresemi. U roztrouSené sklerdzy byla zaznamenana zvySena propustnost stiev. Rizné
analyzy naznaCuji, ze chronicka zacpa muze byt Casnym piiznakem Parkinsonovy choroby.
Dulezitost stiev si jiz pied vice nez 2000 lety uvédomoval staroveéky 1ékat Hippokrat, ktery
tvrdil: ,, VSechna onemocnéni zacinaji ve stfevech.” [5].

Travici trakt je vstupni branou do naSeho téla, nejen pro jidlo a piti, ale i pro vSechny
Skodliviny, jako jsou rizné bakterie, viry a toxické latky. Pravé diky mikroorganismum, které
se nachazeji vlidském stfevnim traktu, tyto Skodlivé latky odchéazi ztéla pryC stolici
a nedochazi k jejich nezadoucimu vstrebani do téla [6].

K prvotnimu osidleni traviciho traktu mikroorganismy dochazi pii porodu ditéte behem
pruchodu porodnimi cestami matky. Naslednym kojenim se v travicim traktu ditéte usidluji
predevsim bakterie rodu Bifidobacterium. Pokud ke kojeni nedochézi, nebo je porod veden
cisafskym fezem, je stfevni mikrobiom na probiotické bakterie chudy. Vyvoj mikrobiomu
u déti narozenych cisarskym fezem je odlisSny od vyvoje u vaginalné narozenych déti a rozdily
mohou pretrvavat az do 4 let véku. I kdyz jsou tyto rozdily prechodné, dopady na vyvoj
mikrobiomu béhem dulezitého obdobi imunitniho programovani maji trvalé zdravotni nasledky
[7]. At uz se jedna o zvySenou pravdépodobnost alergie, atopie nebo astmatu [8]. Porodu
cisaiskym fezem celosvétové piibyva, proto se v poslednich letech zacind vyuzivat tzv.
vaginalni vysev, kdy bezprostfedné po porodu jsou déti narozené cisafskym fezem potreny
matcinym vaginalnim sekretem. Jedna se o prostfedek prenosu vaginalniho mikrobiomu matky
na novorozence [7].

Probiotické bakterie maji pfiznivy vliv 1 na dalsi ¢asti lidského téla, kde mikrobiom hraje
dulezitou roli pro zdravi Clovéka. Jedna se pfevazn€ o urogenitalni trakt a dutinu ustni [9].
Probiotika by mohla byt uzite¢na pro prevenci 1 lé€bu urogenitalniho traktu zejména u zen,
pfiznivy ucinek byl prokazan napftiklad pfi 1écbé bakterialni vaginozy [10, 11].



2.1.1 NarusSeni mikrobiomu

Stifevni mikrobiom tvoii nékolikanasobné vétsi pocet bunék, nez je vlastnich bunék organismu.
Predpoklada se, Ze obsahuje az 1000 bakterialnich druhd. Celkova hmotnost bakterialni
biomasy v lidskych stfevech se odhaduje na jeden az dva kilogramy. I pfes velky pokrok

v analytickych metodach, neni mozné tato Cisla urCit pfesné. Ma se za to, ze mnohé druhy
nejsou stale objeveny a popsany. Je zajimavé, ze pii naruSeni stfevniho mikrobiomu nemusi

dochézet ke snizeni hmotnosti, ale vzdy dochazi ke sniZzeni rozmanitosti. Druhova diverzita

muze klesat i na méné nez polovinu bakterialnich druht [12].
Strevni mikrobiom mize byt narusen mnoha vlivy, jako napfiklad:

Narozeni cisafskym fezem.

Porod cisafskym fezem je spojen s nizsi diverzitou bakterialnich kment. Zejména
rod Bifidobacterium je u vaginalné narozenych déti vyznamné Castéjsi. Jedna se
o rod, ktery u kojencii podporuje vyvoj a spravné dozravani imunitniho systému
k udrzeni zdravi [13].

Absence kojeni.

Mikrobiom novorozencu je dale velmi ovliviiovan kojenim. Mateiské mléko je
nejlepsim zdrojem vyzivy bohaté na bakterialni kmeny, které osidluji stfevni sliznici
ditéte. Rust probiotickych bakterii ve stfevech ditéte je podporovano dalSimi
slozkami, které jsou obsazeny v mléce. Jedna se piedev§im o prebiotické
oligosacharidy [14].

Konzumace antibiotik.

Antibiotika jsou zivot zachranujici 1éky vyuzivajici se pii bakterialnich infekcich
a ruznych operaci. Maji vSak i nezadouci dopad na stfevni mikrobiom. Zpusobuji
snizeni mikrobialni diverzity, coz mize mit negativni vliv na zdravi clovéka.
ZvySuje se nachylnost k infekci patogeny, jako je Clostridiodes difficile [15].
Obnova lidského mikrobiomu po 1é¢bé antibiotiky je velmi pomala a neuplna. Plné
zotaveni muze trvat mésice i roky [16].

Strava — vysoce prumyslove zpracované potraviny.

Strava a nutricni stav jsou dulezitymi faktory lidského zdravi. Soucasny zivotni styl
vede populaci ke stale méne pfirozené straveé, coz prispiva k vyS§si prevalenci
chronickych metabolickych onemocnéni, které souvisi s neurozanétlivymi stavy
[17]. Mnoho ingredienci, které se pfidavaji do vysoce zpracovavanych potravin, ma
Skodlivé ucinky na stfevni bariéru a vede ke snizeni diverzity sttevniho mikrobiomu,
coz muze vést az k tvorb¢€ stfevnich zanéta [18]. Zda se jako idealni konzumovat
zejména biopotraviny, které ve srovnani s konvencnimi potravinami maji vySsi
obsah bioaktivnich latek a zejména niz§i obsah nezdravych latek, jako jsou
pesticidy, které souviseji s dysbidzou stievniho mikrobiomu, toxicitou a imunitnimi
poruchami u lidi [19].

Hygiena vedouci k nedostatku podnétt z okoli.

Neméné dualezitym faktorem, ktery ovliviiuje stfevni mikrobiom jsou hygienické
navyky Cclovéka. Predpoklada se, Ze expozice mikroorganismi hraje jednu
z klicovych roli pfi formovani imunitniho systému. Tim se zlepSuje ochrana proti
infekcim a snizuje se pravdépodobnost alergii [20].
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2.1.2 Pozadavky na probiotika
Aby mohl probioticky mikroorganismus uplatnit své pfiznivé ucinky na zdravi hostitele, musi
vykazovat ur€ité zadouci vlastnosti.

e Odolnost vuci podminkam prostiedi, kterym bakterie prochazi. Jedna se prevazné
o kyselé prosttedi zaludku, zlucové kyseliny a pankreatické stavy.

e Adheze na slizni¢ni povrchy a schopnost kolonizace stieva [21].

e Uzti dostateéného mnozstvi probiotik. Obecné se udava, ze probiotické bakterie by
mély mit vdenni davce minimalni koncentraci 10%g a denn& by mélo byt
zkonzumovano celkem 10°/g probiotickych bakterii [22].

e Zachovani zivotaschopnosti probiotik béhem vyrobniho procesu a skladovani finalniho
vyrobku. Mnoho mechanismii probiotického tc¢inku je zavislych na zivotaschopnosti
a aktivité bun€k, avSak ne vSechny mechanismy jsou takto zavislé. Jedna se naptiklad
o adhezi k hostitelskym tkdnim a modulaci vrozenych imunitnich odpovédi [23].

2.1.3 Vyuzivané probiotické bakterie

Probiotika jsou prospé$né zivé mikroorganismy, jejichz pozitivni vliv je potvrzen klinickymi
testy. Lze oCekavat, Ze probiotické ti¢inky mohou vykazovat i nékteré kmeny mikroorganismu,
které nebyly ptimo testovany, avSak nalezi do druhu mikroorganismu, ktery otestovan byl [24].

Tabulka 1 Casto pouztvané probiotické organismy v potravindrskych technologiich [25, 26, 27]

Druhy rodu Lactobacillus ~ Druhy rodu Bifidobacterium Ruzné rody

Lactobacillus acidophilus  Bifidobacterium animalis Lacticaseibacillus casei

Lactobacillus delbrueckii  Bifidobacterium bifidum Lacticaseibacillus rhamnosus

Lactobacillus helveticus Bifidobacterium breve Lactiplantibacillus pentosus
Bifidobacterium lactis Lactiplantibacillus plantarum
Bifidobacterium longum Lactococcus lactis

Leuconostoc lactis
Levilactobacillus brevis
Ligilactobacillus salivarius
Propionibacterium
freudenreichii
Streptococcus thermophilus
Streptococcus diacetylactis
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2.1.4 Potraviny s obsahem probiotik
Spousta lidi konzumuje probiotika ve forme doplnki stravy. Ty se vSak vyskytuji i v béznych
potravinach, které prosly bakterialnim kvasenim.

Tradicné jsou probiotika soucasti mlécnych vyrobkd, mezi ty nejznaméjsi patii jogurt.
Vyrabi se kvaSenim mléka za vyuziti bakterii rodu Lactobacillus, Streptococcus a ptipadné
Bifidobacterium [28]. Dal§im, a na probiotika bohat§im, kvasenym mléénym vyrobkem je kefir,
ktery se vyrabi pfidanim kefirovych zrm k mléku. Kefir je na rozdil od jogurtu probioticky
rozmanit&j§i, obsahuje desitky riznych druht bakterii a kvasinek [29]. Dokonce i velké
mnozstvi syru, jako jsou gouda, Cedar a mozzarella, obsahuje zdravi prosp€sné probiotické
bakterie [30, 31].

Probiotika je v§ak mozné nalézt i u nemlécnych potravin. Jsou to vyrobky z ovoce, zeleniny,
masa, cerealii a sdji. Producenti se pro vyrobu inspiruji v tradi¢nich fermentacnich procesech
zpracovani matric [32]. Konkrétné se jedna zejména o kvasené zeli, okurky a kimchi [33].

2.1.5 Rod Lactococcus

Rod Lactococcus nélezi do domény Bacteria, kmene Firmicutes, ttidy Bacilli, tadu
Lactobacillales a Celedi Streptococcaceae [34]. Jedna se o grampozitivni nesporulujici
a nepohyblivé bakterie, které netvoii pouzdra. Bakterie rodu Lactococcus jsou fakultativné
anaerobni a vyskytuji se po dvojicich nebo v kratkych fetizcich. Fermentaci sacharidi vznika
jako hlavni produkt kyselina mlé¢na [35].

Bakterie tohoto rodu se prevazné vyskytuji na rostlinném materialu a konkrétné druhy
Lactococcus lactis ssp. lactis a Lactococcus lactis ssp. cremoris slouzi v mléEnych vyrobcich
jako startovaci kultury na vyrobu zakysanych smetan, mlék a syra vSeho druhu. Mohou se
pouzivat samostatn€ nebo spolu s jinou specifickou kulturou mikroorganismu [6, 35].

Obrazek 1 Lactococcus bacteria [36]
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2.1.6 Rod Propionibacterium
Rod Propionibacterium se fadi do domény Bacteria, kmene Firmicutes, tfidy Actinomycetota,
tadu Propionibacteriales a Celedi Propionibacteriaceae [37]. Bakterie rodu Propionibacterium
jsou grampozitivni nesporulujici a fakultativné anaerobni tyCinky. Tvoii kratké a ¢asto 1 Siroké
tyCinky, které jsou samostatn€, v parech nebo v fetizcich [38].

Pro své vlastnosti se nejcastéji vyuziva druh Propionibacterium freudenreichii subsp.
freudenreichii. Své uplatnéni nachazi v syrafstvi, kde zpasobuje tvorbu ,0k“ v syrech

syraiského typu [38].

Obrazek 2 Propionibacterium freudenreichii bacteria [39]

2.1.7 Rod Lactobacillus
Rod Lactobacillus se tadi do domény Bacteria, kmene Firmicutes, ttidy Bacilli, tadu
Lactobacillales a ¢eledi Lactobacillacae [40]. Jedna se o rozSifeny rod, ktery se hojné vyskytuje
v ustech, travicim traktu savct a prevazn€ v mléce, kde zptsobuje pfirozené kysani [41].
Bakterie rodu Lactobacillus jsou nesporulujici anaerobni grampozitivni tyCinky nebo
kokobacily [42]. Podle produkti metabolismu se déli na dvé skupiny, homofermentativni
mlééné bakterie a na heterofermentativni mlééné bakterie. Prvni skupina pii fermentaci
sacharidl produkuje pouze kyselinu mlécnou. U druhé skupiny dochazi fermentaci sacharida
k tvorbé kyseliny mlécné a déale ethanolu, oxidu uhli¢itého a kyseliny octové [43].
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Diky schopnosti mlécné kyseliny zpomalovat rozmnozovani hnilobnych bakterii
a stafylokoku, jsou mlééné bakterie vyuzivany ke konzervovani zeleniny nebo riznych krmiv
[44]. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus a Casto 1 Lactobacillus acidophilus se
vyuzivaji pii pfiprave jogurti. Homofermentativni druhy Lactobacillus casei a Lactobacillus
helveticus se pouzivaji pii vyrobe syra [41].

2.2 Syry
Podle soucasné vyhlasky ¢. 397/2016 Sb., o pozadavcich na mléko a mlécné vyrobky, mrazené
krémy a jedlé tuky a oleje, je syr definovan jako mléény vyrobek vyrobeny vysrazenim mlécné
bilkoviny z mléka ptsobenim syfidla nebo jinych vhodnych koagula¢nich ¢inidel, oddélenim
podilu syrovatky a naslednym prokysanim nebo zranim [46].
Syry se déli do skupin: pfirodni, tavené a syrovatkové. Piirodni syry jsou vyrabény piimo
z mléka, kdezto na vyrobu tavenych syru je potieba syru ptirodnich, které projdou fadou uprav.
Ptirodni syr je mozno dé€lit na podskupiny: zrajici, zrajici pod mazem, zrajici v celé hmotg,
s plisni na povrchu, s plisni uvnitt hmoty, dvouplisiiovy, v solném nalevu a pafeny, extra tvrdy
(ke strouhani), tvrdy, polotvrdy, polomékky a mekky [47].
Casté je déleni podle obsahu susiny:
e Tvrdé (obsah vody maximalné 45 %)
o Me¢kké (obsah vody minimalné 45 %) [48].
A podle procentualniho zastoupeni tuku v susing:
e Vysokotucné (nad 60 %)
e Plnotucné (45-60 %)
e Polotucné (25-45 %)
e Nizkotucné (10-25 %)
e Odtucnéné syry (pod 10 %) [48].
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2.2.1 Technologie vyroby syru

Vybér mléka

A4

Pasterace

a homogenizace

\4

Piidavek CaCl,
a KNOs

\4

Pridavek
startovacich kultur

Zpracovani

o Syrovatka
syfeniny

\4

Formovani Syrovatka

\4

Lisovani Syrovatka

Obrdazek 4 Schéma vyroby syru [49]
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Vyroba jakéhokoliv druhu syru zacina vybérem vhodného mléka, nejcastéji kravského. Na
nékteré druhy syra se pouziva mléko ov¢i nebo kozi, pripadné jejich smés. Na ziskani vhodného
mléka o pfijatelné jakosti ma vliv mnoho faktord (volna pastva, plemeno zvifete, vhodné
klimatické podminky). Konzumaci nevhodnych druhti bylin (Cesnek, cibule a dalsi) dojde
ke znehodnoceni senzorickych vlastnosti mléke a nasledné i syri. Naopak pozitivni vliv na
slozeni mléka ma volnd pastva dobytka, ktera vede k narustu koncentrace omega-3 MK
a lepSimu aromatickému profilu mléka [50].

Miéko pro vyrobu syru je obvykle pasterovano, aby byla zajisténa jeho zdravotni
nezavadnost a trvanlivost. Bézné se provadi po dobu 15-20 s a pfi teploté 72—75 °C. Pasterace
inaktivuje patogeny (Escherichia. coli, Listeria monocytogenes, Salmonella spp. a mnohé dalsi)
vcetné€ velmi nebezpecné bakterie Mycobacterium tuberculosis [50]. Aby se minimalizovalo
vyvstavani mléného tuku na povrch mléka, provadi se zejména u plisfiovych syra proces zvany
homogenizace. Mléko je pod vysokym tlakem hnano uUzkou Stérbinou, ¢imz dochazi
ke zmenSovani tukovych kuli¢ek [51].

Do tepelné oSetfeného mléka se pridavaji aditivni latky, které slouzi k vylepSeni
technologickych vlastnosti. Jednim z aditiv je chlorid vapenaty, ktery zlepSuje syfitelnost
azvySuje pevnost gelu. Dusic¢nan draselny je druhy zbézné pouzivanych aditiv. Jeho
redukovana forma se vyuziva pro svou schopnost zabrafiovat kliceni spor bakterii, které mohou
zpusobovat defekty pfi tzv. dufeni syrua [50, 52].

Jednim z klicovych krokd pfi vyrobé syra je pridavek startovacich kultur. Jedna se
o mikrobialni dodani velkého poctu bunék alespon jednoho mikroorganismu, jehoz hlavni
funkci je zplsobit ryché okyseleni. Pfidavek vybranych startovacich kultur do pasterizovaného
mléka umoziuje fidit fermentacni proces a ziskat standardizovany produkt [53]. Tyto bakterie
se pouzivaji pfi vyrobé fermentovanych potravin jiz mnoho let a jsou bezpecné. NejcCastéji
pouzivanymi bakteriemi jako startovaci kultury jsou zastupci rodu Lactobacillus, Lactococcus,
Streptococcus, Leuconostoc a Enterococcus [54]. Zvysuji trvanlivost a mikrobialni bezpecnost,
zlepSuji texturu a prispivaji k senzorickému profilu kone¢ného produktu [54]. Okyseleni
ve vhodném tempu a Case je pravdépodobné nejkritictéjsim krokem pfi vyrobé€ syru, protoze
zabranuje rustu patogennich mikroorganismu, ovliviiuje aktivitu enzymt bé€hem zrani a tim
chut’ konecného produktu [55].

Po ptidavku startovacich kultur a jejich namnozeni néasleduje syfeni. Jedna se o proces, pii
kterém dochazi ke srazeni mlécné bilkoviny kaseinu, coz vede k preméné tekutého mléka na
hmotu o konzistenci podobné pudinku [52].

Zpracovani syfeniny je u riznych druha syrt odlisné. Hlavnim cilem je co nejvice podporit
synerezi. Proces zainad krajenim, kdy je syfenina krajena specialnimi nozi na kusy
o pozadované velikosti, obvykle o velikosti 8—15 mm [56]. Velikost syrového zrna je stézejnim
faktorem ovliviiujici obsah vlhkosti syru. Na ¢im mensi kousky je syfenina krajena, tim je vétsi
povrch, ze kterého se mize uvoliovat syrovatka. Z toho vypliva, Ze tvrdé syry maji mensi zrno
a me&kké naopak vétsi. Zrno se dale Setrné michéa v uvolnéné syrovatce [52].

U trvdych a polotvrdych syri pokraCuje proces dohiivanim syfeniny. Teplota se zvysi
na teplotu dosouseni, ktera je vSak zavisla na typu syru. Pfi vyrobé nizkodohfivanych syri se
teplota pohybuje okolo 34-42 °C. U vysokodohfivanych syra se syrové zrno piihfiva na 52—
56 °C [57].
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Pfi dosazeni pozadovaného stupné synereze se piistupuje k formovani, ¢imz se syfeniné
zaCne davat tvar. Z forem odtéka syrovatka a syr se odvodiuje a tvaruje. U tvrdych
a polotvrdych syra je odvodriovani podpofeno lisovanim. Lisovani vSak musi byt pozvolné
a tlak nesmi nartstat rychle, jinak by to vedlo k pfedCasnému uzavieni struktury syra, ¢imz by
se zamezilo odtoku syrovatky. Mékké syry jsou lisovany pouze vlastni vahou [52].

Soleni pfi zrani syru plni rizné funkce. Zejména ovliviuje rast a preziti bakterii, podporuje
synerezi syfeniny, coz ma za nasledek vypuzeni syrovatky a tim snizeni vlhkosti syra
a v neposledni fadé ma pozitivni vliv na senzorické vlastnosti syru. Z hlediska zptsobu soleni
se syr bud’ ponofi do solné 1azn€, nebo se povrch syra potira soli, nebo se pridava sul pfimo do
syfeniny [50].

Béhem finalniho kroku zrani syra se syfenina, ktera je bez chuti, méni na zadouci syr
s charakteristickym vzhledem, chuti a vini. V prub€hu zrani dochazi k fadé biochemickych
reakci, jako jsou glykolyza, proteolyza a lipolyza. Dale k riznym sekundarnim pfeménam, které
jsou zodpovédné predevsim za jemnéjsi aspekty syrové chuti. Doba zrani je zavisla na typu
syru. Obecné plati, ze tvrdé syry zraji dlouhé tydny az roky, zatimco mékkeé syry se uchovavaji
v tadu dni [50].

2.2.2 Syry s nizkodohrivanou syfeninou

Pusobenim pasterace je velka ¢ast mikroorganismu obsazenych v mléce zniCena, proto je nutné
do n& pfidavat mikroorganismy nové. Jejich hlavnim ukolem je fermentovat sacharidy za
produkce kyseliny mlécné a dalSich latek.

Mezi syry s nizkodohfivanou syfeninou patii holandské polotvrdé syry. Hlavnimi zastupci
jsou eidam, gouda a Cedar [56]. Eidam je u nas nejrozsifenéj§im tvrdym syrem. Vyrabi se
s riznym obsahem tuku v susin€, obvykle mezi 30 a 60 % [58].

Pro holandské syry jsou typické kultury ve slozeni:

e Lactococcus lactis subsp. lactis

e Lactococcus lactis subps. cremoris

o Lacticaseibacillus casei

o Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis
e Lactobacillus helveticus [59]

2.2.3 Syry s vysokodohrivanou syfeninou
Pfi vyrobé syru se obecné jako zaklad pouziva mezofilni (tzv. smetanova) kultura. U syra
s vysokodohtfivanou syfeninou se tato kultura kombinuje s termofilni kulturou a pfipadné
s propionovou kulturu. Ta je slozena z bakterii rodu Propionibacterium. Pouziva se pii vyrobé
syru s tvorbou ok v tésté (napf. emental). Pisobenim bakterii vznikaji v t€sté oka vytvorena
oxidem uhliitym, ktery vznika fermentaci laktatu.
Slozeni mezofilni kultury:

e Lactococcus lactis subsp. lactis

e Lactococcus lactis subsp. cremoris

e Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris

e Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum [59]
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Slozeni termofilni kultury:
o Streptococcus thermophilus
o Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
o Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis
o Lactobacillus helveticus
e Lacticaseibacillus casei [59]

2.3 Metody izolace DNA

Izolace nukleovych kyselin je klicovym procesem analyzanich metod molekularni biologie.
Jde o metodu Cisténi DNA pomoci riznych fyzikalnich a chemickych metod, kdy se DNA
izoluje od bunécnych membran, proteint a dalSich bunécnych slozek [60]. Je znamo mnoho
zpusobu ziskavani nukleovych kyselin, vSechny vSak funguji na spolecném principu. V prvni
fadé je tieba vyvolat lyzi bun€k, tzn. narusit bunéénou sténu a plazmatickou membranu. Toho
lze docilit nékolika zplsoby. Chemicky, fyzikalné, enzymaticky nebo kombinaci vsech
predchozich metod. Z enzymu se Casto pouziva lysozym a z detergentt dodecylsulfat sodny
(SDS). Fyzikéalnich metod, zejména drceni a mleti, je tfeba vyuzit u strukturovanéjSich
materialt [61]. Vznikla smés DNA, RNA, zbytk( bunécné stény a plazmatické membrany,
proteinu a dalSich slozek je oznaCovana jako tzv. hruby lyzat. Proteiny, které jsou schopny se
vazat na DNA, je tfeba odstranit pusobenim proteinasy K. Zatimco odstranéni RNA neni vzdy
nutné. V pripadé, ze byla izolace provadéna za ucelem pouziti pro PCR, neni pfitomnost RNA
na Skodu. V pribéhu PCR dojde pouze k amplifikaci specifického useku DNA [62].

2.3.1 Fenol-chloroformova extrakce

Izolace DNA pomoci fenol-chloroformové extrakce patfi mezi diive Casto vyuzivané metody.
Jeji vyhodou je schopnost poskytnout velké mnozstvi DNA o vysoké Cistoté. Naopak
nevyhodou je pracnost a ¢asova narocnost izolace. Velkym problémem této metody je prace
s toxickymi rozpoustédly [63].

Princip metody je zalozen na pridavku smési fenolu s chloroformem k hrubému lyzatu, diky
¢emuz dochazi k denaturaci a vysrazeni proteini. Naslednou centrifugaci je rozdélena vodna
faze od organické. Vodna faze obsahuje nukleové kyseliny a v organické fazi jsou proteiny
s tuky. Nakonec je tfteba DNA ziskat z vodného roztoku. Toho se dosahne vysrazeni ethanolem
[63].

2.3.2 Izolace pomoci kolonek
Izolace s vyuzitim komercné dostupnych kolonek je v dnesni dobé nejcast€jSim zpusobem
izolace DNA. Tato metoda ma velké pozitivum ve své rychlosti a nepouzivani toxickych
rozpoustédel. Na druhou stranu je financné nakladna [64].

Material kolonky je schopen za urcité koncentrace soli a urcitého pH absorbovat DNA.
Ostatni bunécné slozky hrubého lyzatu zlistanou v roztoku a neabsorbuji se na matrici kolonky.
Roztok je odstranén centrifugaci a DNA je vyplavena do vhodného pufru [65].
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2.4 Stanoveni koncentrace a €istoty nukleovych kyselin

Pro spravné fungovani zvolenych molekularné diagnostickych metod, je nezbytné vybrat
spolehlivé metody stanoveni koncentrace a Cistoty NK. Obvykle pouzivanymi metodami jsou
optické metody, mezi které patii spektrofotometrie a fluorometrie [66].

Stanoveni koncentrace a Cistoty NK pomoci pfistroje NanoDrop 2000c je velmi rychlé
a spolehlivé. Minimalni objem potiebny pro piesny udaj pfistroje je jednou z hlavnich vyhod
oproti pouziti bézného spektrofotometru. Pfistroj méfi kromé koncentrace vzorku a poméru
absorbanci pfi 260 a 280 nm celé spektrum absorbance. Coz umoziuje 1épe detekovat ptripadné
kontaminanty na zakladé jejich vinovych délek absorbance. Maximalni absorbance NK nastava
pii vinové délce 260 nm. Intenzita této absorbance je imérna koncentraci NK. K urceni Cistoty
vzorku vyuziva poméru Azso/Azgo. Obecné se uznava, ze dostatecné ¢ista DNA poskytuje pomér
Az60/Az80 v rozmezi 1,8 az 2,0. Niz§i pomér znaci proteinovou kontaminaci [66].

Citlivejsi metodou kvantifikace NK jsou fluorometrické metody. Poté, co se barviva navazou
na nukleové kyseliny, jsou barviva excitovana na jedné vinové délce. Z toho diivodu budou
razné koncentrace NK vykazovat rozdilnou intenzitu signalu. Tato metoda je vhodna pro silné
ziedéné vzorky o nizké koncentraci NK. Oproti pfistroji NanoDrop 2000c neposkytuje
informaci o Cistoté vzorku [66, 67].

2.5 Real-time PCR

Kvantitativni polymerazova fetézova reakce je metoda zalozena na principu klasické PCR, kdy
dochazi k amplifikaci vybraného useku DNA. Kombinace vynikajici citlivosti, specifi¢nosti
a zkracené doby, kdy je tfeba po klasické PCR provést analyzu, Cini z real-time PCR vice nez
dobrou alternativou ke konvencni PCR [68].

2.5.1 Prubéh reakce

Amplifikace vybranych tsekti DNA je dosazeno diky tzv. primeram, coz jsou fragmenty
DNA o priblizné 20 nukleotidech. Pfi reakci, podobné jako u konvencni PCR, je vyuzivano
cyklicky se opakujicich zmén teplot, pfi kterych dochazi k denaturaci DNA, hybridizaci
primert a syntéze novych fetézci DNA [69]. Rozdilné je to, ze v prubéhu kazdého cyklu je
zaznamenavana fluorescence. Obvykle jsou pouzivana interkalacni barviva, ktera pii navazani
na dvouretézcovou DNA vyrazné fluoreskuji, zatimco pokud jsou v reak¢ni smési pro PCR ve
volné formé, témer zareni neemituji. Jako interkalacni barvivo se nejcastéji vyuziva SYBR
Green 1, jehoz vyhodou je jednoduchost a dobra financni dostupnost. Jelikoz SYBR Green I
patii k nespecifickym fluorescen¢nim substratim, neni schopné rozlisit specifické
anespecifické produkty PCR. Barvivo se totiz muze vazat do jakékoliv dvouvlaknové
struktury, napf. do dimert primera [68, 69].

V prabéhu reakce stoupa mnozstvi dvouvlaknové DNA a s ni i mnozstvi fluorescence. Vse
je zaznamenavano v zavislosti na poctu probéhlych cykli. Vysledkem je amplifika¢ni kiivka.
Podle jejiho tvaru lze prubéh reakce rozdélit na 4 faze [69].

Béhem prvni faze je v reak¢ni smési pouze malé mnozstvi amplifikované DNA a intenzita
fluorescencniho signalu je natolik nizka, ze neprekracuje mez detekce zafizeni. Pribéh druhé
faze je exponencialni a intenzita fluorescence se dostava nad urovein pozadi. Cyklus, ve kterém
je mnozstvi fluorescence daného vzorku detekovatelné, se nazyva cyklus prahu (cy). Plati, ze
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¢im niz8i je hodnota ¢, tim vysS§i je pocateCni koncentrace templatové DNA, a naopak. Treti
faze je faze linearni, kdy rychle roste mnozstvi DNA, ale klesd mnozstvi DNA polymerazy,
atim padem i klesa rychlost reakce. V zavérecné, tzv. plateau fazi, dochazi v dusledku
spotifebovani reak¢nich komponentd k vyraznému zpomaleni reakce. Mnozstvi DNA je
maximalni a nedochazi k zadnému dalsimu narustu fluorescence [69].

A
,Plateau” faze
©
O
c
()]
(&)
1]
o Linearni faze
s
)]
Exponencialni faze
--------------------------------------------- Pozadi fluorescence
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Ct Pocet cykll

Obrazek 5 Amplifikacni kiivka [69]

2.5.2 VysokorozliSovaci analyza krivek tani (HRM)

Analyza kiivek tani, nebo jeji pokroc€ila forma vysokorozliSovaci analyza kiivek tani HRM, je
Casto vyuzivana v real-time PCR k ovéfeni, zda v pribéhu reakce vznikaji nespecifické
produkty nebo dimery primerti [69].

Metoda vyuziva poznatku, ze rizné PCR produkty maji riznou teplotu tani (Twm). Ta je
definovana jako teplota, pii které je 50 % DNA rozdé€leno na jednotlivé Sroubovice. Teplota
tani zavisi jednak na délce fragmentu DNA, tak 1 na poc¢tu bazi guaninu a cytosinu. Sekvence
DNA s vysokym obsahem bézi guanin-cytosin maji vyssi teplotu tani nez ty, které jich maji
méné. Je to dano tim, Ze guanin je vazan k cytosinu tfemi vodikovymi vazbami, zatimco adenin
k thyminu pouze dvéma [70].

Princip HRM spociva v postupném zvySovani teploty, coz ma za nasledek rozdéleni
amplifikované dvouretézcové DNA. Z pocatku reakce je barvivo vazané k DNA a je tedy
mozné pozorovat fluorescenci. Naslednym oteplovanim dochazi k rozdélovani vlaken DNA
a tim k oddé€lovani barviva do roztoku, kde neni schopno emitovat fluorescenci. S nartstajici
teplotou fluorescence klesa. Vysledkem je kiivka tani neboli zavislost fluorescence na teploteé.
Twm amplikonu mize byt urCena z inflexniho bodu kfivky tani nebo z piku ziskaného derivaci
fluorescence v zavislosti na teploté [70].
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3 CILPRACE
Cilem teoretické Casti prace bylo charakterizovat probiotické bakterie, které se v posledni dobé
stavaji stale popularnéjsi diky svym pozitivnim a¢inkiim na lidské zdravi. Dale byl kladen duraz
na technologii vyroby syra a pouzivané syraiské kultury pii této vyrobe.

Experimentalni ¢ast byla zamétena na zvladnuti techniky izolace bakterialni DNA z rtiznych
druht syrt a nasledné detekce a kvantifikace DNA pomoci real-time PCR a vysokorozliSovaci
analyzy kiivek tani (HRM).
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Komerc¢ni vyrobky

Na analyzu byly v komerc¢nich sitich zakoupeny ¢Etyfi druhy syra.

4.1.1
[

4.1.2

Eidam syr 30 % TVS

Ptirodni polotvrdy syr. Obsah susiny 50 %.

Slozeni: pasterované mléko, jedla sil, stabilizator chlorid vapenaty, syrafské kultury,
syfidlo

Vyrobce: SM Mazowsze, Grunwaldzka 97, Chorzele

Obrazek 6 Syr eidam

Gouda syr

Pfirodni polotvrdy syr.

Slozeni: mléko, jedla sal, mlékarské kultury, barvivo: karoteny.
Vyrobce: Madeta a.s., Rudolfovska tf. 246/83, 370 01 Ceské Budg&jovice

—

Obrazek 7 Syr gouda
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4.1.3 Emental syr 45 % TVS
e Plnotucny syr, Obsah susiny min. 60 %.
e SloZeni: pasterované mléko, jedla sul, mikrobialni syfidlo, syraiské kultury
e Vyrobce: Goldsteig Kisereien
Bayerwald GmbH,
Siechen 11, D-93413 Cham,
Némecko

Obrazek 8 Syr ementdl

4.1.4 Cedar syr 48 % TVS
e Piirodni tvrdy plnotu¢ny syr. Obsah susiny min. 61 %.

e Slozeni: pasterované mléko, jedla stl, mlékarenské kultury, syfidlo, barvivo E 160b
e Zemé puvodu surovin: Irsko

e Distributor: Bidfood Czech Republic, spol. s.r.o., VRazovém udoli 553, 278 01
Kralupy nad Vltavou

Obrazek 9 Syr cedar
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4.2 Bakterialni kultury

Lacticaseibacillus casei CCM 7088

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CCM 7190
Lactobacillus helveticus CCDM 1017

Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 1004
Lactococcus lactis subsp lactis CCDM 1007
Propionibacterium freudenreichii CCDM 1009
Streptococcus thermophilus CCDM 1008

4.3 Vybaveni laboratore

4.3.1

Chemikalie

Agaroza

BB pufr (OMNI International, USA)

CBH pufr (OMNI International, USA)

Chloroform-isoamylalkohol (CIS), (Lachema, Brno, Ceska republika)
Destilovana voda (FCH VUT, Bmo, Ceska republika)

DNA standard (100 bp), (Malamité, Moravské Prusy, Ceska republika)
DLB pufr (OMNI International, USA)

Dodecylsulfat sodny (SDS), (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

DW pufr (OMNI International, USA)

EB pufr (OMNI International, USA)

Ethanol (Penta, Chrudim, Ceska republika)

Fenol (Lachema, Brno, Ceska republika)

Hydroxid sodny

Chloroform (Penta, Chrudim, Ceska republika)

Isoamylalkohol (Lachema, Brno, Ceska republika)

Kyselina borita (Penta, Chrudim, Ceska republika)

Kyselina etylendiamintetraoctova (EDTA), (Penta, Chrudim, Cesk4 republika)
Kyselina chlorovodikova (Lachema, Brno, Cesk4 republika)

LD Green (Elisabeth Pharmacon, spol. s.r.o., Brno, Ceska republika)
Lysozym (Serva, Heidelberg, SRN)

Octan sodny (Lachema, Brno, Ceska republika)

Proteinaza K (Serva, Heidelberg, SRN)

PS Green (Elisabeth Pharmacon, spol. s.r.o., Brno, Ceska republika)
Tris-baze (Serva, Heidelberg, SRN)

Pristroje a pomucky

Centrifuga mini Spin (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Bézné laboratorni sklo a jiné umélohmotné pomucky

Detekcni systém pro vizualizaci gelu (Azure biosystems C200, Dublin, Irsko)
Eppendorfovy zkumavky (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Exsikator typu N 86 KN.18 (KNF Neuberger Labport, Freiburg, SRN)
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e Laboratorni vahy OHAUS SCOUT SKX622 (USA)

e Laminarni box AURA MINI (EUROCLONE, Itélie)

e LightCycler Nano System (Roche, Basel, Svycarsko)

e Mikropipety Discovery HTL (PZ HTL, VarSava, Polsko)

e Mikrovlnna trouba PROLINE SM117

e Mini kolonky (Bacterial DNA Kit, OMNI International, USA)

e Minicentrifuga SPECTRAFUGE MINI)

e NanoDrop 2000c UV-VIS spektrofotometr (Thermo Scientific, USA)

e Termocyklér Rotor-Gene 6000 (Quigen, Australie)

e Thermo-Shaker (TS-100C BioSan, Riga, LotySsko)

e Zafizeni pro elektroforézu Owl EasyCast, model B1 (Thermo Scientific, USA)
e Zdroj napéti pro elektroforézu Enduro 300 V (Labnet International, Woodbridge, USA)

4.4 Priprava roztoku

4.4.1 Roztoky pro pripravu hrubych lyzatia bakterialnich bunék

e 0,5MEDTA (pH 8,0)
186,1 g EDTA bylo za stdlého michani na magnetické michacce rozpusténo v 800 ml
destilované vody. Postupnym piidavanim NaOH bylo upravovano pH na hodnotu 8,0. Roztok
byl doplnén destilovanou vodou na 1 litr a sterilovan pii 121 °C po dobu 20 minut.

e 1M Tris-HCL (pH 7,8)
121,1 g Tris-baze bylo rozpusténo v 800 ml destilované vody. Pomoci koncentrované HCI bylo
pH roztoku upravovano na hodnotu 7,8. Roztok byl doplnén destilovanou vodou na 1 litr
a sterilovan pfti 121 °C po dobu 20 minut.

e Roztok 20% dodecylsulfatu sodného
20 g tuhého SDS bylo za stalého michani rozpusténo v 80 ml destilované vody. Roztok byl
okamzité zahtat na 68 °C a jeho pH bylo koncentrovanou HCL upraveno na hodnotu 7,0.
Roztok byl doplnén destilovanou vodou na 100 ml a po promiseni byl rozdélen do alikvotnich
podild a ponechan pii laboratorni teploté.

e Lyzacni roztok A
Roztok byl pfipraven smisenim 10 ml 0,1 M Tris-HCI (pH 7,8) a 1 ml 0,5 M EDTA. Nasledné
byl doplnén destilovanou vodou na objem 100 ml.

e Lyzacni roztok B
K lyza¢nimu roztoku A byl piidan lysozym na vyslednou koncentraci 3,0 mg/ml.

e Proteinaza K (10 mg/ml)
10 mg proteinazy bylo rozpusténo v 1 ml sterilni destilované vody. Roztok byl nasledné
ziedén na koncentraci 100 pl/ml, rozdé€len do alikvotnich podilt. Proteinaza K byla
uchovavana pii teploté -20 °C.
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4.4.2 Roztoky pro izolaci bakterialni DNA

e Fenol
Nasyceny roztok fenolu upraveny na pH 7,8 v TE pufru. Fenol byl rozdélen do alikvotnich
podild a uchovavan pfi teploté -20 °C.

e Octan sodny
40,81 g trihydratu octanu sodného bylo rozpusténo v 80 ml destilované vody. Pomoci ledové
kyseliny octové bylo pH upraveno na hodnotu 5,2. Roztok byl doplnén destilovanou vodou na
100 ml a sterilovan pii 121 °C po dobu 20 minut, nasledné byl rozdélen do alikvotnich podilt
a uchovavan pfi teploté 4 °C.

e TE pufr
1 ml 1 M Tris-HCL (pH 7,8) byl smichan s 0,2 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0). Roztok byl doplnén
sterilni destilovanou vodou na objem 100 ml a nasledné rozdélen do alikvotnich podilt.

4.4.3 Roztoky pro agarézovou elektroforézu

e 0,5 x TBE pufr
54 g Tris-baze a 27,5 g kyseliny borité bylo rozpusténo v 600 ml destilované vody. Nasledné
bylo pfidano 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a roztok byl doplnén na 1 litr. Pfed pouzitim byl
roztok 0,5 M EDTA 10x zifedén destilovanou vodou.

e Agarozovy gel pro elektroforézu
Navazka 0,8 g agarozy byla rozpusténa ve 100 ml 0,5 x TBE pufru.

4.4.4 Komponenty PCR
e Primery specifické pro druh Lacticaseibacillus casei
e Primery specifické pro druh Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
e Primery specifické pro druh Lactobacillus helveticus
e Primery specifické pro druh Lactococcus lactis subsp. cremoris
e Primery specifické pro druh Lactococcus lactis subsp. lactis
e Primery specifické pro druh Propionibacterium freudenreichii
e Primery specifické pro druh Streptococcus thermophilus
e gPCR 2x SYTO-9 Master Mix (Top-Bio s.r.0., Praha, Ceska republika)
e Voda pro PCR (Top-Bio s.r.0., Praha, Ceska republika)
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4.5 Metody

4.5.1

Priprava hrubych lyzata

20 g syru bylo rozetteno ve tfeci misce s 30 ml sterilni vody.

Smés byla prefiltrovana pres sterilni gazu.

0,5 ml této smési bylo napipetovano do 1,5 ml Eppendorfovych zkumavek.
Vzorek byl centrifugovan po dobu 5 minut pti 10 000 ot/min.

Supernatant byl slit a sediment se nechal okapat.

Sediment byl resuspendovan 1 ml lyzacniho roztoku A.

Suspenze byla centrifugovana po dobu 5 minut pti 10 000 ot/min.

Supernatant byl slit a sediment se nechal okapat.

K sedimentu bylo ptidano 500 pl lyza¢niho roztoku B. Smés byla promichéana.
Vzorek byl ponechan k inkubaci pii laboratorni teploté po dobu 30 minut.

K suspenzi bylo pfidano 25 ul 25% SDS a 5 pl proteinazy K (100 ul/ml). Smeés byla
promichana.

Vzorek byl ponechan k inkubaci pii 55 °C po dobu 90 minut.

Fenolova extrakce bakterialni DNA

K 600 pl hrubého lyzatu bylo pfidano stejné mnozstvi fenolu.

Smés byla kyvavym pohybem 4 minuty promichévana a vzorek byly centrifugovan po
dobu 5 minut pti 10 000 ot/min.

Do cisté Eppendorfovy zkumavky byla pomoci pipety odebrana vodna faze obsahujici
DNA.

K vodné fazi bylo ptidano 700 pl smési CIS.

Smés byla kyvavym pohybem 4 minuty promichévana a vzorek byl centrifugovan po
dobu 5 minut pti 10 000 ot/min.

Do cisté Eppendorfovy zkumavky byla pomoci pipety odebrana vodna faze obsahujici
DNA.

Srazeni DNA ethanolem

Ke 400 pl smési bylo pfidano 1/20 objemu (20 ul) 3 M octanu sodného.

Nasledné byl ke smési pridan 1 ml 96% ethanolu vychlazeného na -20 °C a smés byla
promichana.

Zkumavka se vzorkem byla vloZena na 30 minut do mrazaku pti -20 °C, kde se DNA
nechala vysrazet.

Smés byla centrifugovana 15 minut pii 10 000 ot/min.

Supernatant byl opatrné najednou slit a byl ponechdn na 30 minut v exsikatoru
k dokonalému vysusSeni.

DNA byla rozpusténa ve 100 pl TE pufru a uchovavana pfti teploté 4 °C.

27



4.5.5

Izolace DNA pomoci sady Omni Bacterial DNA Purification Kit

10 g syru bylo rozetieno ve tfeci misce s 15 ml sterilni vody.

Smés byla prefiltrovana pres sterilni gazu.

0,5 ml této smési bylo napipetovano do 1,5 ml Eppendorfovy zkumavky.

Vzorek byl centrifugovan po dobu 5 minut pti 10 000 ot/min.

Supernatant byl slit a k suspenzi bylo pfidano 200 pl lyza¢niho roztoku B. Smés byla
promichana.

Vzorek byl ponechan k inkubaci pii 37 °C po dobu 10 minut.

Bylo piidano 25 pl proteinazy K.

Poté bylo pfidano 100 ul DLB pufru a v§e bylo promichano.

Vzorek byl ponechan k inkubaci pii 55 °C po dobu 60 minut.

Nasledné byl obsah zkumavek centrifugovan po dobu 2 minut pii 10 000 ot/min.
Supernatant byl odpipetovan do nové 1,5 ml Eppendorfovy zkumavky a k suspenzi bylo
ptidano 220 pul BB pufru.

Vzorek byl ponechan k inkubaci pii 65 °C po dobu 10 minut.

Po inkubaci bylo ke smési pfidano 220 pl 100% ethanolu a vse bylo fadné promichano.
Omni DNA Mini kolonka byla vlozena do 2 ml sbérné zkumavky.

Nasledné byl roztok ptepipetovan z 1,5 ml Eppendorfovy zkumavky na kolonku.
Vzorek byl centrifugovan po dobu 1 minuty pii 10 000 ot/min.

Supernatant byl vyhozen a kolonka byla vlozena do ¢isté sbémé zkumavky.

Do kolonky bylo pfidano 500 ul CBH puftu.

Smés byla centrifugovana po dobu 1 minuty pfi 10 000 ot/min.

Supernatant byl vyhozen a kolonka byla vlozena do ¢isté sbérné zkumavky.

Do kolonky bylo pfidano 700 pl DW pufru.

Vzorek byl centrifugovan po dobu 1 minuty pii 10 000 ot/min.

Supernatant byl odstranén a kolonky byla vlozena do Cisté sbérné zkumavky.

Na kolonku nebylo nic pipetovano a byla opét provedena centrifugace po dobu 2 minut
pfi 10 000 ot/min.

Omni DNA Mini kolonka byla vloZena do nové 1,5 ml Eppendorfovy zkumavky.

Na kolonku bylo napipetovano 100 pl EB pufru predehratého na 65 °C.

Vzorek byl ponechan k inkubaci pfi 65 °C po dobu 3 minut.

Poté byla provedena centrifugace po dobu 1 minuty ptfi 10 000 ot/min.

Nakonec byla odebrana Omni DNA Mini kolonka a 1,5 ml Eppendorfova zkumavka
byla uzaviena a uschovana.

Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Koncentrace a Cistota DNA izolované z probiotickych bakterii byla méfena na pfistroji
NanoDrop 2000c.

U metody fenolové extrakce DNA byla nukleova kyselina fedéna TE pufrem. Méfeni
bylo provadéno oproti ¢istému TE pufru.

U metody izolace DNA pomoci sady Omni Bacterial DNA Purification Kit byla
nukleova kyselina fedéna EB pufrem. Méfeni bylo provadéno oproti ¢istému EB pufru.
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2 ul roztoku obsahujici DNA byly pipetovany na spektrofotometrickou kyvetou. Po
uzavieni kyvety byla zmétfena absorbance v rozsahu vinovych délek 220-330 nm.

Z hodnoty Aseo byla uréena koncentrace DNA ve vzorku a z poméru hodnot A2e0/A280
byla stanovena Cistota izolované DNA.

Polymerazova retézova reakce (PCR)

Komponenty PCR reakce byly pfed pouzitim rozmrazeny a centrifugovany.

PCR smés byla namichana v laminarnim boxu, ktery byl vysterilovan UV zéafenim.
Poradi a slozeni jednotlivych komponenti je uvedené nize (viz. Tabulka 2 )

Tabulka 2 Objemy jednotlivych komponentii potiebné k pripravé PCR smési

Poradi Komponenty Objem [ul]
L. Voda pro PCR 9,5
2. gPCR 2x SYTO-9 Master Mix 12,5
3. Primer 1 (10 pmol/ul) 1,0
4. Primer 1 (10 pmol/ul) 1,0
S. Matrice DNA 1,0
Celkem 25.0

PCR sm¢és byla pfipravena do Eppendorfovy zkumavky uréené pro PCR.

Do zkumavky bylo pipetovano 24 pl PCR smési a 1 ul DNA matrice. Zaroven byla
pfipravena negativni a pozitivni kontrola.

Negativni kontrola byla pfipravena z 24 pl PCR smési a 1 pl vody pro PCR.

Pozitivni kontrola byla pfipravena z 24 pul PCR smési a 1 pl pfislusného druhu bakterie.
Amplifikace DNA byla provedena v zafizenich LightCycler Nano System
a Termocyklér Rotor-Gene 6000, ve kterych byl nastaven teplotni program podle
uzitych primera (viz. Tabulka 3, Tabulka 4, Tabulka 5 a Tabulka 6).

Tabulka 3 Seznam pouZitych primeril

Specifita Primer Sekvence primeru 5' az 3' Zdroj
Lacticaseibacillus F case CTATAAGTAAGCTTTGATCCGGAGATTT (71]
casei R case CTTCCTGCGGGTACGAGATGT
Lactobacillus Bulgaricus_F ACGCAAGTCTGATGGAGCAA
delbrueckit subsp. o 1o aricus R ACGCATTACACCGCTACACA 72]
bulgaricus
Lactobacillus Helveticus_F CTACTTCGCAGGCGTTAACT (73]
helveticus Helveticus R GTACTTGATGCTCGCATACC
Lactococcus lactis LceCr F TGCTTGCACCAATTTGAAGAG (74]
subsp. cremoris LcL R GTTGAGCCACTGCCTTTTAC
Lactococcus lactis LcL F GTTGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAA (74]

subsp. lactis LcL R GTTGAGCCACTGCCTTTTAC
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Specifita Primer Sekvence primeru 5' az 3' Z.droj
Propionibacterium Adk F3 GCGATCTCAACCGGAGAC (751
freudenreichii Adk R3 GACTTGTAGGCGTCGAGCAG
Streptococcus Thl ACGGAATGTACTTGAGTTTC (761
thermophilus ThIl TGGCCTTTCGACCTAAC

Tabulka 4 Teplotni program pro Lacticaseibacillus casei, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus a Propionibacterium freudenreichii

Krok Teplota [°C] Cas [s] Pocet cyklu
Pocatecni denaturace 95 300 -
Denaturace 95 30 30
Hybridizace 55 30 30
Elongace 72 30 30
Dosyntetizovani 72 420 -
Tabulka 5 Teplotni program pro Streptococcus thermophilus
Krok Teplota [°C] Cas [s] Pocet cyklu
Pocatecni denaturace 95 300 -
Denaturace 95 60 30
Hybridizace 58 60 30
Elongace 72 60 30
Dosyntetizovani 72 300 -

Tabulka 6 Teplotni program pro Lactococcus lactis subsp. cremoris a Lactococcus lactis subsp. lactis

Krok Teplota [°C] Cas [s] Pocet cyklu
Pocatecni denaturace 95 180 -
Denaturace 95 20 30
Hybridizace 66 20 30
Elongace 72 30 30
Dosyntetizovani 72 300 -

4.5.7 Gelova elektroforéza genomové DNA
e Nejdiive byl pfipraven 0,8% agarézovy gel smichanim 0,8 g agarézy a 100 ml

0,5 x TBE puftu.

e Smés byla v mikrovinné troub¢€ zahtivana a pfivadéna k opakovanému varu, aby doslo
k dokonalému rozpusténi.
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Po vychladnuti na pfiblizné¢ 50-60 °C byly do suspenze piidany 3 pl interkala¢niho
barviva PS Green.

Po promichani byla suspenze nalita do ptipravené vanic¢ky s hiebinkem.

Po zatuhnuti gelu, které probihalo za laboratorni teploty po dobu pftiblizn€ 30 minut, byl
vyjmut hiebinek.

K 15 pl DNA vzorku bylo pfidano 5 pl nanaseciho pufru LD Green.

Nasledné bylo do vzniklych jamek pipetovano 5 ul DNA standardu (100 bp), po 20 ul
smési DNA vzorku a nanasSeciho pufru, 20 pl smési negativni kontroly a nanaseciho
a nakonec smési 20 pl pozitivni kontroly a nanaseciho pufru.

Gel byl umistén do elektroforetické vanicky a poté byl prelit roztokem 0,5 x TBE
pufrem do vysky pfiblizné 1 cm nad okraj gelu.

Po pfipojeni ke zdroji bylo nastaveno konstantni napéti na 70 V a doba elektroforézy na
1,5 h.

Po skonceni elektroforézy byl gel opatrn€ vyjmut a vlozen do detekéniho zatfizeni Azure
biosystems C200, kde byl gel zkouman pod UV zéafenim. Vysledky byly
zdokumentovany.
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5 VYSLEDKY

5.1 Priprava hrubych lyzati a izolace bakterialni DNA

V praci bylo vyuzito ¢tyf druhti syri: eidam, gouda, emental a Cedar. Ze vSech vzorki byly
podle kapitoly 4.5.1 pfipraveny hrubé lyzaty, ze kterych byla pomoci fenolové extrakce
a sady Omni Bacterial DNA Purification Kit izolovana bakterialni DNA (viz. kapitoly 4.5.2,
453a45.4).

5.2 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty izolované DNA
Absorbance izolované DNA z analyzovanych vzorkt byla zméfena spektrofotometricky na
pfistroji NanoDrop 2000c. Méteni bylo provedeno v rozmezi vinovych délek 230-280 nm.

Tabulka 7 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a cistoty DNA izolované z eidamu

Cislo vzorku Zpusob izolace ¢ [ng-pul™] A260/A2g0 Asso/Arso
1. Fenolova extrakce 40,4 1,48 0,76
2. Fenolova extrakce 31,7 1,60 1,39
3. Fenolova extrakce 454 1,48 1,19
4. Fenolova extrakce 479 1,26 0,81
5. Fenolova extrakce 30,8 1,57 0,49
6. Fenolova extrakce 352 1,41 0,58
7. Komercni kit 16,1 2,10 1,64
8. Komercni kit 29,5 1,95 1,75
9. Komercni kit 18,1 2,01 1,54

Tabulka 8 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a cistoty DNA izolované z goudy

Cislo vzorku Zpusob izolace ¢ [ng-ul™] Az60/A2g0 Asso/Arso
1. Fenolova extrakce 51,3 1,67 1,29
2. Fenolova extrakce 53,2 1,80 1,77
3. Fenolova extrakce 52,4 1,54 1,64
4. Fenolova extrakce 489 1,85 1,83
5. Fenolova extrakce 445 1,52 1,24
6. Fenolova extrakce 48,7 1,47 1,61
7. Komercni kit 11,3 2,11 1,32
8. Komercni kit 7,8 2,05 1,28
9. Komercni kit 9,9 1,97 1,41
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Tabulka 9 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a cistoty DNA izolované z ementdlu

Cislo vzorku Zpusob izolace ¢ [ng-ul™] A260/A2g0 Asso/Arso
1. Fenolova extrakce 100,9 1,87 1,09
2. Fenolova extrakce 91,4 1,71 1,64
3. Fenolova extrakce 71,8 1,86 1,19
4. Fenolova extrakce 61,4 1,85 1,66
5. Fenolova extrakce 101,2 1,85 1,75
6. Fenolova extrakce 73,1 1,80 1,00
7. Komercni kit 26,4 2,15 1,19
8. Komercni kit 33,6 2,13 1,02
9. Komercni kit 28,7 2,06 1,07

Tabulka 10 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA izolované z cedaru

Cislo vzorku Zplisob izolace ¢ [ng-ul!] Aoso/Aago Aoeo/A230
1. Fenolova extrakce 427,0 2,09 1,88
2. Fenolova extrakce 489,4 1,98 1,96
3. Fenolova extrakce 466,5 2,03 1,75
4. Fenolova extrakce 469,9 1,98 1,82
5. Fenolova extrakce 263,5 2,03 1,69
6. Fenolova extrakce 268,3 1,98 1,71
7. Komercni kit 25,4 1,91 1,16
8. Komercni kit 19,2 1,88 1,21
9. Komercni kit 22.6 2,03 1,08
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5.3 Gelova elektroforéza genomové DNA

Pritomnost genomové DNA v jednotlivych vzorcich syri byla ovéfena pomoci gelové
elektroforézy. Pozitivni kontrola byla tvofena bakterialnim druhem Lacticaseibacillus casei.
Negativni kontrola byla pfipravena z destilované vody. Na néasledujicich obrazcich jsou
znazornény detekované produkty.

Obrazek 10 Gelova elektroforéza izolované DNA z eidamu

Tabulka 11 Vysledky gelové elektroforézy izolované DNA z eidamu

Znacka/Cislo vzorku Nazev/zpusob izolace Detekce produktu

S DNA standard

PK Pozitivni kontrola +

NK Negativni kontrola -
1. Fenolova extrakce +
2. Fenolova extrakce +
3. Fenolova extrakce +
4. Fenolova extrakce +
5. Fenolova extrakce +
6. Fenolova extrakce +
7. Komercni kit +
8. Komercni kit +
9. Komercni kit +
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Obrazek 11 Gelova elektroforéza izolované DNA z goudy

Tabulka 12 Vysledky gelové elektroforézy izolované DNA z goudy

Znacka/Cislo vzorku Nazev/zpusob izolace Detekce produktu

S DNA standard

PK Pozitivni kontrola +

NK Negativni kontrola -
1. Fenolova extrakce +
2. Fenolova extrakce +
3. Fenolova extrakce +
4. Fenolova extrakce +
5. Fenolova extrakce +
6. Fenolova extrakce +
7. Komercni kit +
8. Komercni kit +
9. Komercni kit +




Obrazek 12 Gelova elektroforéza izolované DNA z ementdlu

Tabulka 13 Vysledky gelové elektroforézy izolované DNA z ementclu

Znacka/Cislo vzorku Nazev/zpusob izolace Detekce produktu

S DNA standard

PK Pozitivni kontrola +

NK Negativni kontrola -
1. Fenolova extrakce +
2. Fenolova extrakce +
3. Fenolova extrakce +
4. Fenolova extrakce +
5. Fenolova extrakce +
6. Fenolova extrakce +
7. Komercni kit +
8. Komercni kit +
9. Komercni kit +




Obrazek 13 Gelova elektroforéza izolované DNA z Cedaru

Tabulka 14 Vysledky gelové elektroforézy izolované DNA z cedaru

Znacka/Cislo vzorku Nazev/zpusob izolace Detekce produktu

S DNA standard

PK Pozitivni kontrola +

NK Negativni kontrola -
1. Fenolova extrakce +
2. Fenolova extrakce +
3. Fenolova extrakce +
4. Fenolova extrakce +
5. Fenolova extrakce +
6. Fenolova extrakce +
7. Komercni kit +
8. Komercni kit +
9. Komercni kit +




5.4 Vybér vzorku pro praci s real-time PCR a HRM

Ze vSech vzorku izolované DNA byl u kazdého druhu syru vybran jeden vzorek, ktery nejlépe
spliioval kritéria vysoké koncentrace a vysoké Cistoty. Vybrané vzorky byly podrobeny real-
time PCR a HRM.

Tabulka 15 Vybrané vzorky, se kterymi bylo pracovano v dalsi casti prdce.

Druh syru Cislo vzorku
Eidam 8.
Gouda 4.

Emental 5.
Cedar 2
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5.5 Real-time PCR a HRM analyza krivek tani pro druh Lacticaseibacillus casei
U vybranych vzorka byla provedena real-time PCR s naslednou analyzou kiivek tani s primery
specifickymi pro druh Lacticaseibacillus casei (F_case a R_case). Pro analyzu byla pouzita
DNA izolovana ze syru eidam, gouda, emental a Cedar. Jako pozitivni kontrola byl pouzit
bakterialni druh Lacticaseibacillus casei CCM 7088 . Vysledné amplifikacni kiivky a kiivky
tani vzorkl znazoruje Obrazek 14 a Obrazek 15.
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5 10 15 20 25 Pofetcyklh 30
Znaceni krivek: cervend — PK (Lacticaseibacillus casei), cernd — NK, fialovd — eidam, modrd — gouda,
oranzova — ementdl, zelend — cedar

Obrazek 14 Amplifikacni kiivka real-time PCR s primery specifickymi pro druh Lacticaseibacillus
casei

Tabulka 16 Zaznamenané hodnoty prahovych cyklii

Typ VZOTku Ct Ct Ct AC(
PK 142 145 145 14,40
NK - - - -

Eidam 21,7 22,0 21,9 21,89
Gouda 21,2 21,4 21,6 21,40
Emental 17,3 17,4 17,3 17,33
Cedar 23,7 23,7 23,7 23,70
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Znaceni krivek: cervend — PK (Lacticaseibacillus casei), cernd — NK, fialovd — eidam, modrd — gouda,

oranzova — ementdl, zelend — cedar

Obrazek 15 HRM analyza produktii real-time PCR s primery specifickymi pro druh Lacticaseibacillus
casei

Pomoci real-time PCR byly u vSech vzorki kromé negativni kontroly zjistény hodnoty
prahovych cykld (c). Udaje shrnuje Tabulka 16. Vyuzitim HRM produkti PCR byly opét
u viech produktt kromé negativni kontroly detekovany peaky uréujici teplotu tani (Tm). Udaje
shrnuje Tabulka 17.

Tabulka 17 Zaznamenané hodnoty teplot tani

Typ vzorku Tm [°C]
PK 84,0
NK -

Eidam 81,0
Gouda 81,0
Emental 81,5
Cedar 81,5
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5.6 Real-time PCR a HRM analyza krivek tani pro druh Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus

U vybranych vzorka byla provedena real-time PCR s naslednou analyzou kiivek tani s primery
specifickymi  pro druh Lactobacillus delbrueckii  subsp. bulgaricus (Bulgaricus F
a Bulgaricus_R). Pro analyzu byla pouzita DNA izolovana ze syru eidam, gouda, emental
a Cedar. Jako pozitivni kontrola byl pouzit bakterialni druh Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus CCM 7190. Vysledné amplifikacni kiivky a kfivky tani vzorkl znazoriuje Obrazek
16 a Obrazek 17.

Tabulka 18 Zaznamenané hodnoty prahovych cyklii

Typ VZOTku Ct Ct Ct AC(
PK 11,2 11,2 11,4 11.27
NK - - - -

Eidam 17,2 17,3 18,2 17,57
Gouda 19,1 19,8 19,7 19,53
Emental 13,1 14,0 14,0 13,70
Cedar 16,3 16,2 16,3 16,27

Pomoci real-time PCR byly u vSech vzorka kromé negativni kontroly zjistény hodnoty
prahovych cykld (ci). Udaje shrnuje Tabulka 18Tabulka 16. Vyuzitim HRM produkti PCR byly
opét u vSech produktii kromé negativni kontroly detekovany peaky urcujici teplotu tani (Tm).
Udaje shrnuje Tabulka 19.

Tabulka 19 Zaznamenané hodnoty teplot tani

Typ vzorku Tm [°C]
PK 88,0
NK -

Eidam 87,5
Gouda 87,5
Emental 87,5
Cedar 87,5
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Znaceni krivek: cervend — PK (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus), cernd — NK, hnéda — eidam, modrd — gouda, zlutd — ementdl, zelend — cedar

Obrazek 16 Amplifikacni kiivka real-time PCR s primery specifickymi pro druh Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
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Znaceni kFivek: cervend — PK (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus), cernd — NK, hnédda — eidam, modra — gouda, Zlutd — emental, zelend — cedar

Obrdazek 17 HRM analyza produktii real-time PCR s primery specifickymi pro druh Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
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5.7 Real-time PCR a HRM analyza krivek tani pro druh Lactobacillus helveticus
U vybranych vzorka byla provedena real-time PCR s naslednou analyzou kiivek tani s primery
specifickymi pro druh Lactobacillus helveticus (Helveticus F a Helveticus R). Pro analyzu

byla pouzita DNA izolovana ze syru eidam, gouda, emental a ¢edar. Jako pozitivni kontrola byl
pouzit bakterialni druh Lactobacillus helveticus CCDM 1017. Vysledné amplifikacni kiivky

a ktivky tani vzorka znazoriuje Obrazek 18 a Obrazek 19.
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Znaceni krivek: cervend — PK (Lactobacillus helveticus CCDM 1017), cerna — NK, fialovd — eidam,

modra — gouda, oranzova — ementdl, zelend — cedar

Obrazek 18 Amplifikacni kiivka real-time PCR s primery specifickymi pro druh Lactobacillus
helveticus

Tabulka 20 Zaznamenané hodnoty prahovych cyklii

Typ VZOTku Ct Ct Ct AC(
PK 13,9 14,4 145 1427
NK - - - -

Eidam - 27,7 27,2 2745

Gouda - - - -
Emental 16,7 16,2 16,5 16,47

Cedar 18,8 19,0 19,4 19,07
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Znaceni krivek: cervend — PK (Lactobacillus helveticus CCDM 1017), cerna — NK, fialovd — eidam,

modra — gouda, oranzova — ementdl, zelend — cedar

Obrazek 19 HRM analyza produktii real-time PCR s primery specifickymi pro druh Lactobacillus
helveticus

Pomoci real-time PCR byly u vSech vzorkil kromé negativni kontroly a goudy zjistény
hodnoty prahovych cyklt (c;). Udaje shrnuje Tabulka 20. Vyuzitim HRM produkti PCR byly
opét u vsech vzorkli kromé negativni kontroly a goudy detekovany peaky urcujici teplotu tani
(Tw). Udaje shruje Tabulka 21.

Tabulka 21 Zaznamenané hodnoty teplot tani

Typ vzorku Tm [°C]
PK 79,5
NK -

Eidam 79,5
Gouda -
Emental 79,5

Cedar 79,0
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5.8 Real-time PCR a HRM analyza krivek tani pro druh Lactococcus lactis
subsp. cremoris

U vybranych vzorka byla provedena real-time PCR s naslednou analyzou kiivek tani s primery

specifickymi pro druh Lactococcus lactis subsp. cremoris (LcCr_F a LcL._R). Pro analyzu byla

pouzita DNA izolovana ze syru eidam, gouda, emental a ¢edar. Jako pozitivni kontrola byl

pouzit bakterialni druh Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 1004. Vysledné amplifikacni

ktivky a kfivky tani vzorkd znazoriuje Obrazek 20 a Obrazek 21.
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5 10 15 20 25 Podlet cykld 30
Znaceni krivek: cervend — PK (Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 1004), cernd — NK, fialova —

eidam, modrd — gouda, oranzova — ementdl, zelend — cedar

Obrazek 20 Amplifikacni kiivka real-time PCR s primery specifickymi pro druh Lactococcus lactis
subsp. cremoris

Tabulka 22 Zaznamenané hodnoty prahovych cyklii

Typ VZOTku Ct Ct Ct AC(
PK ; ; ; ;
NK - - - -

Eidam 18,7 18,8 18,5 18,67
Gouda 16,7 16,3 16,4 16,47
Emental 16,1 16,2 16,2 16,17
Cedar 21,2 21,3 21,1 21,20

46



-

-dF/AdT

-4

1

55 &0 65 70 75 80 85 30 Teplota [*C] a5
Znaceni krivek: cervend — PK (Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 1004), cernd — NK, fialova —
eidam, modrd — gouda, oranzovd — ementdl, zelend — cedar

Obrazek 21 HRM analyza produktii real-time PCR s primery specifickymi pro druh Lactococcus lactis
subsp. cremoris

Pomoci real-time PCR byly u vSech vzorkii kromé negativni a pozitivni kontroly zjiStény
hodnoty prahovych cyklt (c;). Udaje shrnuje Tabulka 22. Vyuzitim HRM produkti PCR byly
opét u vSech vzorkli kromé& negativni a pozitivni kontroly detekovany peaky urcujici teplotu
tani (Tm). Udaje shrnuje Tabulka 23.

Tabulka 23 Zaznamenané hodnoty teplot tani

Typ vzorku Tm [°C]
PK -
NK -

Eidam 87,5
Gouda 87,5
Emental 87,5
Cedar 87,5
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5.9 Real-time PCR a HRM analyza krivek tani pro druh Lactococcus lactis
subsp. lactis

U vybranych vzorka byla provedena real-time PCR s naslednou analyzou kiivek tani s primery

specifickymi pro druh Lactococcus lactis subsp. lactis (LcL_F a LcL._R). Pro analyzu byla

pouzita DNA izolovana ze syru eidam, gouda, emental a ¢edar. Jako pozitivni kontrola byl

pouzit bakterialni druh Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1007. Vysledné amplifikacni

ktivky a kfivky tani vzorkd znazoriuje Obrazek 22 a Obrazek 23.
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Znaceni krivek: cervend — PK (Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1007), cernd — NK, fialova —
eidam, modrd — gouda, oranzova — ementdl, zelend — cedar

Obrazek 22 Amplifikacni ki'ivka real-time PCR s primery specifickymi pro druh Lactococcus lactis
subsp. lactis

Tabulka 24 Zaznamenané hodnoty prahovych cyklii

Typ VZOTku Ct Ct Ct AC(
PK 18,4 18,3 18,1 18,27
NK 21,8 223 21,8 21,97

Eidam 15,7 15,7 15,8
Gouda 14,5 14,4 14,3
Emental 15,9 15,8 15,8
Cedar 14,7 14,6 14,6
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Znaceni krivek: cervend — PK (Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1007), cernd — NK, fialova —

eidam, modrd — gouda, oranzova — ementdl, zelend — cedar

Obrazek 23 HRM analyza produktii real-time PCR s primery specifickymi pro druh Lactococcus lactis

subsp. lactis

Pomoci real-time PCR byly u vSech vzorki kromé negativni a pozitivni kontroly zjistény
hodnoty prahovych cyklt (c;). Udaje shrnuje Tabulka 24. Vyuzitim HRM produkti PCR byly
opét u vSech vzorkli kromé& negativni a pozitivni kontroly detekovany peaky urcujici teplotu

tani (Tm). Udaje shrnuje Tabulka 25.

Tabulka 25 Zaznamenané hodnoty teplot tani

Typ vzorku Tw [°C] Tm [°C]
PK 75.0 88.0
NK 75.5 ;

Eidam 75,0 87.5
Gouda 75,0 87.5
Emental 75,0 87,5
Cedar 75,0 88,0
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5.10 Real-time PCR a HRM analyza krivek tani pro druh Propionibacterium
freudenreichii

U vybranych vzorka byla provedena real-time PCR s naslednou analyzou kiivek tani s primery

specifickymi pro druh Propionibacterium freudenreichii (Adk_F3 a Adk R3). Pro analyzu byla

pouzita DNA izolovana ze syru eidam, gouda, emental a ¢edar. Jako pozitivni kontrola byl

pouzit bakterialni druh Propionibacterium freudenreichii CCDM 1009. Vysledné amplifikacni

ktivky a kfivky tani vzorkd znazoriuje Obrazek 24 a Obrazek 25.
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Znaceni kiivek: cervend — PK (Propionibacterium freudenreichii CCDM 1009), cerna — NK, fialovd —

eidam, modrd — gouda, oranzova — emental, zelend — cedar

Obrazek 24 Amplifikacni kiivka real-time PCR s primery specifickymi pro druh Propionibacterium
freudenreichii

Tabulka 26 Zaznamenané hodnoty prahovych cyklii

Typ VZOTku Ct Ct Ct AC(
PK 12,4 11,9 11,4 11,90
NK - - - -

Eidam 273 27,9 27.3 27,50
Gouda 27.4 273 27,5 27.40
Emental 17,0 16,6 16,8 16,80
Cedar 282 27,7 27.5 27,80
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Znaceni kiivek: cervend — PK (Propionibacterium freudenreichii CCDM 1009), cerna — NK, fialovd —
eidam, modrd — gouda, oranzova — emental, zelend — cedar

Obrazek 25 HRM analyza produktii real-time PCR s primery specifickymi pro druh Propionibacterium
freudenreichii

Pomoci real-time PCR byly u vSech vzorki kromé negativni kontroly zjistény hodnoty
prahovych cykla (c). Udaje shrnuje Tabulka 26. Vyuzitim HRM produktd PCR byly pouze
u pozitivni kontroly a ementalu detekovany peaky urdujici teplotu tani (Tw). Udaje shrnuje
Tabulka 27.

Tabulka 27 Zaznamenané hodnoty teplot tani

Typ vzorku Tm [°C]
PK 93,0
NK -

Eidam -
Gouda -
Emental 93,0
Cedar -
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5.11 Real-time PCR a HRM analyza krivek tani pro druh Streptococcus
thermophilus

U vybranych vzorka byla provedena real-time PCR s naslednou analyzou kiivek tani s primery

specifickymi pro druh Streptococcus thermophilus (Thl a ThII). Pro analyzu byla pouzita DNA

izolovana ze syra eidam, gouda, emental a Cedar. Jako pozitivni kontrola byl pouzit bakterialni

druh Streptococcus thermophilus CCDM 1008. Vysledné amplifika¢ni kiivky a kiivky tani

vzorkl znazoriuje Obrazek 26 a Obrazek 27.

. Fluorescence
[ ) >

(R —- - —

; 10 15 20 25 Poletcykls 30
Znaceni krivek: cervend — PK (Streptococcus thermophilus CCDM 1008), cernd — NK, fialova — eidam,

modra — gouda, oranzova — ementdl, zelend — cedar

Obrazek 26 Amplifikacni ki'ivka real-time PCR s primery specifickymi pro druh Streptococcus
thermophilus

Tabulka 28 Zaznamenané hodnoty prahovych cyklii

Typ VZOTku Ct Ct Ct AC(
PK 12,4 11,9 11,4 11,90
NK - - - -

Eidam 273 27,9 27.3 27,50
Gouda 27.4 273 27,5 27.40
Emental 17,0 16,6 16,8 16,80
Cedar 282 27,7 27.5 27,80
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Znaceni krivek: cervend — PK (Streptococcus thermophilus CCDM 1008), cernd — NK, fialova — eidam,

modra — gouda, oranzova — ementdl, zelend — cedar
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Obrazek 27 HRM analyza produktii real-time PCR s primery specifickymi pro druh Streptococcus

thermophilus

Pomoci real-time PCR byly u vSech vzorka kromé negativni kontroly zjistény hodnoty
prahovych cykld (c). Udaje shrnuje Tabulka 28. Vyuzitim HRM produkti PCR byly opét
u viech produktt krom& negativni kontroly detekovany peaky uréujici teplotu tani (Tm). Udaje

shrnuje Tabulka 29.

Tabulka 29 Zaznamenané hodnoty teplot tani

Typ vzorku Tw [°C] Tm [°C]
PK 78.5 87.5
NK - -

Eidam 78.5 87.5
Gouda 78.5 87.5
Emental 78,5 87,5
Cedar 78,5 87,5
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5.12 Seznam analyzovanych bakterialnich druhu v jednotlivych druzich syru

Tabulka 30 Seznam analyzovanych bakteridlnich druhit v jednotlivych druzich syri

Bakterialni druh Eidam Gouda  Emental Cedar
Lacticaseibacillus casei + + + +
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus + + + +
Lactobacillus helveticus + - + +
Lactococcus lactis subsp. cremoris +* + +* +*
Lactococcus lactis subsp. lactis + + + +
Propionibacterium freudenreichii - - + -
Streptococcus thermophilus + + + +

* Neni mozné potvrdit z divodu nedostatecné amplifikace pozitivni kontroly.
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6 DISKUZE

6.1 Koncentrace a Cistota DNA izolované ze syru
Z komeréné dostupnych syru (eidam, gouda, emental a Cedar) byla provedena izolace DNA
fenolovou extrakci a také vyuzitim sady Omni Bacterial DNA Purification Kit.

Ze syru byly piipraveny hrubé lyzaty a naslednou fenolovou extrakci byla izolovana
bakterialni DNA. Vyhodou této metody je schopnost poskytnout velké mnozstvi DNA o vysoké
Cistote. Jeji nevyhoda vSak spociva v Casové narocnosti a pouziti toxickych chemikalii [63]. Po
fenolové extrakci byla DNA vysrazena ethanolem a rozpusténa ve 100 pl TE pufru.

Sada Omni Bacterial DNA Purification Kit je komercné dostupna sada pro izolaci DNA
z bakterialnich vzorkd. Tato metoda je rychlejsi a jednodussi nez fenolova extrakce, coz
usnadiiuje proces izolace DNA. Nevyhodou muze byt nizsi vytéZznost DNA [64]. Bakterialni
DNA izolovana touto metodou byla rozpusténa ve 100 ul EB pufru.

Pomoci pfistroje NanoDrop 2000c byla méfena absorbance DNA izolované ze syru
v rozmezi vinovych délek 230-330 nm. Z absorbance pfi vinové délce 260 nm byla pfistrojem
urcena koncentrace DNA.

Z vysledka, které shrnuji Tabulka 7 je patrné, Ze pouziti riznych metod izolace DNA muze
mit vliv na koncentraci izolované DNA. U vSech druha syra bylo zjisténo, ze izolaci pomoci
fenolové extrakce se ziskd DNA o vyS§si koncentraci nez v pfipade vyuziti sady Omni Bacterial
DNA Purification Kit. DNA o nejvyssich koncentracich, které se pohybovaly v rozmezi 263,5—
489.4 ng-pl!, byla izolovana z ¢edaru pomoci fenolové extrakce. Naopak nejnizsi koncentrace
byly nameéfeny u vzorkd z goudy izolovanych pomoci komercniho kitu, kde se koncentrace
pohybovaly v rozmezi 7,8-11,3 ng-ul”'. Rozdily mezi fenolovou extrakci a komerénim kitem
byly nejvyrazné&jsi u vzorkt z Cedaru a goudy.

Pokud porovname vysledky izolace DNA u jednotlivych syrt, Ize konstatovat, ze nejvyssi
koncentrace DNA byla ziskana z ¢edaru, kdy bylo dosaZeno hodnot pies 260 ng-ul™. Nejnizsi
koncentrace DNA byla zji§téna u eidamu, kde se hodnoty pohybovaly okolo 31-48 ng-pl™.
Tyto vysledky mohou byt ovlivnény mnozstvim bunék a DNA v jednotlivych syrech.

Na zakladé poméra hodnot absorbanci Aso/A2s0 a A260/A230 byla vyhodnocena mira Cistoty
izolované DNA. Tyto ukazatele slouzi jako mira ptitomnosti kontaminantli v izolované DNA.
Pokud je pomér hodnot absorbanci Azs0/A2so vEtSi nez hodnota 1,8, pfedpoklada se, ze vzorek
neobsahuje vyrazné mnozstvi proteinii. Pokud je pomér hodnot absorbanci Ajs0/A230 nizsi nez
hodnota 1,8, jsou vzorky kontaminovany fenolem [77]. Vysledky ukazuji, ze vétSina vzorka
izolovanych fenolovou extrakci vykazovala niz§i pomeér Aaso/A2s0 nez vzorky izolované
komer¢nim kitem (1,26-2,09 ku 1,88-2,15). Mohlo by se zdat, ze metoda izolace DNA pomoci
sady Omni Bacterial DNA Purification Kit vede k Cist&jsim vzorkim, nicméné hodnoty
Az60/A230 byly u vzorki izolovanych komercnim kitem v porovnani s fenolovou extrakci ¢asto
nizsi. U vzorkl izolovanych komer¢nim kitem z goudy, ementalu a ¢edaru dosahoval pomér
absorbanci A260/A230 hodnot v rozmezi 1,02—1,41, coz naznacuje silnou kontaminaci fenolem
nebo dalsimi latkami, které absorbuji pti vinové délce 230 nm [77]. Pouze vzorky izolované
z eidamu vykazovaly hodnoty blizici se pozadovanému poméru absorbanci Aaso/A230 > 1,8
(1,54-1,75).

Z toho vypliva, Ze metoda izolace DNA pomoci Omni Bacterial DNA Purification Kit vede
k cist§im vzorkiim DNA co se tyce kontaminace proteiny, avSak je nachylnéjsi na kontaminaci
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fenolem a polysacharidy, které absorbuji svétlo pti 230 nm. Toto je jeden z divodi pro¢ byly
pro dalsi praci vybrany u tfech ze ¢tyf druht syra vzorky izolované fenolovou extrakci. Vzorek
¢. 4 izolovany z goudy mél jako jediny pomér hodnot absorbanci Azso/A280 a Azeo/A230 vyS§Si
nez 1,8. Vzorek €. 5 izolovany z ementalu je jediny, u kterého je mozné konstatovat, ze obsahuje
pouze malé zneCisténi fenolem. Vzorky izolované z Cedaru ve vét§iné piipadech spliiovaly
podminky cistoty, proto byl vzorek ¢. 2 vybran na zaklade vysoké koncentrace. Pouze u vzorku
izolovaného ze syru eidam, byl vybran vzorek ¢. 8, ktery byl izolovan komercnim kitem.
Vsechny vzorky izolované fenolovou extrakci vykazovaly velmi silnou kontaminaci fenolem.

6.2 Real-time PCR

Zaucelem ovéfeni pritomnosti bakterialni DNA ve vzorcich syrti byla provedena real-time PCR
s vyuzitim primera pro druhovou identifikaci. Konkrétn€ se jedna o druhy Lacticaseibacillus
casei, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus helveticus, Lactococcus lactis
subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis, Propionibacterium freudenreichii
a Streptococcus thermophilus. DNA tii vzorkl byla izolovana fenolovou extrakci a jeden
vzorek byl izolovan pomoci sady Omni Bacterial DNA Purification Kit. Specifické produkty
PCR byly ovéteny pomoci vysokorozliSovaci kiivky tani.

6.2.1 Real-time PCR a HRM analyza specificka pro druh Lacticaseibacillus casei
Pritomnost DNA druhu Lacticaseibacillus casei byla ve vzorcich syra detekovana pomoci real-
time PCR. Diky grafu amplifikacnich kfivek byl u vSech vzorkl zjistén cyklus, ve kterém je
mnozstvi fluorescence daného vzorku detekovatelné. Jedna se o tzv. cyklus prahu (c).
U pozitivni kontroly se c; nachazel ve 14. cyklu a u jednotlivych vzorkl syri mezi 17. az 23.
cyklem. Pfitom nejniz§i hodnoty dosahoval u vzorku eidamu a nejvy$si naopak u vzorku
z ¢edaru. Nejvyssi koncentrace Lacticaseibacillus casei byla tedy ur€ena u eidamu.

HRM analyza potvrdila pfitomnost druhu Lacticaseibacillus casei ve vsech vzorcich syru.
Vrchol kiivky tani pozitivni kontroly se nachazel pii Tm = 84 °C a teploty tani vzorka byly
uréeny pii teplotach 81 °C a 81,5 °C. Rozdilné teploty tani mohou byt zptsobeny riznou
variabilitou v genetické informaci bakterie v syrech a bakterie pouzité u pozitivni kontroly.
Obdobn¢ byla prokazana pritomnost DNA druhu Lacticaseibacillus casei 1 jinymi autory [78].

6.2.2 Real-time PCR a HRM analyza specificka pro druh Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus

Pomoci real-time PCR byl ve vzorcich syri detekovan bakterialni druh Lactobacillus

delbrueckii subsp. bulgaricus. Cyklus prahu pozitivni kontroly byl pfekrocen v 11. cyklu

auvzorkll syrd mezi 13. az 19. cyklem. Na zaklad¢é hodnot c; 1ze konstatovat, ze nejvyssi

koncentrace bakterie byla stanovena u ementalu a nejnizsi u goudy.

Jako pozitivni kontrola byla pouzita bakterie Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
CCM 7190. Teplota tani pozitivni kontroly byla pti 88 °C a vSech vzorkt syrt pii 87,5 °C.
Negativni kontrola nebyla detekovana. Na zakladé téchto informaci byla ve vSech
analyzovanych syrech potvrzena pfitomnost bakterie Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus. Podobnym zpiisobem byla pfitomnost DNA této bakterie potvrzena i v jinych
studiich [78].
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6.2.3 Real-time PCR a HRM analyza specificka pro druh Lactobacillus helveticus
Izolovana DNA ze vzorku syru byla podrobena real-time PCR. U pozitivni kontroly byl cyklus
prahu stanoven ve 14. cyklu, u vzorku ementalu v 16. cyklu, u vzorku ¢edaru v 19. cyklu
au vzorku eidamu ve 27. cyklu. Cyklus prahu nebyl detekovan u vzorku z goudy a u negativni
kontroly.

Teplota tani pozitivni kontroly byla stanovena pii 79,5 °C. Stejna teplota byla stanovena také
u vzorku ementalu a eidamu. U vzorku ¢edaru byla teplota tani urCena pii 79 °C. Negativni
kontrola a ani vzorek goudy nebyly detekovany. Dosazenymi vysledky byla potvrzena
pfitomnost bakterie Lactobacillus helveticus pouze u syri emental, Cedar a eidam. Podobné
jako v jinych publikacich [79].

6.2.4 Real-time PCR a HRM analyza specificka pro druh Lactococcus lactis subsp.
cremoris

Ptitomnost DNA druhu Lactococcus lactis subsp. cremoris byla ve vzorcich detekovana

pomoci real-time PCR. Cyklus prahu vzorka syri byl stanoven v 16. az 21. cyklu. Avsak

u pozitivni a negativni kontroly nebyl zadny prahovy cyklus urcen.

Vyuzitim HRM analyzy byly teploty tani detekovany pouze u vSech vzorkt syra, konkrétné
pii 87,5 °C. U pozitivni a negativni kontroly nedoslo tvorbé peaku a tim padem nebylo mozné
urcité teplotu tani. Z vysledkt se zda, ze problém s nedostateCnou amplifikaci pozitivni
kontroly muze byt zpusoben $patnou kvalitou Sablony pozitivni kontroly. Dal§im moznym
faktorem muze byt nespravné uskladnéni pozitivni kontroly, které by vedlo k jejimu poskozeni.

I kdyz byl u vSech analyzovanych vzorkt syrt uréen cyklus prahu a teplota tani, neni mozné
ve vzorcich z divodu nedostatecné amplifikace pozitivni kontroly potvrdit pfitomnost bakterie
Lactococcus lactis subsp. cremoris.

6.2.5 Real-time PCR a HRM analyza specificka pro druh Lactococcus lactis subsp.
lactis
K detekci pritomnosti bakterie Lactococcus lactis subsp. lactis ve vzorcich syru bylo pouzito
real-time PCR. Vysledky ukazuji, ze u vSech vzorki, vCetné pozitivni i negativni kontroly byl
detekovan cyklus prahu. U dvou vzorkt syra byl stanoven ve 14. cyklu a zbylych dvou v 15.
cyklu. Cyklus prahu pozitivni a negativni kontroly se nachazel v 18. respektive 21. cyklu.
Naslednou HRM analyzou byly uréeny teploty tani. VSechny vzorky vcetné pozitivni
kontroly vykazovaly dva peaky a to pfi teplotach 87,5-88,0 °C a pii 75 °C. Negativni kontrola
tvotila peak pouze pii 75,5 °C. Podrobnéjsi analyzou nebylo potvrzeno, Zze by u negativni
kontroly doslo k tvorbé produkti PCR. Naopak byla potvrzena tvorba nespecifickych produkta
primer-dimer. Podobné jako v jinych publikacich lze na zaklad¢€ ziskanych dat potvrdit
ptitomnost bakteridlniho druhu Lactococcus lactis subsp. lactis ve vSech analyzovanych
vzorcich syru [79].
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6.2.6 Real-time PCR a HRM analyza specificka pro druh Propionibacterium
freudenreichii

Real-time PCR byla pouzita k detekci ptitomnosti bakterie Propionibacterium freudenreichii
ve Ctyfech druzich syri. PCR byla provedena s pouzitim primert specifickych pro danou
bakterii. Vysledky ukazaly, ze ¢ hodnota ementalu, kde se tato bakterie ocekava, byla 16,8,
zatimco u pozitivni kontroly byla 11,9. U goudy, ¢edaru a eidamu byl cyklus prahu stanoven
ve 27. cyklu. Negativni kontrola nebyla detekovana. Vyuzitim HRM analyzy byly teploty tani
detekovany pouze u pozitivni kontroly a ementalu. Gouda, ¢edar, eidam a negativni kontrola
nevykazovaly zadny peak. Na zakladé téchto vysledki lze konstatovat, ze bakterie
Propionibacterium freudenreichii byla detekovana pouze v ementdlu a v ostatnich syrech
nebyla nalezena. Pouzitelnost téchto primert byla potvrzena i v publikaci [75].

6.2.7 Real-time PCR a HRM analyza specificka pro druh Streptococcus thermophilus
Pomoci real-time PCR byl ve vSech vzorcich syrd zjistén bakterialni druh Streptococcus
thermophilus. Cyklus prahu byl u pozitivni kontroly detekovan pfi 15. cyklu. U ¢edaru jiz pfi
10. cyklu a eidamu respektive ementalu pifi 13. a 14. cyklu. Vzorek goudy byl detekovan pii
25. cyklu, proto je mozné tvrdit, ze bakterie Strepfococcus thermophilus byla nejméné
koncentrovana u vzorku goudy.

HRM analyza potvrdila pfitomnost tohoto druhu ve v§ech vzorcich syri. Teploty tani byly
identické u vSech vzorki i pozitivni kontroly (87,5 °C). U vSech vzorkt byly detekovany dalsi
peaky pfi teploté 78,5 °C. Negativni kontrola nevykazovala zadné peaky, proto je mozné soudit,
Ze niZ§i teplota je zpusobena vznikem nespecifickych produkti primer-dimer a vyssi teplota
dokazuje pfitomnost analyzované bakterie.
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7 ZAVER

Teoreticka Cast prace se vénuje popsani pozitivnich ucinkd probiotickych bakterii na lidsky
organismus. Zaroven byla charakterizovana vyroba syru se zaméfenim na pouzivané syrové
kultury. Dale byly uvedeny nejcastéjsi metody izolace nukleovych kyselin a metody stanoventi
jeji koncentrace a Cistoty.

V experimentalni ¢asti prace byla ziskana DNA ze ¢tyt druha syra, goudy, ¢edaru, ementalu
a eildamu. Izolace DNA byla provedena pomoci fenolové extrakce a sady Omni Bacterial DNA
Purification Kit. Po spektrofotometrickém stanoveni koncentrace a Cistoty DNA byl u kazdého
syru vybran jeden vzorek o nejvyssi kvalité, ktery byl nasledné pouzivan pro real-time PCR
a HRM analyzu. Nejvétsich vytézka DNA bylo dosazeno izolaci fenolovou extrakci. Z hlediska
cistoty DNA bylo pro izolaci nejvhodnéjsi pouziti fenolové extrakce. Pouze u jednoho ze Ctyt
vzorku syra nevykazovala izolace komercnim kitem vysoké znecisténi fenolem.

Pro ovéfeni izolované DNA byla pouzita real-time PCR s primery specifickymi pro druhy
Lacticaseibacillus casei, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus helveticus,
Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis, Propionibacterium
freudenreichii a Streptococcus thermophilus. Bohuzel v zadném z testovanych druht syru se
nepodafilo z davodu nedostate¢né amplifikace pozitivni kontroly potvrdit pfitomnost bakterie
Lactococcus lactis subsp. cremoris. Proto bylo mozné stanovit u vSech syri maximalné Sest
bakterii. Syr emental byl jediny, u kterého byla potvrzena pfitomnost vSech zkoumanych
bakterii. U syrt Cedar a eidam bylo shodné analyzovano pét z Sesti zkoumanych bakterii.
Bakterie Propionibacterium freudenreichii nebyla kromé ¢edaru a eidamu prokéazana takeé
u goudy, u které také nebyla potvrzena pfitomnost bakterie Lactobacillus helveticus.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

G
DNA
EDTA
HRM
NK
PCR
RNA
SDS
Tm
TVS

prah cyklu

deoxyribonukleova kyselina
kyselina etylendiamintetraoctova
vysokorozliSovaci kfivka tani
nukleova kyselina

polymerazova fetézova reakce
ribonukleova kyselina
dodecylsulfat sodny

teplota tani

tuku v suSiné
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