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ABSTRAKT 
Práce byla zaměřena na průkaz probiotických bakterií ve čtyřech komerčně dostupných sýrech 
(čedar, eidam, ementál a gouda). D N A byla izolována fenolovou extrakcí a komerčním kitem. 
Pomocí spektrofotometru byla u izolované D N A prokázána dostatečná koncentrace i kvalita 
pro další analýzu pomocí P C R v reálném čase a vysokorozlišovací analýzy křivek tání. 
K amplifikaci pomocí real-time P C R byly použity druhově specifické primery. V e výrobcích 
byla zkoumána přítomnost sedmi různých bakterií z rodů Lactobacillus, Lactococcus, 
Propionibacterium a Streptococcus. 

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

KLICOVA SLOVA 

P C R v reálném čase, probiotické bakterie, sýr, izolace D N A , H R M analýza 

KEYWORDS 
Real-time P C R , probiotics bacteria, cheese, isolation of D N A , H R M analysis 
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1 ÚVOD 
V posledních letech se stále více hovoří o významu probiotik pro zdraví. Vědci zkoumají, jaké 
prospěšné účinky mohou mít tyto mikroorganismy na trávicí a imunitní systém. Zároveň se také 
intenzivně zkoumá, v jakých potravinách jsou probiotika přítomna a jakým způsobem je možné 
je do stravy začlenit. 

Sýry jsou tradiční potravinou, kterou lidé konzumují j iž tisíce let. Vznikají fermentací mléka 
pomocí sýrařských kultur a jsou bohatým zdrojem bílkovin a vitamínů. Obsahují mnoho živin 
a mikroorganismů, které mohou mít pozitivní účinky na lidské zdraví. Mez i tyto 
mikroorganismy patří i probiotika. Pokud je narušena rovnováha mezi jednotlivými 
probiotickými kulturami v trávicím traktu, může to mít negativní dopad na trávení, alergie, 
imunitní systém a dokonce i na duševní zdraví, včetně úzkosti a deprese. Probiotické bakterie 
produkují kyselinu mléčnou, která dává sýru jeho charakteristickou chuť atexturu. Různé druhy 
sýrů obsahují rozdílné složení probiotických bakterií. Exaktní znalost konkrétního 
probiotického složení různých druhů sýrů může být užitečná pro vyhodnocení přínosu 
jednotlivých druhů pro náš střevní mikrobiom. Tyto poznatky mohou také pomoci přiblížit 
zdravotní benefity sýrů široké veřejnosti. 

Pro identifikaci probiotických bakterií v sýrech byla v této práci využita metoda real-time 
P C R (polymerázová řetězová reakce v reálném čase). Metoda P C R má v potravinářské chemii 
široké využití, zejména při izolaci D N A probiotických bakterií. Tato metoda umožňuje rychlou 
a efektivní amplifikaci D N A , což zjednodušuje identifikaci a kvantifikaci probiotických 
bakterií v potravinových produktech. To je velmi užitečné pro průmyslové výrobce potravin, 
kteří chtějí zajistit konzistentní kvalitu svých produktů obsahujících probiotika. Metoda P C R 
se také používá k diagnostice potravinově přenosných chorob a sledování mikrobiální 
kontaminace potravin. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 Probiotika 
Termín probiotikum je odvozen z latinského slova „pro" a řeckého slova „bios", což znamená 
„pro život" [1]. Opakem je slovo „antibiotikum" - „proti životu" [2]. Definice probiotik se 
v průběhu let na základě nových poznatku měnila. Dnes je za všeobecně uznávanou definici 
považována ta od Světové zdravotnické organizace (WHO) a Organizace pro výživu 
a zemědělství, které definovaly probiotika jako „živé mikroorganismy, které, pokud jsou 
podávány v adekvátním množství, prospívají hostiteli" [3], 

Díky četným vědeckým studiím zabývajícími se lidským mikrobiomem narůstá v posledních 
letech u široké veřejnosti zájem o probiotika. Dříve byly mikroorganismy považovány za něco, 
čemu je třeba se vyhýbat, avšak dnes roste povědomí o prospěšnosti některých mikroorganismů 
v lidském těle [4], 

S probiotiky je neslučitelně spojen mikrobiom, tím nejznámějším a nej rozsáhlejším je 
střevní. Gastrointestinální trakt lidského těla obsahuje obrovské množství mikroorganismů, 
které hrají zásadní roli při fungování imunitního systému. Mikroorganismy, se kterými žijeme, 
jsou pro nás životně důležité a rozhodují o našem fyzickém a psychickém zdraví i nemoci. 
Mohou nám prospívat, ale i škodit, pomáhat vstřebávat živiny, ale mohou i způsobovat trávicí 
problémy. Je dokázána vysoká spojitost mezi poruchami gastrointestinálního traktu a úzkostí 
nebo depresemi. U roztroušené sklerózy byla zaznamenána zvýšená propustnost střev. Různé 
analýzy naznačují, že chronická zácpa může být časným příznakem Parkinsonovy choroby. 
Důležitost střev si j iž před více než 2000 lety uvědomoval starověký lékař Hippokrat, který 
tvrdil: „Všechna onemocnění začínají ve střevech." [5], 

Trávicí trakt je vstupní bránou do našeho těla, nejen pro j ídlo a pití, ale i pro všechny 
škodliviny, jako jsou různé bakterie, viry a toxické látky. Právě díky mikroorganismům, které 
se nacházejí v lidském střevním traktu, tyto škodlivé látky odchází z těla pryč stolicí 
a nedochází k jejich nežádoucímu vstřebání do těla [6], 

K prvotnímu osídlení trávicího traktu mikroorganismy dochází při porodu dítěte během 
průchodu porodními cestami matky. Následným kojením se v trávicím traktu dítěte usídlují 
především bakterie rodu Bifidobacterium. Pokud ke kojení nedochází, nebo je porod veden 
císařským řezem, je střevní mikrobiom na probiotické bakterie chudý. Vývoj mikrobiomu 
u dětí narozených císařským řezem je odlišný od vývoje u vaginálně narozených dětí a rozdíly 
mohou přetrvávat až do 4 let věku. I když jsou tyto rozdíly přechodné, dopady na vývoj 
mikrobiomu během důležitého období imunitního programování mají trvalé zdravotní následky 
[7]. Ať už se jedná o zvýšenou pravděpodobnost alergie, atopie nebo astmatu [8]. Porodů 
císařským řezem celosvětově přibývá, proto se v posledních letech začíná využívat tzv. 
vaginální výsev, kdy bezprostředně po porodu jsou děti narozené císařským řezem potřeny 
matčiným vaginálním sekretem. Jedná se o prostředek přenosu vaginálního mikrobiomu matky 
na novorozence [7], 

Probiotické bakterie mají příznivý v l iv i na další části l idského těla, kde mikrobiom hraje 
důležitou roli pro zdraví člověka. Jedná se převážně o urogenitální trakt a dutinu ústní [9], 
Probiotika by mohla být užitečná pro prevenci i léčbu urogenitálního traktu zejména u žen, 
příznivý účinek byl prokázán například při léčbě bakteriální vaginózy [10, 11], 
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2.1.1 Narušení mikrobiomu 
Střevní mikrobiom tvoří několikanásobně větší počet buněk, než je vlastních buněk organismu. 
Předpokládá se, že obsahuje až 1000 bakteriálních druhů. Celková hmotnost bakteriální 
biomasy v lidských střevech se odhaduje na jeden až dva kilogramy. I přes velký pokrok 
v analytických metodách, není možné tato čísla určit přesně. M á se za to, že mnohé druhy 
nejsou stále objeveny a popsány. Je zajímavé, že při narušení střevního mikrobiomu nemusí 
docházet ke snížení hmotnosti, ale vždy dochází ke snížení rozmanitosti. Druhová diverzita 
může klesat i na méně než polovinu bakteriálních druhů [12]. 

Střevní mikrobiom může být narušen mnoha vl ivy, jako například: 
• Narození císařským řezem. 

Porod císařským řezem je spojen s nižší diverzitou bakteriálních kmenů. Zejména 
rod Bifidobacterium je u vaginálně narozených dětí významně častější. Jedná se 
o rod, který u kojenců podporuje vývoj a správné dozrávání imunitního systému 
k udržení zdraví [13]. 

• Absence kojení. 
Mikrobiom novorozenců je dále velmi ovlivňován kojením. Mateřské mléko je 
nej lepším zdrojem výživy bohaté na bakteriální kmeny, které osidlují střevní sliznici 
dítěte. Růst probiotických bakterií ve střevech dítěte je podporováno dalšími 
složkami, které jsou obsaženy v mléce. Jedná se především o prebiotické 
oligosacharidy [14]. 

• Konzumace antibiotik. 
Antibiotika jsou život zachraňující léky využívající se při bakteriálních infekcích 
a různých operací. Mají však i nežádoucí dopad na střevní mikrobiom. Způsobují 
snížení mikrobiální diverzity, což může mít negativní v l iv na zdraví člověka. 
Zvyšuje se náchylnost k infekci patogeny, jako je Clostridiodes difficile [15]. 
Obnova lidského mikrobiomu po léčbě antibiotiky je velmi pomalá a neúplná. Plné 
zotavení může trvat měsíce i roky [16]. 

• Strava - vysoce průmyslově zpracované potraviny. 
Strava a nutriční stav j sou důležitými faktory lidského zdraví. Současný životní styl 
vede populaci ke stále méně přirozené stravě, což přispívá k vyšší prevalencí 
chronických metabolických onemocnění, které souvisí s neurozánětlivými stavy 
[17]. Mnoho ingrediencí, které se přidávají do vysoce zpracovávaných potravin, má 
škodlivé účinky na střevní bariéru a vede ke snížení diverzity střevního mikrobiomu, 
což může vést až k tvorbě střevních zánětů [18]. Zdá se jako ideální konzumovat 
zejména biopotraviny, které ve srovnání s konvenčními potravinami mají vyšší 
obsah bioaktivních látek a zejména nižší obsah nezdravých látek, jako jsou 
pesticidy, které souvisejí s dysbiózou střevního mikrobiomu, toxicitou a imunitními 
poruchami u lidí [19]. 

• Hygiena vedoucí k nedostatku podnětů z okolí. 
Neméně důležitým faktorem, který ovlivňuje střevní mikrobiom jsou hygienické 
návyky člověka. Předpokládá se, že expozice mikroorganismů hraje jednu 
z klíčových rolí při formování imunitního systému. Tím se zlepšuje ochrana proti 
infekcím a snižuje se pravděpodobnost alergií [20], 

10 



2.1.2 Požadavky na probiotika 
Aby mohl probiotický mikroorganismus uplatnit své příznivé účinky na zdraví hostitele, musí 
vykazovat určité žádoucí vlastnosti. 

• Odolnost vůči podmínkám prostředí, kterým bakterie prochází. Jedná se převážně 
o kyselé prostředí žaludku, žlučové kyseliny a pankreatické šťávy. 

• Adheze na slizniční povrchy a schopnost kolonizace střeva [21]. 
• Užití dostatečného množství probiotik. Obecně se udává, že probiotické bakterie by 

měly mít v denní dávce minimální koncentraci 10 6/g a denně by mělo být 
zkonzumováno celkem 10 9/g probiotických bakterií [22], 

• Zachování životaschopnosti probiotik během výrobního procesu a skladování finálního 
výrobku. Mnoho mechanismů probiotického ú č i n k u j e závislých na životaschopnosti 
a aktivitě buněk, avšak ne všechny mechanismy jsou takto závislé. Jedná se například 
o adhezi k hostitelským tkáním a modulaci vrozených imunitních odpovědí [23], 

2.1.3 Využívané probiotické bakterie 
Probiotika jsou prospěšné živé mikroorganismy, jejichž pozitivní v l iv je potvrzen klinickými 
testy. Lze očekávat, že probiotické účinky mohou vykazovat i některé kmeny mikroorganismů, 
které nebyly přímo testovány, avšak náleží do druhu mikroorganismů, který otestován byl [24], 

Tabulka 1 Často používané probiotické organismy v potravinářských technologiích [25, 26, 27] 

Druhy rodu Lactobacillus Druhy rodu Bifidobacterium Různé rody  

Lactobacillus acidophilus 
Lactobacillus delbrueckii 
Lactobacillus helveticus 

Bifidobacterium animalis 
Bifidobacterium bifidum 
Bifidobacterium breve 
Bifidobacterium lactis 
Bifidobacterium longum 

Lacticaseibacillus casei 
Lacticaseibacillus rhamnosus 
Lactiplantibacillus pentosus 
Lactiplantibacillus plantarum 
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 lidí konzumuje probiotika ve formě doplňků stravy. Ty se však vyskytují i v běžných 
potravinách, které prošly bakteriálním kvašením. 

Tradičně jsou probiotika součástí mléčných výrobků, mezi ty nej známější patří jogurt. 
Vyrábí se kvašením mléka za využití bakterií rodu Lactobacillus, Streptococcus a případně 
Bifidobacterium [28]. Dalším, a na probiotika bohatším, kvašeným mléčným výrobkem je kefír, 
který se vyrábí přidáním kefírových zrn k mléku. Kefír je na rozdíl od jogurtu probioticky 
rozmanitější, obsahuje desítky různých druhů bakterií a kvasinek [29]. Dokonce i velké 
množství sýrů, jako jsou gouda, čedar a mozzarella, obsahuje zdraví prospěšné probiotické 
bakterie [30, 31]. 

Probiotika je však možné nalézt i u nemléčných potravin. Jsou to výrobky z ovoce, zeleniny, 
masa, cereálií a sóji. Producenti se pro výrobu inspirují v tradičních fermentačních procesech 
zpracování matric [32]. Konkrétně se jedná zejména o kvašené zelí, okurky a kimchi [33], 

2.1.5 Rod Lactococcus 
Rod Lactococcus náleží do domény Bacteria, kmene Firmicutes, třídy Bacilli, řádu 
Lactobacillales a čeledi Streptococcaceae [34]. Jedná se o grampozitivní nesporulující 
a nepohyblivé bakterie, které netvoří pouzdra. Bakterie rodu Lactococcus jsou fakultativně 
anaerobní a vyskytují se po dvojicích nebo v krátkých řetízcích. Fermentací sacharidů vzniká 
jako hlavní produkt kyselina mléčná [35], 

Bakterie tohoto rodu se převážně vyskytují na rostlinném materiálu a konkrétně druhy 
Lactococcus lactis ssp. lactis a Lactococcus lactis ssp. cremoris slouží v mléčných výrobcích 
jako startovací kultury na výrobu zakysaných smetan, mlék a sýrů všeho druhu. Mohou se 
používat samostatně nebo spolu s j inou specifickou kulturou mikroorganismů [6, 35], 

Obrázek 1 Lactococcus bacteria [36] 
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2.1.6 Rod Propionibacterium 
Rod Propionibacterium se řadí do domény Bacteria, kmene Firmicutes, třídy Actinomycetota, 
řádu Propionibacteriales a čeledi Propionibacteriaceae [37]. Bakterie rodu Propionibacterium 
jsou grampozitivní nesporulující a fakultativně anaerobní tyčinky. Tvoří krátké a často i široké 
tyčinky, které jsou samostatně, v párech nebo v řetízcích [38], 

Pro své vlastnosti se nejčastěji využívá druh Propionibacterium freudenreichii subsp. 
freudenreichii. Své uplatnění nachází v sýrařství, kde způsobuje tvorbu „ok" v sýrech 
sýrařského typu [38], 

Obrázek 2 Propionibacterium freudenreichii bacteria [39] 

2.1.7 Rod Lactobacillus 

Rod Lactobacillus se řadí do domény Bacteria, kmene Firmicutes, třídy Bacilli, řádu 
Lactobacillales a čeledi Lactobacillacae [40]. Jedná se o rozšířený rod, který se hojně vyskytuje 
v ústech, trávicím traktu savců a převážně v mléce, kde způsobuje přirozené kysání [41]. 

Bakterie rodu Lactobacillus jsou nesporulující anaerobní grampozitivní tyčinky nebo 
kokobacily [42]. Podle produktů metabolismu se dělí na dvě skupiny, homofermentativní 
mléčné bakterie a na heterofermentativní mléčné bakterie. První skupina při fermentaci 
sacharidů produkuje pouze kyselinu mléčnou. U druhé skupiny dochází fermentací sacharidů 
k tvorbě kyseliny mléčné a dále ethanolu, oxidu uhličitého a kyseliny octové [43], 
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Díky schopnosti mléčné kyseliny zpomalovat rozmnožování hnilobných bakterií 
a stafylokoků, jsou mléčné bakterie využívány ke konzervování zeleniny nebo různých krmiv 
[44]. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus a často i Lactobacillus acidophilus se 
využívají při přípravě jogurtů. Homofermentativní druhy Lactobacillus casei a Lactobacillus 
helveticus se používají při výrobě sýrů [41]. 

Obrázek 3 Lactobacillus bacteria [45] 

2.2 S ý r y 
Podle současné vyhlášky č. 397/2016 Sb., o požadavcích na mléko a mléčné výrobky, mražené 
krémy a jedlé tuky a oleje, je sýr definován jako mléčný výrobek vyrobený vy srážením mléčné 
bílkoviny z mléka působením syřidla nebo j iných vhodných koagulačních činidel, oddělením 
podílu syrovátky a následným prokysáním nebo zráním [46], 

Sýry se dělí do skupin: přírodní, tavené a syrovátkové. Přírodní sýry jsou vyráběny přímo 
z mléka, kdežto na výrobu tavených sýrů je potřeba sýrů přírodních, které projdou řadou úprav. 
Přírodní sýr je možno dělit na podskupiny: zrající, zrající pod mazem, zrající v celé hmotě, 
s plísní na povrchu, s plísní uvnitř hmoty, dvouplísňový, v solném nálevu a pařený, extra tvrdý 
(ke strouhání), tvrdý, polotvrdý, poloměkký a měkký [47], 

Časté je dělení podle obsahu sušiny: 
• Tvrdé (obsah vody maximálně 45 %) 
• Měkké (obsah vody minimálně 45 %) [48], 

A podle procentuálního zastoupení tuku v sušině: 
• Vysokotučné (nad 60 %) 
• Plnotučné (45-60 %) 
• Polotučné (25-45 %) 
• Nízkotučné (10-25 %) 
• Odtučněné sýry (pod 10 %) [48], 
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2.2.1 Technologie výroby sýrů 

Výběr mléka 

Pasterace 
a homogenizace 

Přídavek C a C h 
a K N 0 3 

Přídavek 
startovacích kultur 

i 

Sýření 

I 
Zpracování 

sýřeninv 
• Syrovátka 

r 

Formování Syrovátka 

r 

Lisování Syrovátka 

Solení 

• 

Zrání 

Obrázek 4 Schéma výroby sýru [49] 

15 



Výroba jakéhokoliv druhu sýru začíná výběrem vhodného mléka, nejčastěji kravského. N a 
některé druhy sýrů se používá mléko ovčí nebo kozí, případně jejich směs. N a získání vhodného 
mléka o přijatelné jakosti má v l iv mnoho faktorů (volná pastva, plemeno zvířete, vhodné 
klimatické podmínky). Konzumací nevhodných druhů bylin (česnek, cibule a další) dojde 
ke znehodnocení senzorických vlastností mléke a následně i sýrů. Naopak pozitivní v l iv na 
složení mléka má volná pastva dobytka, která vede k nárůstu koncentrace omega-3 M K 
a lepšímu aromatickému profilu mléka [50], 

Mléko pro výrobu sýrů je obvykle pasterováno, aby byla zajištěna jeho zdravotní 
nezávadnost a trvanlivost. Běžně se provádí po dobu 15-20 s a při teplotě 72-75 °C. Pasterace 
inaktivuje patogeny {Escherichia, coli, Listeria monocytogenes, Salmonella spp. a mnohé další) 
včetně velmi nebezpečné bakterie Mycobacterium tuberculosis [50]. Aby se minimalizovalo 
vyvstávání mléčného tuku na povrch mléka, provádí se zejména u plísňových sýrů proces zvaný 
homogenizace. Mléko je pod vysokým tlakem hnáno úzkou štěrbinou, čímž dochází 
ke zmenšování tukových kuliček [51]. 

Do tepelně ošetřeného mléka se přidávají aditivní látky, které slouží k vylepšení 
technologických vlastností. Jedním z aditiv je chlorid vápenatý, který zlepšuje syfitelnost 
a zvyšuje pevnost gelu. Dusičnan draselný je druhý z b ě ž n ě používaných aditiv. Jeho 
redukovaná forma se využívá pro svou schopnost zabraňovat klíčení spor bakterií, které mohou 
způsobovat defekty při tzv. duření sýrů [50, 52], 

Jedním z klíčových kroků při výrobě sýrů je přídavek startovacích kultur. Jedná se 
o mikrobiální dodání velkého počtu buněk alespoň jednoho mikroorganismu, jehož hlavní 
funkcí je způsobit ryché oky selení. Přídavek vybraných startovacích kultur do pasterizovaného 
mléka umožňuje řídit fermentační proces a získat standardizovaný produkt [53]. Tyto bakterie 
se používají při výrobě fermentovaných potravin j iž mnoho let a jsou bezpečné. Nejčastěji 
používanými bakteriemi jako startovací kultury jsou zástupci rodů Lactobacillus, Lactococcus, 
Streptococcus, Leuconostoc aEnterococcus [54]. Zvyšují trvanlivost a mikrobiální bezpečnost, 
zlepšují texturu a přispívají k senzorickému profilu konečného produktu [54]. Oky selení 
ve vhodném tempu a čase je pravděpodobně nej kritičtějším krokem při výrobě sýru, protože 
zabraňuje růstu patogenních mikroorganismů, ovlivňuje aktivitu enzymů během zrání a tím 
chuť konečného produktu [55], 

Po přídavku startovacích kultur a jejich namnožení následuje sýření. Jedná se o proces, při 
kterém dochází ke srážení mléčné bílkoviny kaseinu, což vede k přeměně tekutého mléka na 
hmotu o konzistenci podobné pudinku [52], 

Zpracování sýřeniny je u různých druhů sýrů odlišné. Hlavním cílem je co nejvíce podpořit 
synerezi. Proces začíná krájením, kdy je sýřenina krájena speciálními noži na kusy 
o požadované velikosti, obvykle o velikosti 8-15 mm [56]. Velikost sýrového zrnaje stěžejním 
faktorem ovlivňující obsah vlhkosti sýru. N a čím menší kousky je sýřenina krájena, tím je větší 
povrch, ze kterého se může uvolňovat syrovátka. Z toho vyplívá, že tvrdé sýry mají menší zrno 
a měkké naopak větší. Zrno se dále šetrně míchá v uvolněné syrovátce [52], 

U trvdých a polotvrdých sýrů pokračuje proces dohříváním sýřeniny. Teplota se zvýší 
na teplotu dosoušení, která je však závislá na typu sýru. Při výrobě nízkodohřívaných sýrů se 
teplota pohybuje okolo 34-42 °C. U vysokodohřívaných sýrů se sýrové zrno přihřívá na 5 2 -
56 °C [57]. 
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Při dosažení požadovaného stupně synereze se přistupuje k formování, čímž se sýřenině 
začne dávat tvar. Z forem odtéká syrovátka a sýr se odvodňuje a tvaruje. U tvrdých 
a polotvrdých sýrů je odvodňování podpořeno lisováním. Lisování však musí být pozvolné 
a tlak nesmí narůstat rychle, jinak by to vedlo k předčasnému uzavření struktury sýra, čímž by 
se zamezilo odtoku syrovátky. Měkké sýry jsou lisovány pouze vlastní vahou [52], 

Solení při zrání sýrů plní různé funkce. Zejména ovlivňuje růst a přežití bakterií, podporuje 
synerezi sýřeniny, což má za následek vypuzení syrovátky a tím snížení vlhkosti sýra 
a v neposlední řadě má pozitivní v l iv na senzorické vlastnosti sýru. Z hlediska způsobu solení 
se sýr buď ponoří do solné lázně, nebo se povrch sýra potírá solí, nebo se přidává sůl přímo do 
sýřeniny [50], 

Během finálního kroku zrání sýra se sýřenina, která je bez chuti, mění na žádoucí sýr 
s charakteristickým vzhledem, chutí a vůní. V průběhu zrání dochází k řadě biochemických 
reakcí, jako jsou glykolýza, proteolýza a lipolýza. Dále k různým sekundárním přeměnám, které 
jsou zodpovědné především za jemnější aspekty sýrové chuti. Doba zrání je závislá na typu 
sýru. Obecně platí, že tvrdé sýry zrají dlouhé týdny až roky, zatímco měkké sýry se uchovávají 
v řádu dní [50], 

2.2.2 Sýry s nízkodohřívanou sýřeninou 
Působením pasterace je velká část mikroorganismů obsažených v mléce zničena, proto je nutné 
do něj přidávat mikroorganismy nové. Jejich hlavním úkolem je fermentovat sacharidy za 
produkce kyseliny mléčné a dalších látek. 

Mez i sýry s nízkodohřívanou sýřeninou patří holandské polotvrdé sýry. Hlavními zástupci 
jsou eidam, gouda a čedar [56]. Eidam je u nás nej rozšířenějším tvrdým sýrem. Vyrábí se 
s různým obsahem tuku v sušině, obvykle mezi 30 a 60 % [58], 

Pro holandské sýry jsou typické kultury ve složení: 
• Lactococcus lactis subsp. lactis 
• Lactococcus lactis subps. cremoris 
• Lacticaseibacillus casei 
• Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis 
• Lactobacillus helveticus [59] 

2.2.3 Sýry s vysokodohřívanou sýřeninou 
Při výrobě sýrů se obecně jako základ používá mezofilní (tzv. smetanová) kultura. U sýrů 
s vysokodohřívanou sýřeninou se tato kultura kombinuje s termofilní kulturou a případně 
s propionovou kulturu. Taje složena z bakterií rodu Propionibacterium. Používá se při výrobě 
sýrů s tvorbou ok v těstě (např. ementál). Působením bakterií vznikají v těstě oka vytvořená 
oxidem uhličitým, který vzniká fermentací laktátu. 

Složení mezofilní kultury: 

• Lactococcus lactis subsp. lactis 
• Lactococcus lactis subsp. cremoris 
• Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris 
• Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum [59] 
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Složení termofilní kultury: 
• Streptococcus thermophilus 
• Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 
• Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis 
• Lactobacillus helveticus 
• Lacticaseibacillus casei [59] 

2.3 Metody izolace DNA 
Izolace nukleových kyselin je klíčovým procesem analyzačních metod molekulární biologie. 
Jde o metodu čištění D N A pomocí různých fyzikálních a chemických metod, kdy se D N A 
izoluje od buněčných membrán, proteinů a dalších buněčných složek [60]. Je známo mnoho 
způsobů získávání nukleových kyselin, všechny však fungují na společném principu. V první 
řadě je třeba vyvolat lyži buněk, tzn. narušit buněčnou stěnu a plazmatickou membránu. Toho 
lze docílit několika způsoby. Chemicky, fyzikálně, enzymaticky nebo kombinací všech 
předchozích metod. Z enzymů se často používá lysozym a z detergentů dodecylsulfát sodný 
(SDS). Fyzikálních metod, zejména drcení a mletí, je třeba využít u strukturovanějších 
materiálů [61]. Vzniklá směs D N A , R N A , zbytků buněčné stěny a plazmatické membrány, 
proteinů a dalších složek j e označována jako tzv. hrubý lyzát. Proteiny, které jsou schopny se 
vázat na D N A , je třeba odstranit působením proteinasy K . Zat ímco odstranění R N A není vždy 
nutné. V případě, že byla izolace prováděna za účelem použití pro P C R , není přítomnost R N A 
na škodu. V průběhu P C R dojde pouze k amplifikaci specifického úseku D N A [62], 

2.3.1 Fenol-chloroformová extrakce 
Izolace D N A pomocí fenol-chloroformové extrakce patří mezi dříve často využívané metody. 
Její výhodou je schopnost poskytnout velké množství D N A o vysoké čistotě. Naopak 
nevýhodou je pracnost a časová náročnost izolace. Velkým problémem této metody je práce 
s toxickými rozpouštědly [63], 

Princip metody je založen na přídavku směsi fenolu s chloroformem k hrubému lyzátu, díky 
čemuž dochází k denaturaci a vy srážení proteinů. Následnou centrifugací je rozdělena vodná 
fáze od organické. Vodná fáze obsahuje nukleové kyseliny a v organické fázi jsou proteiny 
s tuky. Nakonec je třeba D N A získat z vodného roztoku. Toho se dosáhne vysrážení ethanolem 
[63]. 

2.3.2 Izolace pomocí kolonek 
Izolace s využitím komerčně dostupných kolonek je v dnešní době nej častějším způsobem 
izolace D N A . Tato metoda má velké pozitivum ve své rychlosti a nepoužívání toxických 
rozpouštědel. N a druhou stranu je finančně nákladná [64], 

Materiál kolonky je schopen za určité koncentrace solí a určitého p H absorbovat D N A . 
Ostatní buněčné složky hrubého lyzátu zůstanou v roztoku a neabsorbují se na matrici kolonky. 
Roztok je odstraněn centrifugací a D N A je vyplavena do vhodného pufru [65], 
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2.4 S t a n o v e n í koncentrace a č is toty n u k l e o v ý c h kyselin 
Pro správné fungování zvolených molekulárně diagnostických metod, je nezbytné vybrat 
spolehlivé metody stanovení koncentrace a čistoty N K . Obvykle používanými metodami jsou 
optické metody, mezi které patří spektrofotometrie a fluórometrie [66], 

Stanovení koncentrace a čistoty N K pomocí přístroje NanoDrop 2000c je velmi rychlé 
a spolehlivé. Minimální objem potřebný pro přesný údaj přístroje je jednou z hlavních výhod 
oproti použití běžného spektrofotometru. Přístroj měří kromě koncentrace vzorku a poměru 
absorbancí při 260 a 280 nm celé spektrum absorbance. Což umožňuje lépe detekovat případné 
kontaminanty na základě jejich vlnových délek absorbance. Maximální absorbance N K nastává 
při vlnové délce 260 nm. Intenzita této absorbance je úměrná koncentraci N K . K určení čistoty 
vzorku využívá poměru A260/A280. Obecně se uznává, že dostatečně čistá D N A poskytuj e poměr 
A260/A280 v rozmezí 1,8 až 2,0. Nižší poměr značí proteinovou kontaminaci [66], 

Citlivej ší metodou kvantifikace N K j sou fluorometrické metody. Poté, co se barviva navážou 
na nukleové kyseliny, jsou barviva excitována na jedné vlnové délce. Z toho důvodu budou 
různé koncentrace N K vykazovat rozdílnou intenzitu signálu. Tato metoda je vhodná pro silně 
zředěné vzorky o nízké koncentraci N K . Oproti přístroji NanoDrop 2000c neposkytuje 
informaci o čistotě vzorku [66, 67]. 

2.5 Real-time P C R 
Kvantitativní polymerázová řetězová reakce je metoda založena na principu klasické P C R , kdy 
dochází k amplifikaci vybraného úseku D N A . Kombinace vynikající citlivosti, specifičnosti 
a zkrácené doby, kdy je třeba po klasické P C R provést analýzu, činí z real-time P C R více než 
dobrou alternativou ke konvenční P C R [68], 

2.5.1 Průběh reakce 
Amplifikace vybraných úseků D N A je dosaženo díky tzv. primerům, což jsou fragmenty 

D N A o přibližně 20 nukleotidech. Při reakci, podobně jako u konvenční P C R , je využíváno 
cyklicky se opakujících změn teplot, při kterých dochází k denaturaci D N A , hybridizaci 
primerů a syntéze nových řetězců D N A [69]. Rozdílné je to, že v průběhu každého cyklu je 
zaznamenávána fluorescence. Obvykle jsou používána interkalační barviva, která při navázání 
na dvouřetězcovou D N A výrazně fluoreskují, zatímco pokud jsou v reakční směsi pro P C R ve 
volné formě, téměř záření neemitují. Jako interkalační barvivo se nejčastěji využívá S Y B R 
Green I, jehož výhodou je jednoduchost a dobrá finanční dostupnost. Jelikož S Y B R Green I 
patří k nespecifickým fluorescenčním substrátům, není schopné rozlišit specifické 
a nespecifické produkty P C R . Barvivo se totiž může vázat do jakékoliv dvouvláknové 
struktury, např. do dimerů primerů [68, 69], 

V průběhu reakce stoupá množství dvouvláknové D N A a s ní i množství fluorescence. Vše 
je zaznamenáváno v závislosti na počtu proběhlých cyklů. Výsledkem je amplifikační křivka. 
Podle jejího tvaru lze průběh reakce rozdělit na 4 fáze [69], 

Během první fáze je v reakční směsi pouze malé množství amplifikované D N A a intenzita 
fluorescenčního signálu je natolik nízká, že nepřekračuje mez detekce zařízení. Průběh druhé 
fáze je exponenciální a intenzita fluorescence se dostává nad úroveň pozadí. Cyklus, ve kterém 
je množství fluorescence daného vzorku detekovatelné, se nazývá cyklus prahu (ct). Platí, že 
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čím nižší je hodnota ct, tím vyšší je počáteční koncentrace templátové D N A , a naopak. Třetí 
fáze je fáze lineární, kdy rychle roste množství D N A , ale klesá množství D N A polymerázy, 
a tím pádem i klesá rychlost reakce. V závěrečné, tzv. plateau fázi, dochází v důsledku 
spotřebování reakční ch komponentů k výraznému zpomalení reakce. Množství D N A je 
maximální a nedochází k žádnému dalšímu nárůstu fluorescence [69], 

Ct Počet cyklů 

Obrázek 5 Amplifikační křivka [69] 

2.5.2 Vysokorozlišovací analýza křivek tání (HRM) 

Analýza křivek tání, nebo její pokročilá forma vysokorozlišovací analýza křivek tání H R M , je 
často využívána v real-time P C R k ověření, zda v průběhu reakce vznikají nespecifické 
produkty nebo dimery primerů [69], 

Metoda využívá poznatku, že různé P C R produkty mají různou teplotu tání (T m ) . Ta je 
definována jako teplota, při které je 50 % D N A rozděleno na jednotlivé šroubovice. Teplota 
tání závisí jednak na délce fragmentu D N A , tak i na počtu bází guaninu a cytosinu. Sekvence 
D N A s vysokým obsahem bází guanin-cytosin mají vyšší teplotu tání než ty, které j ich mají 
méně. Je to dáno tím, že guanin je vázán k cytosinu třemi vodíkovými vazbami, zatímco adenin 
k thyminu pouze dvěma [70], 

Princip H R M spočívá v postupném zvyšování teploty, což má za následek rozdělení 
amplifikované dvouřetězcové D N A . Z počátku reakce je barvivo vázané k D N A a je tedy 
možné pozorovat fluorescenci. Následným oteplováním dochází k rozdělování vláken D N A 
a tím k oddělování barviva do roztoku, kde není schopno emitovat fluorescenci. S narůstající 
teplotou fluorescence klesá. Výsledkem je křivka tání neboli závislost fluorescence na teplotě. 
T m amplikonu může být určena z inflexního bodu křivky tání nebo z píku získaného derivací 
fluorescence v závislosti na teplotě [70], 

20 



3 CÍL PRÁCE 
Cílem teoretické části práce bylo charakterizovat probiotické bakterie, které se v poslední době 
stávají stále populárnej ší díky svým pozitivním účinkům na lidské zdraví. Dále byl kladen důraz 
na technologii výroby sýrů a používané sýrařské kultury při této výrobě. 

Experimentální část byla zaměřena na zvládnutí techniky izolace bakteriální D N A z různých 
druhů sýrů a následné detekce a kvantifikace D N A pomocí real-time P C R a vysokorozlišovací 
analýzy křivek tání ( H R M ) . 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

4.1 K o m e r č n í v ý r o b k y 

N a analýzu byly v komerčních sítích zakoupeny čtyři druhy sýrů. 

4.1.1 Eidam sýr 30 % TVS 
• Přírodní polotvrdý sýr. Obsah sušiny 50 %. 
• Složení: pasterované mléko, jedlá sůl, stabilizátor chlorid vápenatý, sýrařské kultury, 

syří dl o 
• Výrobce: S M Mazowsze, Grunwaldzka 97, Chorzele 

Obrázek 6 Sýr eidam 
4.1.2 Gouda sýr 

• Přírodní polotvrdý sýr. 
• Složení: mléko, jedlá sůl, mlékařské kultury, barvivo: karoteny. 
• Výrobce: Madeta a.s., Rudolfovská tř. 246/83, 370 01 České Budějovice 

Obrázek 7 Sýr gouda 
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4.1.3 Ementál sýr 45 % TVS 
• Plnotučný sýr, Obsah sušiny min. 60 %. 
• Složení: pasterované mléko, jedlá sůl, mikrobiální syřidlo, sýrařské kultury 
• Výrobce: Goldsteig Käsereien 

Bayerwald GmbH, 
Siechen 11,D-93413 Cham, 
Německo 

Obrázek 8 Sýr ementál 

4.1.4 Čedar sýr 48 % TVS 
• Přírodní tvrdý plnotučný sýr. Obsah sušiny min. 61 %. 
• Složení: pasterované mléko, jedlá sůl, mlékárenské kultury, syřidlo, barvivo E 160b 
• Země původu surovin: Irsko 
• Distributor: Bidfood Czech Republic, spol. s.r.o., V Růžovém údolí 553, 278 01 

Kralupy nad Vltavou 

Obrázek 9 Sýr čedar 
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4.2 B a k t e r i á l n í kultury 
• Lacticaseibacillus casei C C M 7088 
• Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus C C M 7190 
• Lactobacillus helveticus C C D M 1017 
• Lactococcus lactis subsp. cremoris C C D M 1004 
• Lactococcus lactis subsp lactis C C D M 1007 
• Propionibacterium freudenreichii C C D M 1009 
• Streptococcus thermophilus C C D M 1008 

4.3 V y b a v e n í l a b o r a t o ř e 

4.3.1 Chemikálie 
• Agaróza 
• B B pufr ( O M N I International, U S A ) 
• C B H pufr ( O M N I International, U S A ) 
• Chloroform-isoamylalkohol (CIS), (Lachema, Brno, Česká republika) 
• Destilovaná voda ( F C H V U T , Brno, Česká republika) 
• D N A standard (100 bp), (Malamité, Moravské Prusy, Česká republika) 
• D L B pufr ( O M N I International, U S A ) 
• Dodecylsulfát sodný (SDS), (Sigma-Aldrich, St. Louis, U S A ) 
• D W pufr ( O M N I International, U S A ) 
• E B pufr ( O M N I International, U S A ) 
• Ethanol (Penta, Chrudim, Česká republika) 
• Fenol (Lachema, Brno, Česká republika) 
• Hydroxid sodný 
• Chloroform (Penta, Chrudim, Česká republika) 
• Isoamylalkohol (Lachema, Brno, Česká republika) 
• Kyselina boritá (Penta, Chrudim, Česká republika) 
• Kyselina etylendiamintetraoctová ( E D T A ) , (Penta, Chrudim, Česká republika) 
• Kyselina chlorovodíková (Lachema, Brno, Česká republika) 
• L D Green (Elisabeth Pharmacon, spol. s.r.o., Brno, Česká republika) 
• Lysozym (Serva, Heidelberg, SRN) 
• Octan sodný (Lachema, Brno, Česká republika) 
• Proteináza K (Serva, Heidelberg, SRN) 
• PS Green (Elisabeth Pharmacon, spol. s.r.o., Brno, Česká republika) 
• Tris-báze (Serva, Heidelberg, SRN) 

4.3.2 Přístroje a pomůcky 
• Centrifuga mini Spin (Eppendorf, Hamburg, Německo) 
• Běžné laboratorní sklo a j iné umělohmotné pomůcky 
• Detekční systém pro vizualizaci gelu (Azure biosystems C200, Dublin, Irsko) 
• Eppendorfovy zkumavky (Eppendorf, Hamburg, Německo) 
• Exsikátor typu N 86 K N . 18 ( K N F Neuberger Labport, Freiburg, SRN) 
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• Laboratorní váhy O H A U S S C O U T S K X 6 2 2 (USA) 
• Laminární box A U R A M I N I ( E U R O C L O N E , Itálie) 
• LightCycler Nano System (Roche, Basel, Švýcarsko) 
• Mikropipety Discovery H T L (PZ H T L , Varšava, Polsko) 
• Mikrovlnná trouba P R O L I N E S M 117 
• M i n i kolonky (Bacterial D N A Ki t , O M N I International, U S A ) 
• Minicentrifuga S P E C T R A F U G E MINI) 
• NanoDrop 2000c U V - V I S spektrofotometr (Thermo Scientific, U S A ) 
• Termocyklér Rotor-Gene 6000 (Quigen, Austrálie) 
• Thermo-Shaker (TS-100C BioSan, Riga, Lotyšsko) 
• Zařízení pro elektroforézu Owl EasyCast, model B l (Thermo Scientific, U S A ) 
• Zdroj napětí pro elektroforézu Enduro 300 V (Labnet International, Woodbridge, U S A ) 

4.4 P ř í p r a v a r o z t o k ů 

4.4.1 Roztoky pro přípravu hrubých lyzátů bakteriálních buněk 
• 0,5 M E D T A (pH 8,0) 

186,1 g E D T A bylo za stálého míchání na magnetické míchačce rozpuštěno v 800 ml 
destilované vody. Postupným přidáváním N a O H bylo upravováno p H na hodnotu 8,0. Roztok 
byl doplněn destilovanou vodou na 1 litr a sterilován při 121 °C po dobu 20 minut. 

• 1 M Tris -HCL (pH 7,8) 
121,1 g Tris-báze bylo rozpuštěno v 800 ml destilované vody. Pomocí koncentrované HC1 bylo 
p H roztoku upravováno na hodnotu 7,8. Roztok byl doplněn destilovanou vodou na 1 litr 
a sterilován při 121 °C po dobu 20 minut. 

• Roztok 20% dodecylsulfátu sodného 
20 g tuhého SDS bylo za stálého míchání rozpuštěno v 80 ml destilované vody. Roztok byl 
okamžitě zahřát na 68 °C a jeho p H bylo koncentrovanou H C L upraveno na hodnotu 7,0. 
Roztok byl doplněn destilovanou vodou na 100 ml a po promísení byl rozdělen do alikvotní ch 
podílů a ponechán při laboratorní teplotě. 

• Lyzační roztok A 
Roztok byl připraven smísením 10 ml 0,1 M Tr is -HCl (pH 7,8) a 1 ml 0,5 M E D T A . Následně 
byl doplněn destilovanou vodou na objem 100 ml. 

• Lyzační roztok B 
K lyzačnímu roztoku A byl přidán lysozym na výslednou koncentraci 3,0 mg/ml. 

• Proteináza K (10 mg/ml) 
10 mg proteinázy bylo rozpuštěno v 1 ml sterilní destilované vody. Roztok byl následně 
zředěn na koncentraci 100 [ji/ml, rozdělen do alikvotní ch podílů. Proteináza K byla 
uchovávána při teplotě -20 °C. 
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4.4.2 Roztoky pro izolaci bakteriální DNA 
• Fenol 

Nasycený roztok fenolu upravený na p H 7,8 v T E pufru. Fenol byl rozdělen do alikvotní ch 
podílů a uchováván při teplotě -20 °C. 

• Octan sodný 
40,81 g trihydrátu octanu sodného bylo rozpuštěno v 80 ml destilované vody. Pomocí ledové 
kyseliny octové bylo p H upraveno na hodnotu 5,2. Roztok byl doplněn destilovanou vodou na 
100 ml a sterilován při 121 °C po dobu 20 minut, následně byl rozdělen do alikvotní ch podílů 
a uchováván při teplotě 4 °C. 

• T E pufr 
1 ml 1 M T r i s - H C L (pH 7,8) byl smíchán s 0,2 ml 0,5 M E D T A (pH 8,0). Roztok byl doplněn 
sterilní destilovanou vodou na objem 100 ml a následně rozdělen do alikvotní ch podílů. 

4.4.3 Roztoky pro agarózovou elektroforézu 
• 0,5 x T B E pufr 

54 g Tris-báze a 27,5 g kyseliny borité bylo rozpuštěno v 600 ml destilované vody. Následně 
bylo přidáno 20 ml 0,5 M E D T A (pH 8,0) a roztok byl doplněn na 1 litr. Před použitím byl 
roztok 0,5 M E D T A lOx zředěn destilovanou vodou. 

• Agarózový gel pro elektroforézu 
Navážka 0,8 g agarózy byla rozpuštěna ve 100 ml 0,5 x T B E pufru. 

4.4.4 Komponenty P C R 
• Primery specifické pro druh Lacticaseibacillus casei 
• Primery specifické pro druh Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 
• Primery specifické pro druh Lactobacillus helveticus 
• Primery specifické pro druh Lactococcus lactis subsp. cremoris 
• Primery specifické pro druh Lactococcus lactis subsp. lactis 
• Primery specifické pro druh Propionibacterium freudenreichii 
• Primery specifické pro druh Streptococcus thermophilus 
• q P C R 2x S Y T O - 9 Master M i x (Top-Bio s.r.o., Praha, Česká republika) 
• Voda pro P C R (Top-Bio s.r.o., Praha, Česká republika) 
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4.5 Metody 

4.5.1 Příprava hrubých lyzátů 
• 20 g sýru bylo rozetřeno ve třecí misce s 30 ml sterilní vody. 
• Směs byla přefiltrována přes sterilní gázu. 
• 0,5 ml této směsi bylo napipetováno do 1,5 ml Eppendorfových zkumavek. 
• Vzorek byl centrifugován po dobu 5 minut při 10 000 ot/min. 
• Supernatant byl slit a sediment se nechal okapat. 
• Sediment byl resuspendován 1 ml lyzačního roztoku A . 
• Suspenze byla centrifugována po dobu 5 minut při 10 000 ot/min. 
• Supernatant byl slit a sediment se nechal okapat. 
• K sedimentu bylo přidáno 500 ul lyzačního roztoku B . Směs byla promíchána. 
• Vzorek byl ponechán k inkubaci při laboratorní teplotě po dobu 30 minut. 
• K suspenzi bylo přidáno 25 ul 25% SDS a 5 ul proteinázy K (100 ul/ml). Směs byla 

promíchána. 
• Vzorek byl ponechán k inkubaci při 55 °C po dobu 90 minut. 

4.5.2 Fenolová extrakce bakteriální DNA 
• K 600 ul hrubého lyzátu bylo přidáno stejné množství fenolu. 
• Směs byla kývavým pohybem 4 minuty promíchávána a vzorek byly centrifugován po 

dobu 5 minut při 10 000 ot/min. 
• Do čisté Eppendorfovy zkumavky byla pomocí pipety odebrána vodná fáze obsahující 

D N A . 
• K vodné fázi bylo přidáno 700 ul směsi CIS. 
• Směs byla kývavým pohybem 4 minuty promíchávána a vzorek byl centrifugován po 

dobu 5 minut při 10 000 ot/min. 
• Do čisté Eppendorfovy zkumavky byla pomocí pipety odebrána vodná fáze obsahující 

D N A . 

4.5.3 Srážení DNA ethanolem 
• K e 400 ul směsi bylo přidáno 1/20 objemu (20 ul) 3 M octanu sodného. 
• Následně byl ke směsi přidán 1 ml 96% ethanolu vychlazeného na -20 °C a směs byla 

promíchána. 
• Zkumavka se vzorkem byla vložena na 30 minut do mrazáku při -20 °C, kde se D N A 

nechala vysrážet. 
• Směs byla centrifugována 15 minut při 10 000 ot/min. 
• Supernatant byl opatrně najednou slit a byl ponechán na 30 minut v exsikátoru 

k dokonalému vysušení. 
• D N A byla rozpuštěna ve 100 ul T E pufru a uchovávána při teplotě 4 °C. 
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4.5.4 Izolace D N A pomocí sady Omni Bacterial D N A Purification Kit 
• 10 g sýru bylo rozetřeno ve třecí misce s 15 ml sterilní vody. 
• Směs byla přefiltrována přes sterilní gázu. 
• 0,5 ml této směsi bylo napipetováno do 1,5 ml Eppendorfovy zkumavky. 
• Vzorek byl centrifugován po dobu 5 minut při 10 000 ot/min. 
• Supernatant byl slit a k suspenzi bylo přidáno 200 ul lyzačního roztoku B . Směs byla 

promíchána. 
• Vzorek byl ponechán k inkubaci při 37 °C po dobu 10 minut. 
• B y l o přidáno 25 ul proteinázy K . 
• Poté bylo přidáno 100 ul D L B pufru a vše bylo promícháno. 
• Vzorek byl ponechán k inkubaci při 55 °C po dobu 60 minut. 
• Následně byl obsah zkumavek centrifugován po dobu 2 minut při 10 000 ot/min. 
• Supernatant byl odpipetován do nové 1,5 ml Eppendorfovy zkumavky a k suspenzi bylo 

přidáno 220 ul B B pufru. 
• Vzorek byl ponechán k inkubaci při 65 °C po dobu 10 minut. 
• Po inkubaci bylo ke směsi přidáno 220 ul 100% ethanolu a vše bylo řádně promícháno. 
• Omni D N A M i n i kolonka byla vložena do 2 ml sběrné zkumavky. 
• Následně byl roztok přepipetován z 1,5 ml Eppendorfovy zkumavky na kolonku. 
• Vzorek byl centrifugován po dobu 1 minuty při 10 000 ot/min. 
• Supernatant byl vyhozen a kolonka byla vložena do čisté sběrné zkumavky. 
• Do kolonky bylo přidáno 500 ul C B H pufru. 
• Směs byla centrifugována po dobu 1 minuty při 10 000 ot/min. 
• Supernatant byl vyhozen a kolonka byla vložena do čisté sběrné zkumavky. 
• Do kolonky bylo přidáno 700 ul D W pufru. 
• Vzorek byl centrifugován po dobu 1 minuty při 10 000 ot/min. 
• Supernatant byl odstraněn a kolonky byla vložena do čisté sběrné zkumavky. 
• N a kolonku nebylo nic pipetováno a byla opět provedena centrifugace po dobu 2 minut 

při 10 000 ot/min. 
• Omni D N A M i n i kolonka byla vložena do nové 1,5 ml Eppendorfovy zkumavky. 
• N a kolonku bylo napipetováno 100 ul E B pufru předehřátého na 65 °C. 
• Vzorek byl ponechán k inkubaci při 65 °C po dobu 3 minut. 
• Poté byla provedena centrifugace po dobu 1 minuty při 10 000 ot/min. 
• Nakonec byla odebrána Omni D N A M i n i kolonka a 1,5 ml Eppendorfova zkumavka 

byla uzavřena a uschována. 

4.5.5 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty D N A 
• Koncentrace a čistota D N A izolované z probiotických bakterií byla měřena na přístroji 

NanoDrop 2000c. 
• U metody fenolové extrakce D N A byla nukleová kyselina ředěna T E pufrem. Měření 

bylo prováděno oproti čistému T E pufru. 
• U metody izolace D N A pomocí sady Omni Bacterial D N A Purification K i t byla 

nukleová kyselina ředěna E B pufrem. Měření bylo prováděno oproti čistému E B pufru. 

28 



• 2 ul roztoku obsahující D N A byly pipetovány na spektrofotometrickou kyvetou. Po 
uzavření kyvety byla změřena absorbance v rozsahu vlnových délek 220-330 nm. 

• Z hodnoty A260 byla určena koncentrace D N A ve vzorku a z poměru hodnot A260/A280 
byla stanovena čistota izolované D N A . 

4.5.6 Polymerázová řetězová reakce (PCR) 
• Komponenty P C R reakce byly před použitím rozmraženy a centrifugovány. 
• P C R směs byla namíchána v laminárním boxu, který byl vysterilován U V zářením. 
• Pořadí a složení jednotlivých komponentů je uvedené níže (viz. Tabulka 2 ) 

Tabulka 2 Objemy jednotlivých komponentů potřebné k přípravě PCR směsi 

Pořadí Komponenty Objem [ul] 

1. Voda pro P C R 9,5 
2. q P C R 2x S Y T O - 9 Master M i x 12,5 
3. Primer 1 (10 pmol/ul) 1,0 

4. Primer 1 (10 pmol/ul) 1,0 

5. Matrice D N A 1,0 

Celkem 25,0 

• P C R směs byla připravena do Eppendorfovy zkumavky určené pro P C R . 
• Do zkumavky bylo pipetováno 24 ul P C R směsi a 1 ul D N A matrice. Zároveň byla 

připravena negativní a pozitivní kontrola. 
• Negativní kontrola byla připravena z 24 ul P C R směsi a 1 ul vody pro PCR. 
• Pozitivní kontrola byla připravena z 24 ul P C R směsi a 1 ul příslušného druhu bakterie. 
• Amplifikace D N A byla provedena v zařízeních LightCycler Nano System 

a Termocyklér Rotor-Gene 6000, ve kterých byl nastaven teplotní program podle 
užitých příměrů (viz. Tabulka 3, Tabulka 4, Tabulka 5 a Tabulka 6). 

Tabulka 3 Seznam použitých primerů 

Specifita Primer Sekvence primeru 5' až 3' Zdroj 

Lacticaseibacillus 
casei 

F c a s e 
R c a s e 

C T A T A A G T A A G C T T T G A T C C G G A G A T T T 
C T T C C T G C G G G T A C G A G A T G T 

[71] 

Lactobacillus Bulgaricus F A C G C A A G T C T G A T G G A G C A A 
delbrueckii subsp. 

bulgaricus 
Bulgaricus R A C G C A T T A C A C C G C T A C A C A 

[72] 

Lactobacillus 
helveticus 

Helve t i cusF 
H e l v e t i c u s R 

C T A C T T C G C A G G C G T T A A C T 
G T A C T T G A T G C T C G C A T A C C 

[73] 

Lactococcus lactis 
subsp. cremoris 

L c C r F 
L c L R 

T G C T T G C A C C A A T T T G A A G A G 
G T T G A G C C A C T G C C T T T T A C 

[74] 

Lactococcus lactis 
subsp. lactis 

L c L F 
L c L R 

G T T G T A T T A G C T A G T T G G T G A G G T A A A 
G T T G A G C C A C T G C C T T T T A C 

[74] 
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Specifita Primer Sekvence primem 5' až 3' Zdroj 

Propionibacterium Adk_F3 G C G A T C T C A A C C G G A G A C 
[75] 

freudenreichii Adk_R3 G A C T T G T A G G C G T C G A G C A G 
[75] 

Streptococcus ThI A C G G A A T G T A C T T G A G T T T C 
[76] 

thermophilus T h l l T G G C C T T T C G A C C T A A C 
[76] 

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

Krok Teplota [°C] Čas [s] Počet cyklů 

Počáteční denaturace 95 300 -
Denaturace 95 30 30 
Hybridizace 55 30 30 

Elongace 72 30 30 
Dosyntetizování 72 420 -

Tabulka 5 Teplotní program pro Streptococcus thermophilus 

Krok Teplota [°C] Čas [s] Počet cyklů 

Počáteční denaturace 95 300 -
Denaturace 95 60 30 
Hybridizace 58 60 30 

Elongace 72 60 30 
Dosyntetizování 72 300 -

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

Krok Teplota [°C] Čas [s] Počet cyklů 

Počáteční denaturace 95 180 -
Denaturace 95 20 30 
Hybridizace 66 20 30 

Elongace 72 30 30 
Dosyntetizování 72 300 -

4.5.7 Gelová elektroforéza genomové DNA 
• Nejdříve byl připraven 0,8% agarózový gel smícháním 0,8 g agarózy a 100 ml 

0,5 x T B E pufru. 
• Směs byla v mikrovlnné troubě zahřívána a přiváděna k opakovanému varu, aby došlo 

k dokonalému rozpuštění. 
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Po vychladnutí na přibližně 50-60 °C byly do suspenze přidány 3 ul interkalačního 
barviva PS Green. 
Po promíchání byla suspenze nalita do připravené vaničky s hřebínkem. 
Po zatuhnutí gelu, které probíhalo za laboratorní teploty po dobu přibližně 30 minut, byl 
vyjmut hřebínek. 
K 15 ul D N A vzorku bylo přidáno 5 ul nanášecího pufru L D Green. 
Následně bylo do vzniklých jamek pipetováno 5 ul D N A standardu (100 bp), po 20 ul 
směsi D N A vzorku a nanášecího pufru, 20 ul směsi negativní kontroly a nanášecího 
a nakonec směsi 20 ul pozitivní kontroly a nanášecího pufru. 

Gel byl umístěn do elektroforetické vaničky a poté byl přelit roztokem 0,5 x T B E 
pufirem do výšky přibližně 1 cm nad okraj gelu. 
Po připojení ke zdroji bylo nastaveno konstantní napětí na 70 V a doba elektroforézy na 
1,5 h. 
Po skončení elektroforézy byl gel opatrně vyjmut a vložen do detekčního zařízení Azure 
biosystems C200, kde byl gel zkoumán pod U V zářením. Výsledky byly 
zdokumentovány. 
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5 VÝSLEDKY 

5.1 P ř í p r a v a h r u b ý c h lyzátů a izolace bakter iá ln í D N A 
V práci bylo využito čtyř druhů sýrů: eidam, gouda, ementál a čedar. Ze všech vzorků byly 
podle kapitoly 4.5.1 připraveny hrubé lyzáty, ze kterých byla pomocí fenolové extrakce 
a sady Omni Bacterial D N A Purification K i t izolována bakteriální D N A (viz. kapitoly 4.5.2, 
4.5.3 a 4.5.4). 

5.2 S p e k t r o f o t o m e t r i c k é s t a n o v e n í koncentrace a č is toty i z o l o v a n é D N A 
Absorbance izolované D N A z analyzovaných vzorků byla změřena spektrofotometricky na 
přístroji NanoDrop 2000c. Měření bylo provedeno v rozmezí vlnových délek 230-280 nm. 

Tabulka 7 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty DNA izolované z eidamu 

Číslo vzorku Způsob izolace c [ngur 1 ] A260/A280 A260/A230 

1. Fenolová extrakce 40,4 1,48 0,76 
2. Fenolová extrakce 31,7 1,60 1,39 
3. Fenolová extrakce 45,4 1,48 1,19 
4. Fenolová extrakce 47,9 1,26 0,81 
5. Fenolová extrakce 30,8 1,57 0,49 
6. Fenolová extrakce 35,2 1,41 0,58 
7. Komerční kit 16,1 2,10 1,64 
8. Komerční kit 29,5 1,95 1,75 
9. Komerční kit 18,1 2,01 1,54 

Tabulka 8 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty DNA izolované z goudy 

Číslo vzorku Způsob izolace c [nguT 1 ] A260/A280 A260/A230 

1. Fenolová extrakce 51,3 1,67 1,29 
2. Fenolová extrakce 53,2 1,80 1,77 
3. Fenolová extrakce 52,4 1,54 1,64 
4. Fenolová extrakce 48,9 1,85 1,83 
5. Fenolová extrakce 44,5 1,52 1,24 
6. Fenolová extrakce 48,7 1,47 1,61 
7. Komerční kit 11,3 2,11 1,32 
8. Komerční kit 7,8 2,05 1,28 
9. Komerční kit %9 y>7 1,41 
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Tabulka 9 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty DNA izolované z ementálu 

Číslo vzorku Způsob izolace c [ngur 1 ] A260/A280 A260/A230 

1. Fenolová extrakce 100,9 1,87 1,09 
2. Fenolová extrakce 91,4 1,71 1,64 
3. Fenolová extrakce 71,8 1,86 1,19 
4. Fenolová extrakce 61,4 1,85 1,66 
5. Fenolová extrakce 101,2 1,85 1,75 
6. Fenolová extrakce 73,1 1,80 1,00 
7. Komerční kit 26,4 2,15 1,19 
8. Komerční kit 33,6 2,13 1,02 
9. Komerční kit 28,7 2,06 1,07 

Tabulka 10 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty DNA izolované z čedaru 

Číslo vzorku Způsob izolace c fagu l" 1 ] A260/A280 A260/A230 

1. Fenolová extrakce 427,0 2,09 1,88 
2. Fenolová extrakce 489,4 1,98 1,96 
3. Fenolová extrakce 466,5 2,03 1,75 
4. Fenolová extrakce 469,9 1,98 1,82 
5. Fenolová extrakce 263,5 2,03 1,69 
6. Fenolová extrakce 268,3 1,98 1,71 
7. Komerční kit 25,4 1,91 1,16 
8. Komerční kit 19,2 1,88 1,21 
9. Komerční kit 22,6 2,03 1,08 
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5.3 G e l o v á e l ek tro foréza g e n o m o v é D N A 
Přítomnost genomové D N A v jednotlivých vzorcích sýrů byla ověřena pomocí gelové 
elektroforézy. Pozitivní kontrola byla tvořena bakteriálním druhem Lacticaseibacillus casei. 
Negativní kontrola byla připravena z destilované vody. N a následujících obrázcích jsou 
znázorněny detekované produkty. 

S P K N K 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 

I " 

• 

Obrázek 10 Gelová elektroforéza izolované DNA z eidamu 

Tabulka 11 Výsledky gelové elektroforézy izolované DNA z eidamu 

Značka/číslo vzorku Název/způsob izolace Detekce produktu 

S D N A standard 
P K Pozitivní kontrola + 
N K Negativní kontrola -

1. Fenolová extrakce + 
2. Fenolová extrakce + 
3. Fenolová extrakce + 
4. Fenolová extrakce + 
5. Fenolová extrakce + 
6. Fenolová extrakce + 
7. Komerční kit + 
8. Komerční kit + 
9. Komerční kit + 
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S P K N K 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 

• 

Obrázek 11 Gelová elektroforéza izolované DNA z goudy 

Tabulka 12 Výsledky gelové elektroforézy izolované DNA z goudy 

Značka/číslo vzorku Název/způsob izolace Detekce produktu 

S D N A standard 
P K Pozitivní kontrola + 
N K Negativní kontrola -

1. Fenolová extrakce + 
2. Fenolová extrakce + 
3. Fenolová extrakce + 
4. Fenolová extrakce + 
5. Fenolová extrakce + 
6. Fenolová extrakce + 
7. Komerční kit + 
8. Komerční kit + 
9. Komerční kit + 
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Obrázek 12 Gelová elektroforéza izolované DNA z ementálu 

Tabulka 13 Výsledky gelové elektroforézy izolované DNA z ementálu 

Značka/číslo vzorku Název/způsob izolace Detekce produktu 

S D N A standard 
P K Pozitivní kontrola + 
N K Negativní kontrola -

1. Fenolová extrakce + 
2. Fenolová extrakce + 
3. Fenolová extrakce + 
4. Fenolová extrakce + 
5. Fenolová extrakce + 
6. Fenolová extrakce + 
7. Komerční kit + 
8. Komerční kit + 
9. Komerční kit + 
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Obrázek 13 Gelová elektroforéza izolované DNA z čedaru 

Tabulka 14 Výsledky gelové elektroforézy izolované DNA z čedaru 

Značka/číslo vzorku Název/způsob izolace Detekce produktu 

S D N A standard 
P K Pozitivní kontrola + 
N K Negativní kontrola -

1. Fenolová extrakce + 
2. Fenolová extrakce + 
3. Fenolová extrakce + 
4. Fenolová extrakce + 
5. Fenolová extrakce + 
6. Fenolová extrakce + 
7. Komerční kit + 
8. Komerční kit + 
9. Komerční kit + 
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5.4 V ý b ě r v z o r k ů pro prác i s real-time P C R a H R M 
Ze všech vzorků izolované D N A byl u každého druhu sýru vybrán jeden vzorek, který nejlépe 
splňoval kritéria vysoké koncentrace a vysoké čistoty. Vybrané vzorky byly podrobeny real­
time P C R a H R M . 

Tabulka 15 Vybrané vzorky, se kterými bylo pracováno v další části práce. 

Druh sýru Číslo vzorku 

Eidam 
Gouda 

Ementál 
Cedar 

8. 
4. 
5. 
2. 
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5.5 Real-time P C R a H R M a n a l ý z a k ř i v e k tání pro druh Lacticaseibacillus casei 
U vybraných vzorků byla provedena real-time P C R s následnou analýzou křivek tání s primery 
specifickými pro druh Lacticaseibacillus casei (Fcase a R c a s e ) . Pro analýzu byla použita 
D N A izolována ze sýrů eidam, gouda, ementál a čedar. Jako pozitivní kontrola byl použit 
bakteriální druh Lacticaseibacillus casei C C M 7088 . Výsledné amplifikační křivky a křivky 
tání vzorků znázorňuje Obrázek 14 a Obrázek 15. 

Značení křivek: červená - PK (Lacticaseibacillus casei), černá - NK, fialová - eidam, modrá - gouda, 
oranžová - ementál, zelená - čedar 

Obrázek 14 Amplifikační křivka real-time PCR s primery specifickými pro druh Lacticaseibacillus 
casei 

Tabulka 16 Zaznamenané hodnoty prahových cyklů 

Typ vzorku Ct Ct Ct A C t 

P K 14,2 14,5 14,5 14,40 
N K - - - -

Eidam 21,7 22,0 21,9 21,89 
Gouda 21,2 21,4 21,6 21,40 

Ementál 17,3 17,4 17,3 17,33 
Čedar 23,7 23,7 23,7 23,70 
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Značení křivek: červená - PK (Lacticaseibacillus casei), černá - NK, fialová - eidam, modrá - gouda, 
oranžová - ementál, zelená - čedar 

Obrázek 15 HRM analýza produktů real-time PCR s primery specifickými pro druh Lacticaseibacillus 
casei 

Pomocí real-time P C R byly u všech vzorků kromě negativní kontroly zjištěny hodnoty 
prahových cyklů (ct). Údaje shrnuje Tabulka 16. Využitím H R M produktů P C R byly opět 
u všech produktů kromě negativní kontroly detekovány peaky určující teplotu tání (T m ) . Údaje 
shrnuje Tabulka 17. 

Tabulka 17 Zaznamenané hodnoty teplot tání 

Typ vzorku T m [°C] 

P K 84,0 
N K 

Eidam 81,0 
Gouda 81,0 

Ementál 81,5 
Čedar 81,5 
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5.6 Real-time P C R a H R M a n a l ý z a k ř i v e k tání pro druh Lactobacillus 
delbrueckii subsp. bulgaricus 

U vybraných vzorků byla provedena real-time P C R s následnou analýzou křivek tání s primery 
specifickými pro druh Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (Bulgar icusF 
a Bu lga r i cusR) . Pro analýzu byla použita D N A izolována ze sýrů eidam, gouda, ementál 
a čedar. Jako pozitivní kontrola byl použit bakteriální druh Lactobacillus delbrueckii subsp. 
bulgaricus C C M 7190. Výsledné amplifikační křivky a křivky tání vzorků znázorňuje Obrázek 
16 a Obrázek 17. 

Tabulka 18 Zaznamenané hodnoty prahových cyklů 

Typ vzorku Ct Ct Ct AQ_ 

P K 11,2 11,2 11,4 11.27 
N K - - - -

Eidam 17,2 17,3 18,2 17,57 
Gouda 19,1 19,8 19,7 19,53 

Ementál 13,1 14,0 14,0 13,70 
Čedar 16,3 16,2 16,3 16,27 

Pomocí real-time P C R byly u všech vzorků kromě negativní kontroly zjištěny hodnoty 
prahových cyklů (ct). Údaje shrnuje Tabulka 18Tabulka 16. Využitím H R M produktů P C R byly 
opět u všech produktů kromě negativní kontroly detekovány peaky určující teplotu tání (T m ) . 
Údaje shrnuje Tabulka 19. 

Tabulka 19 Zaznamenané hodnoty teplot tání 

Typ vzorku T m [°C] 

P K 88,0 
N K 

Eidam 87,5 
Gouda 87,5 

Ementál 87,5 
Čedar 87,5 
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Značení křivek: červená - PK (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus), černá - NK, hnědá - eidam, modrá - gouda, žlutá - ementál, zelená - čedar 

Obrázek 16 Amplifikační křivka real-time PCR s primery specifickými pro druh Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 
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Značení křivek: červená - PK (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus), černá - NK, hnědá - eidam, modrá - gouda, žlutá - ementál, zelená - čedar 

Obrázek 17 HRM analýza produktů real-time PCR s primery specifickými pro druh Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 
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5.7 Real-time P C R a H R M a n a l ý z a k ř i v e k tání pro druh Lactobacillus helveticus 
U vybraných vzorků byla provedena real-time P C R s následnou analýzou křivek tání s primery 
specifickými pro druh Lactobacillus helveticus (Helvet icusF a He lve t i cusR) . Pro analýzu 
byla použita D N A izolována ze sýrů eidam, gouda, ementál a čedar. Jako pozitivní kontrola byl 
použit bakteriální druh Lactobacillus helveticus C C D M 1017. Výsledné amplifikační křivky 
a křivky tání vzorků znázorňuje Obrázek 18 a Obrázek 19. 

1/ ^/x 

/ ii 

II 
1 / 

10 lí 25 Počet cyklů a: 

Značeni křivek: červená - P K (Lactobacillus helveticus CCDM 1017), černá - NK, fialová - eidam, 
modrá - gouda, oranžová - ementál, zelená - čedar 

Obrázek 18 Amplifikační křivka real-time PCR s primery specifickými pro druh Lactobacillus 
helveticus 

Tabulka 20 Zaznamenané hodnoty prahových cyklů 

Typ vzorku Ct Ct Ct A C t 

P K 13,9 14,4 14,5 14,27 
N K - - - -

Eidam - 27,7 27,2 27,45 
Gouda - - - -

Ementál 16,7 16,2 16,5 16,47 
Čedar 18,8 19,0 19,4 19,07 
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55 60 65 70 75 80 85 40 Teplota [°C] 95 

Značení křivek: červená - P K (Lactobacillus helveticus CCDM 1017), černá - NK, fialová - eidam, 
modrá - gouda, oranžová - ementál, zelená - čedar 

Obrázek 19 HRM analýza produktů real-time PCR s primery specifickými pro druh Lactobacillus 
helveticus 

Pomocí real-time P C R byly u všech vzorků kromě negativní kontroly a goudy zjištěny 
hodnoty prahových cyklů (ct). Údaje shrnuje Tabulka 20. Využitím H R M produktů P C R byly 
opět u všech vzorků kromě negativní kontroly a goudy detekovány peaky určující teplotu tání 
(T m ) . Údaje shrnuje Tabulka 21. 

Tabulka 21 Zaznamenané hodnoty teplot tání 

Typ vzorku T m [°C]  

P K 79,5 
N K 

Eidam 79,5 
Gouda 

Ementál 79,5 
Čedar 79^0 
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5.8 Real-time P C R a H R M a n a l ý z a k ř i v e k tání pro druh Lactococcus lactis 
subsp. cremoris 

U vybraných vzorků byla provedena real-time P C R s následnou analýzou křivek tání s primery 
specifickými pro druh Lactococcus lactis subsp. cremoris ( L c C r F a L c L R ) . Pro analýzu byla 
použita D N A izolována ze sýrů eidam, gouda, ementál a čedar. Jako pozitivní kontrola byl 
použit bakteriální druh Lactococcus lactis subsp. cremoris C C D M 1004. Výsledné amplifikační 
křivky a křivky tání vzorků znázorňuje Obrázek 20 a Obrázek 21. 

5 10 15 M 25 P o č e t c y k l ů M 

Značení křivek: červená - P K (Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 1004), černá - NK, fialová -
eidam, modrá - gouda, oranžová - ementál, zelená - čedar 

Obrázek 20 Amplifikační křivka real-time PCR s primery specifickými pro druh Lactococcus lactis 
subsp. cremoris 

Tabulka 22 Zaznamenané hodnoty prahových cyklů 

Typ vzorku Ct Ct Ct A C t 

P K - - - -
N K - - - -

Eidam 18,7 18,8 18,5 18,67 
Gouda 16,7 16,3 16,4 16,47 

Ementál 16,1 16,2 16,2 16,17 
Čedar 21,2 21,3 21,1 21,20 
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Značení křivek: červená - P K (Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM1004), černá - NK, fialová -
eidam, modrá - gouda, oranžová - ementál, zelená - čedar 

Obrázek 21 HRM analýza produktů real-time PCR s prime ry specifickými pro druh Lactococcus lactis 
subsp. cremoris 

Pomocí real-time P C R byly u všech vzorků kromě negativní a pozitivní kontroly zjištěny 
hodnoty prahových cyklů (ct). Údaje shrnuje Tabulka 22. Využitím H R M produktů P C R byly 
opět u všech vzorků kromě negativní a pozitivní kontroly detekovány peaky určující teplotu 
tání (T m ) . Údaje shrnuje Tabulka 23. 

Tabulka 23 Zaznamenané hodnoty teplot tání 

Typ vzorku T m r °c i 

P K 
N K 

Eidam 
Gouda 

Ementál 
Cedar 

87,5 
87,5 
87,5 
87,5 
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5.9 Real-time P C R a H R M a n a l ý z a k ř i v e k tání pro druh Lactococcus lactis 
subsp. lactis 

U vybraných vzorků byla provedena real-time P C R s následnou analýzou křivek tání s primery 
specifickými pro druh Lactococcus lactis subsp. lactis ( L c L F a L c L R ) . Pro analýzu byla 
použita D N A izolována ze sýrů eidam, gouda, ementál a čedar. Jako pozitivní kontrola byl 
použit bakteriální druh Lactococcus lactis subsp. lactis C C D M 1007. Výsledné amplifikační 
křivky a křivky tání vzorků znázorňuje Obrázek 22 a Obrázek 23. 

u • ^ 

5 10 1S 20 29 Počet cyklů 30 

Značení křivek: červená - P K (Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1007), černá - NK, fialová -
eidam, modrá - gouda, oranžová - ementál, zelená - čedar 

Obrázek 22 Amplifikační křivka real-time PCR s primery specifickými pro druh Lactococcus lactis 
subsp. lactis 

Tabulka 24 Zaznamenané hodnoty prahových cyklů 

Typ vzorku Ct Ct Ct A C t 

P K 18,4 18,3 18,1 18,27 
N K 21,8 22,3 21,8 21,97 

Eidam 15,7 15,7 15,8 
Gouda 14,5 14,4 14,3 

Ementál 15,9 15,8 15,8 
Čedar 14,7 14,6 14,6 
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Značení křivek: červená - P K (Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1007), černá - NK, fialová -
eidam, modrá - gouda, oranžová - ementál, zelená - čedar 

Obrázek 23 HRM analýza produktů real-time PCR s primery specifickými pro druh Lactococcus lactis 
subsp. lactis 

Pomocí real-time P C R byly u všech vzorků kromě negativní a pozitivní kontroly zjištěny 
hodnoty prahových cyklů (ct). Údaje shrnuje Tabulka 24. Využitím H R M produktů P C R byly 
opět u všech vzorků kromě negativní a pozitivní kontroly detekovány peaky určující teplotu 
tání (T m ) . Údaje shrnuje Tabulka 25. 

Tabulka 25 Zaznamenané hodnoty teplot tání 

Typ vzorku T m [°C] Tm [°C] 

P K 75,0 88,0 
N K 75,5 -

Eidam 75,0 87,5 
Gouda 75,0 87,5 

Ementál 75,0 87,5 
Cedar 75,0 88,0 
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5.10 Real-time P C R a H R M a n a l ý z a k ř i v e k tání pro druh Propionibacterium 
freudenreich U 

U vybraných vzorku byla provedena real-time P C R s následnou analýzou křivek tání s primery 
specifickými pro druh Propionibacterium freudenreichii (Adk_F3 a Adk_R3) . Pro analýzu byla 
použita D N A izolována ze sýrů eidam, gouda, ementál a čedar. Jako pozitivní kontrola byl 
použit bakteriální druh Propionibacterium freudenreichii C C D M 1009. Výsledné amplifikační 
křivky a křivky tání vzorků znázorňuje Obrázek 24 a Obrázek 25. 

10 U 20 2S Počet c y k l u 30 

Značení křivek: červená - PK (Propionibacterium freudenreichii CCDM 1009), černá - NK, fialová -
eidam, modrá - gouda, oranžová - ementál, zelená - čedar 

Obrázek 24 Amplifikační křivka real-time PCR s primery specifickými pro druh Propionibacterium 
freudenreichii 

Tabulka 26 Zaznamenané hodnoty prahových cyklů 

Typ vzorku Ct Ct Ct A C t 

P K 12,4 11,9 11,4 11,90 
N K - - - -

Eidam 27,3 27,9 27,3 27,50 
Gouda 27,4 27,3 27,5 27,40 

Ementál 17,0 16,6 16,8 16,80 
Čedar 28,2 27,7 27,5 27,80 
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Značení křivek: červená - PK (Propionibacterium freudenreichii CCDM1009), černá - NK, fialová -
eidam, modrá - gouda, oranžová - ementál, zelená - čedar 

Obrázek 25 HRM analýza produktů real-time PCR s primery specifickými pro druh Propionibacterium 
freudenreichii 

Pomocí real-time P C R byly u všech vzorků kromě negativní kontroly zjištěny hodnoty 
prahových cyklů (ct). Údaje shrnuje Tabulka 26. Využitím H R M produktů P C R byly pouze 
u pozitivní kontroly a ementálu detekovány peaky určující teplotu tání (T m ) . Údaje shrnuje 
Tabulka 27. 

Tabulka 27 Zaznamenané hodnoty teplot tání 

Typ vzorku T m [°C1 

P K 
N K 

Eidam 
Gouda 

Ementál 
Cedar 

93,0 

93,0 

51 



5.11 Real-time P C R a H R M a n a l ý z a k ř i v e k tání pro druh Streptococcus 
thermophilus 

U vybraných vzorků byla provedena real-time P C R s následnou analýzou křivek tání s primery 
specifickými pro druh Streptococcus thermophilus (ThI a ThII). Pro analýzu byla použita D N A 
izolována ze sýrů eidam, gouda, ementál a čedar. Jako pozitivní kontrola byl použit bakteriální 
druh Streptococcus thermophilus C C D M 1008. Výsledné amplifikační křivky a křivky tání 
vzorků znázorňuje Obrázek 26 a Obrázek 27. 

" . — ; - • -
i 18 IS 20 25 Počet cyklu 3 0 

Značení křivek: červená - PK (Streptococcus thermophilus CCDM 1008), černá - NK, fialová - eidam, 
modrá - gouda, oranžová - ementál, zelená - čedar 

Obrázek 26 Amplifikační křivka real-time PCR s primery specifickými pro druh Streptococcus 
thermophilus 

Tabulka 28 Zaznamenané hodnoty prahových cyklů 

Typ vzorku Ct Ct Ct A C t 

P K 12,4 11,9 11,4 11,90 
N K - - - -

Eidam 27,3 27,9 27,3 27,50 
Gouda 27,4 27,3 27,5 27,40 

Ementál 17,0 16,6 16,8 16,80 
Čedar 28,2 27,7 27,5 27,80 
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Značení křivek: červená - PK (Streptococcus thermophilus CCDM1008), černá - NK, fialová - eidam, 
modrá - gouda, oranžová - ementál, zelená - čedar 

Obrázek 27 HRM analýza produktů real-time PCR s primery specifickými pro druh Streptococcus 
thermophilus 

Pomocí real-time P C R byly u všech vzorku kromě negativní kontroly zjištěny hodnoty 
prahových cyklů (ct). Údaje shrnuje Tabulka 28. Využitím H R M produktů P C R byly opět 
u všech produktů kromě negativní kontroly detekovány peaky určující teplotu tání (T m ) . Údaje 
shrnuje Tabulka 29. 

Tabulka 29 Zaznamenané hodnoty teplot tání 

Typ vzorku Tm [°C] T m [°C] 

P K 78,5 87,5 
N K - -

Eidam 78,5 87,5 
Gouda 78,5 87,5 

Ementál 78,5 87,5 
Cedar 78,5 87,5 
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5.12 Seznam a n a l y z o v a n ý c h bakter iá ln í ch d r u h ů v j e d n o t l i v ý c h d r u z í c h sýrů 

Tabulka 30 Seznam analyzovaných bakteriálních druhů v jednotlivých druzích sýrů 

Bakteriální druh Eidam Gouda Ementál Čedar 

Lacticaseibacillus casei + + + + 

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus + + + + 

Lactobacillus helveticus + - + + 

Lactococcus lactis subsp. cremoris 

Lactococcus lactis subsp. lactis + + + + 

Propionibacterium freudenreichii - - + -

Streptococcus thermophilus + + + + 

Není možné potvrdit z důvodu nedostatečné amplifikace pozitivní kontroly. 
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6 DISKUZE 

6.1 Koncentrace a č is tota D N A i z o l o v a n é ze sýrů 
Z komerčně dostupných sýrů (eidam, gouda, ementál a čedar) byla provedena izolace D N A 
fenolovou extrakcí a také využitím sady Omni Bacterial D N A Purification Ki t . 

Ze sýrů byly připraveny hrubé lyzáty a následnou fenolovou extrakcí byla izolována 
bakteriální D N A . Výhodou této metody j e schopnost poskytnout velké množství D N A o vysoké 
čistotě. Její nevýhoda však spočívá v časové náročnosti a použití toxických chemikálií [63]. Po 
fenolové extrakci byla D N A vy srážena ethanolem a rozpuštěna ve 100 ul T E pufru. 

Sada Omni Bacterial D N A Purification K i t je komerčně dostupná sada pro izolaci D N A 
z bakteriálních vzorků. Tato metoda je rychlejší a jednodušší než fenolová extrakce, což 
usnadňuje proces izolace D N A . Nevýhodou může být nižší výtěžnost D N A [64]. Bakteriální 
D N A izolována touto metodou byla rozpuštěna ve 100 ul E B pufru. 

Pomocí přístroje NanoDrop 2000c byla měřena absorbance D N A izolované ze sýrů 
v rozmezí vlnových délek 230-330 nm. Z absorbance při vlnové délce 260 nm byla přístrojem 
určena koncentrace D N A . 

Z výsledků, které shrnují Tabulka 7 je patrné, že použití různých metod izolace D N A může 
mít v l iv na koncentraci izolované D N A . U všech druhů sýrů bylo zjištěno, že izolací pomocí 
fenolové extrakce se získá D N A o vyšší koncentraci než v případě využití sady Omni Bacterial 
D N A Purification Ki t . D N A o nej vyšších koncentracích, které se pohybovaly v rozmezí 263,5-
489,4 ng-ul" 1, byla izolována z čedaru pomocí fenolové extrakce. Naopak nejnižší koncentrace 
byly naměřeny u vzorků z goudy izolovaných pomocí komerčního kitu, kde se koncentrace 
pohybovaly v rozmezí 7,8-11,3 ng-ul" 1. Rozdíly mezi fenolovou extrakcí a komerčním kitem 
byly nej výraznější u vzorků z čedaru a goudy. 

Pokud porovnáme výsledky izolace D N A u jednotl ivých sýrů, lze konstatovat, že nej vyšší 
koncentrace D N A byla získána z čedaru, kdy bylo dosaženo hodnot přes 260 ng-ul" 1. Nejnižší 
koncentrace D N A byla zjištěna u eidamu, kde se hodnoty pohybovaly okolo 31-48 ng-ul" 1. 
Tyto výsledky mohou být ovlivněny množstvím buněk a D N A v jednotl ivých sýrech. 

N a základě poměrů hodnot absorbancí A260/A280 a A260/A230 byla vyhodnocena míra čistoty 
izolované D N A . Tyto ukazatele slouží jako míra přítomnosti kontaminantů v izolované D N A . 
Pokud je poměr hodnot absorbancí A260/A280 větší než hodnota 1,8, předpokládá se, že vzorek 
neobsahuje výrazné množství proteinů. Pokud je poměr hodnot absorbancí A260/A230 nižší než 
hodnota 1,8, jsou vzorky kontaminovány fenolem [77]. Výsledky ukazují, že většina vzorků 
izolovaných fenolovou extrakcí vykazovala nižší poměr A260/A280 než vzorky izolované 
komerčním kitem (1,26-2,09 ku 1,88-2,15). Mohlo by se zdát, že metoda izolace D N A pomocí 
sady Omni Bacterial D N A Purification K i t vede k čistějším vzorkům, nicméně hodnoty 
A260/A230 byly u vzorků izolovaných komerčním kitem v porovnání s fenolovou extrakcí často 
nižší. U vzorků izolovaných komerčním kitem z goudy, ementálu a čedaru dosahoval poměr 
absorbancí A260/A230 hodnot v rozmezí 1,02-1,41, což naznačuje silnou kontaminaci fenolem 
nebo dalšími látkami, které absorbují při vlnové délce 230 nm [77]. Pouze vzorky izolované 
z eidamu vykazovaly hodnoty blížící se požadovanému poměru absorbancí A260/A230 > 1,8 
(1,54-1,75). 

Z toho vyplívá, že metoda izolace D N A pomocí Omni Bacterial D N A Purification K i t vede 
k čistším vzorkům D N A co se týče kontaminace proteiny, avšak je náchylnější na kontaminaci 
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fenolem a polysacharidy, které absorbují světlo při 230 nm. Toto je jeden z důvodů proč byly 
pro další práci vybrány u třech ze čtyř druhů sýrů vzorky izolované fenolovou extrakcí. Vzorek 
č. 4 izolovaný z goudy měl jako jediný poměr hodnot absorbancí A260/A280 a A260/A230 vyšší 
než 1,8. Vzorek č. 5 izolovaný z ementálu je jediný, u kterého je možné konstatovat, že obsahuje 
pouze malé znečištění fenolem. Vzorky izolované z čedaru ve většině případech splňovaly 
podmínky čistoty, proto byl vzorek č. 2 vybrán na základě vysoké koncentrace. Pouze u vzorku 
izolovaného ze sýru eidam, byl vybrán vzorek č. 8, který byl izolován komerčním kitem. 
Všechny vzorky izolované fenolovou extrakcí vykazovaly velmi silnou kontaminaci fenolem. 

6.2 Real-time P C R 
Za účelem ověření přítomnosti bakteriální D N A ve vzorcích sýrů byla provedena real-time P C R 
s využitím primerů pro druhovou identifikaci. Konkrétně se jedná o druhy Lacticaseibacillus 
casei, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus helveticus, Lactococcus lactis 
subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis, Propionibacterium freudenreichii 
a Streptococcus thermophilus. D N A tří vzorků byla izolována fenolovou extrakcí a jeden 
vzorek byl izolován pomocí sady Omni Bacterial D N A Purification Ki t . Specifické produkty 
P C R byly ověřeny pomocí vysokorozlišovací křivky tání. 

6.2.1 Real-time P C R a H R M analýza specifická pro druh Lacticaseibacillus casei 
Přítomnost D N A druhu Lacticaseibacillus casei byla ve vzorcích sýrů detekována pomocí real­
time P C R . Díky grafu amplifikačních křivek byl u všech vzorků zjištěn cyklus, ve kterém je 
množství fluorescence daného vzorku detekovatelné. Jedná se o tzv. cyklus prahu (ct). 
U pozitivní kontroly se Ct nacházel ve 14. cyklu a u jednotlivých vzorků sýrů mezi 17. až 23. 
cyklem. Přitom nejnižší hodnoty dosahoval u vzorku eidamu a nejvyšší naopak u vzorku 
z čedaru. Nejvyšší koncentrace Lacticaseibacillus casei byla tedy určena u eidamu. 

H R M analýza potvrdila přítomnost druhu Lacticaseibacillus casei ve všech vzorcích sýrů. 
Vrchol křivky tání pozitivní kontroly se nacházel při T m = 84 °C a teploty tání vzorků byly 
určeny při teplotách 81 °C a 81,5 °C. Rozdílné teploty tání mohou být způsobeny různou 
variabilitou v genetické informaci bakterie v sýrech a bakterie použité u pozitivní kontroly. 
Obdobně byla prokázána přítomnost D N A druhu Lacticaseibacillus casei i j inými autory [78], 

6.2.2 Real-time P C R a H R M analýza specifická pro druh Lactobacillus delbrueckii 
subsp. bulgaricus 

Pomocí real-time P C R byl ve vzorcích sýrů detekován bakteriální druh Lactobacillus 
delbrueckii subsp. bulgaricus. Cyklus prahu pozitivní kontroly byl překročen v i l . cyklu 
a u vzorků sýrů mezi 13. až 19. cyklem. N a základě hodnot Ct lze konstatovat, že nejvyšší 
koncentrace bakterie byla stanovena u ementálu a nejnižší u goudy. 

Jako pozitivní kontrola byla použita bakterie Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 
C C M 7190. Teplota tání pozitivní kontroly byla při 88 °C a všech vzorků sýrů při 87,5 °C. 
Negativní kontrola nebyla detekována. N a základě těchto informací byla ve všech 
analyzovaných sýrech potvrzena přítomnost bakterie Lactobacillus delbrueckii subsp. 
bulgaricus. Podobným způsobem byla přítomnost D N A této bakterie potvrzena i v j iných 
studiích [78]. 
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6.2.3 Real-time P C R a H R M analýza specifická pro druh Lactobacillus helveticus 
Izolovaná D N A ze vzorků sýrů byla podrobena real-time P C R . U pozitivní kontroly byl cyklus 
prahu stanoven ve 14. cyklu, u vzorku ementálu v 16. cyklu, u vzorku čedaru v 19. cyklu 
a u vzorku eidamu ve 27. cyklu. Cyklus prahu nebyl detekován u vzorku z goudy a u negativní 
kontroly. 

Teplota tání pozitivní kontroly byla stanovena při 79,5 °C. Stejná teplota byla stanovena také 
u vzorku ementálu a eidamu. U vzorku čedaru byla teplota tání určena při 79 °C. Negativní 
kontrola a ani vzorek goudy nebyly detekovány. Dosaženými výsledky byla potvrzena 
přítomnost bakterie Lactobacillus helveticus pouze u sýrů ementál, čedar a eidam. Podobně 
jako v j iných publikacích [79], 

6.2.4 Real-time P C R a H R M analýza specifická pro druh Lactococcus lactis subsp. 
cremoris 

Přítomnost D N A druhu Lactococcus lactis subsp. cremoris byla ve vzorcích detekována 
pomocí real-time P C R . Cyklus prahu vzorků sýrů byl stanoven v 16. až 21. cyklu. Avšak 
u pozitivní a negativní kontroly nebyl žádný prahový cyklus určen. 

Využitím H R M analýzy byly teploty tání detekovány pouze u všech vzorků sýrů, konkrétně 
při 87,5 °C. U pozitivní a negativní kontroly nedošlo tvorbě peaku a tím pádem nebylo možné 
určitě teplotu tání. Z výsledků se zdá, že problém s nedostatečnou amplifikací pozitivní 
kontroly může být způsoben špatnou kvalitou šablony pozitivní kontroly. Dalším možným 
faktorem může být nesprávné uskladnění pozitivní kontroly, které by vedlo k jejímu poškození. 

I když byl u všech analyzovaných vzorků sýrů určen cyklus prahu a teplota tání, není možné 
ve vzorcích z důvodu nedostatečné amplifikace pozitivní kontroly potvrdit přítomnost bakterie 
Lactococcus lactis subsp. cremoris. 

6.2.5 Real-time P C R a H R M analýza specifická pro druh Lactococcus lactis subsp. 
lactis 

K detekci přítomnosti bakterie Lactococcus lactis subsp. lactis ve vzorcích sýrů bylo použito 
real-time P C R . Výsledky ukazují, že u všech vzorků, včetně pozitivní i negativní kontroly byl 
detekován cyklus prahu. U dvou vzorků sýrů byl stanoven ve 14. cyklu a zbylých dvou v 15. 
cyklu. Cyklus prahu pozitivní a negativní kontroly se nacházel v 18. respektive 21. cyklu. 

Následnou H R M analýzou byly určeny teploty tání. Všechny vzorky včetně pozitivní 
kontroly vykazovaly dva peaky a to při teplotách 87,5-88,0 °C a při 75 °C. Negativní kontrola 
tvořila peak pouze při 75,5 °C. Podrobnější analýzou nebylo potvrzeno, že by u negativní 
kontroly došlo k tvorbě produktů P C R . Naopak byla potvrzena tvorba nespecifických produktů 
primer-dimer. Podobně jako v j iných publikacích lze na základě získaných dat potvrdit 
přítomnost bakteriálního druhu Lactococcus lactis subsp. lactis ve všech analyzovaných 
vzorcích sýrů [79], 
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6.2.6 Real-time P C R a H R M analýza specifická pro druh Propionibacterium 
freudenreichii 

Real-time P C R byla použita k detekci přítomnosti bakterie Propionibacterium freudenreichii 
ve čtyřech druzích sýrů. P C R byla provedena s použitím primerů specifických pro danou 
bakterii. Výsledky ukázaly, že ct hodnota ementálu, kde se tato bakterie očekává, byla 16,8, 
zatímco u pozitivní kontroly byla 11,9. U goudy, čedaru a eidamu byl cyklus prahu stanoven 
ve 27. cyklu. Negativní kontrola nebyla detekována. Využitím H R M analýzy byly teploty tání 
detekovány pouze u pozitivní kontroly a ementálu. Gouda, čedar, eidam a negativní kontrola 
nevykazovaly žádný peak. N a základě těchto výsledků lze konstatovat, že bakterie 
Propionibacterium freudenreichii byla detekována pouze v ementálu a v ostatních sýrech 
nebyla nalezena. Použitelnost těchto primerů byla potvrzena i v publikaci [75], 

6.2.7 Real-time P C R a H R M analýza specifická pro druh Streptococcus thermophilus 
Pomocí real-time P C R byl ve všech vzorcích sýrů zjištěn bakteriální druh Streptococcus 
thermophilus. Cyklus prahu byl u pozitivní kontroly detekován při 15. cyklu. U čedaru j iž při 
10. cyklu a eidamu respektive ementálu při 13. a 14. cyklu. Vzorek goudy byl detekován při 
25. cyklu, proto je možné tvrdit, že bakterie Streptococcus thermophilus byla nejméně 
koncentrována u vzorku goudy. 

H R M analýza potvrdila přítomnost tohoto druhu ve všech vzorcích sýrů. Teploty tání byly 
identické u všech vzorků i pozitivní kontroly (87,5 °C). U všech vzorků byly detekovány další 
peaky při teplotě 78,5 °C. Negativní kontrola nevykazovala žádné peaky, proto je možné soudit, 
že nižší teplota je způsobena vznikem nespecifických produktů primer-dimer a vyšší teplota 
dokazuje přítomnost analyzované bakterie. 
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7 ZÁVĚR 
Teoretická část práce se věnuje popsání pozitivních účinků probiotických bakterií na lidský 
organismus. Zároveň byla charakterizována výroba sýru se zaměřením na používané sýrové 
kultury. Dále byly uvedeny nej častější metody izolace nukleových kyselin a metody stanovení 
její koncentrace a čistoty. 

V experimentální části práce byla získána D N A ze čtyř druhů sýrů, goudy, čedaru, ementálu 
a eidamu. Izolace D N A byla provedena pomocí fenolové extrakce a sady Omni Bacterial D N A 
Purification Ki t . Po spektrofotometrickém stanovení koncentrace a čistoty D N A byl u každého 
sýru vybrán jeden vzorek o nej vyšší kvalitě, který byl následně používán pro real-time P C R 
a H R M analýzu. Největších výtěžků D N A bylo dosaženo izolací fenolovou extrakcí. Z hlediska 
čistoty D N A bylo pro izolaci nej vhodnější použití fenolové extrakce. Pouze u jednoho ze čtyř 
vzorků sýrů nevykazovala izolace komerčním kitem vysoké znečištění fenolem. 

Pro ověření izolované D N A byla použita real-time P C R s primery specifickými pro druhy 
Lacticaseibacillus casei, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus helveticus, 
Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis, Propionibacterium 
freudenreichii a Streptococcus thermophilus. Bohužel v žádném z testovaných druhů sýrů se 
nepodařilo z důvodu nedostatečné amplifikace pozitivní kontroly potvrdit přítomnost bakterie 
Lactococcus lactis subsp. cremoris. Proto bylo možné stanovit u všech sýrů maximálně šest 
bakterií. Sýr ementál byl jediný, u kterého byla potvrzena přítomnost všech zkoumaných 
bakterií. U sýrů čedar a eidam bylo shodně analyzováno pět z šesti zkoumaných bakterií. 
Bakterie Propionibacterium freudenreichii nebyla kromě čedaru a eidamu prokázána také 
u goudy, u které také nebyla potvrzena přítomnost bakterie Lactobacillus helveticus. 
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9 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
c t práh cyklu 
D N A deoxyribonukleová kyselina 
E D T A kyselina etylendiamintetraoctová 
H R M vysokorozlišovací křivka tání 
N K nukleová kyselina 
P C R polymerázová řetězová reakce 
R N A ribonukleová kyselina 
SDS dodecyl sulfát sodný 
T m teplota tání 
T V S tuku v sušině 
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