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ABSTRAKT 
 Práce byla zaměřena na izolaci DNA ze sýrů pro použití v polymerázové řetězové reakci. 
Nejprve byl optimalizován postup homogenizace různých typů sýrů z komerční sítě, lyze 
buněk a izolace DNA.  DNA byla izolována magnetickými částicemi a fenolovou extrakcí. 
Bylo prokázáno, že po zředění vzorku se DNA amplifikuje v PCR s primery pro doménu 
Bacteria. 

 Dále byl optimalizován postup izolace DNA z čerstvých sýrů a z čerstvých 
kontaminovaných sýrů (sýry s vadou) a z jejich láků. DNA ze všech vzorků byla 
amplifikována v PCR. Byla prokázána přítomnost DNA domény Bacteria a kvasinkové DNA.  
 V poslední části práce byla optimalizována příprava směsí pro PCR a amplifikace 
bakteriální DNA v PCR s primery se svorkou (F357-GC a R518). Vzniklé produkty PCR byly 
analyzovány pomocí DGGE. Bylo ukázáno, že amplikony DNA izolované ze sýrů a láků 
se liší jak polohou na gelu tak počtem. Větší počet pásů různé intenzity byl detegován 
po amplifikaci DNA z kontaminovaných láků. 
 

 

 

ABSTRACT 
This work was focused on DNA isolation from cheeses for the use in polymerase chain 

reaction. First, there was optimised the procedure of homogenisation of different types 

of cheeses from commercial sources, cell lysis and DNA isolation. DNA was isolated using 

magnetic microspheres and phenol extraction. It was shown that the DNA was amplified 

in PCR for domain Bacteria after dilution. 

Next, there was optimised the procedure of DNA isolation from fresh cheeses and from 

contaminated fresh cheeses and their pickles. DNA from all samples was amplified in PCR. 

The presence of DNA of domain Bacteria and yeast DNA was demonstrated.  

In the last part of the work, there were optimised the preparation of PCR mixtures 

and bacterial DNA amplification in PCR with primers with clamp (F357-GC and R518). 

Synthetized PCR products were analysed using DGGE. It was shown that amplicons of DNA 

isolated from cheeses and pickles differ in positions and numbers. Larger number of bands 

of different intensities was detected after amplification of DNA isolated from contaminated 

pickles. 

 

 

 

 

 

KLÍČOVÁ SLOVA 
Čerstvý sýr, izolace DNA, PCR, 16s rRNA, DGGE 

 

KEYWORDS 
Fresh cheese, DNA isolation, PCR, 16s rRNA, DGGE 
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1 ÚVOD 
 Řada výrobků potravin obsahuje bakterie, které je potřeba analyzovat, ať už z důvodu 
zjištění kontaminantů, patogenů nebo stanovení optimálního zastoupení bakteriální 
mikroflóry. 
 Tradiční metody, identifikace mikroorganismů, založené na morfologických vlastnostech 
mikroorganismů a biochemických testech (fermentace sacharidů, produkce enzymů) 
jsou časově náročné a neumožňují zjištění všech mikroorganismů obsažených 
v analyzovaném vzorku. Moderní metody založené na amplifikaci DNA jsou naproti tomu 

velmi selektivní a umožňují stanovit současně velké množství bakterií. Tyto metody začínají 
být využívány v potravinářských laboratořích v souvislosti s technologií výroby a s kvalitou 

výrobku. 
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8

Obrázek  2: Schématické znázornění výroby sýrů, upraveno dle [3] 

2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 Sýry 

 Pojem sýr je obecný název pro fermentované mléčné potravinářské výrobky. Sýry jsou 

vyráběné po celém světě ve velké rozmanitosti. Evropské sýry jsou založeny na znalostech 

Řeků a později Římanů. Důkazy o výrobě sýra sahají až do roku 2800 př. nl.  
 Sýr je bílkovinný koncentrát vyrobený okyselením nebo enzymovým srážením mléka 
za účasti mikroorganismů – bakterií mléčného kvašení (BMK). Vzniká odstraněním vody 
ze sraženiny a podléhá chemickým a fyzikálním změnám způsobených mikroflórou. 
 Sýrové výrobky mají velmi různorodou chuť, tvar a konzistenci. Kategorizovat sýry 
je velmi složité, protože každá země používá odlišná kritéria. Pode „editor-in-chief’s easy-to-

grasp“ systému existuje 7 hlavních druhů sýra, do kterých lze zařadit 99 % všech vyráběných 
sýrů. Tyto typy sýrů jsou zobrazeny na Obrázku 1 [1,2]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

2.2 Výroba sýrů 

Výroba sýrů se skládá z  hlavních kroků, které jsou uvedeny na schématu na Obrázku 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 1: Typy sýrů - Čerstvé sýry
(1)

, Čerstvé zrající sýry
(2)

, Měkké bílé sýry
(3)

, 

Poloměkké sýry 
(4)

, Tvrdé sýry(5)
, Sýry s modrou plísní

(6)
, Ochucené sýry

(7)
, upraveno 

dle [2] 
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2.2.1 Mikroorganismy v sýrech 

2.2.1.1 Starterové kultury 

 Vzhledem k pasterizaci mléka je převážná část v něm obsažených mikroorganismů 

zničena. Proto je zapotřebí do mléka přidávat tzv. starterové kultury. Tyto mikroorganizmy 

jsou důležité pro výrobu sýru z toho důvodu, že fermentují mléčné cukry za produkce 

kyseliny mléčné a v některých případech tvoří chuťové látky, zejména, acetaldehyd a diacetyl. 
V dnešní době se používají převážně komerční kmeny, u kterých jsou ověřovány důležité 
technologické vlastnosti, jako je tolerance k solím a schopnost růstu a produkce kyseliny 

mléčné v mléku. 
 Starterové kultury se rozdělují na mezofilní (optimální teplota růstu je 30 °C) a termofilní 
kmeny (optimální teplota růstu je 42 °C). Dále se starterové kultury dělí na definované 
kultury, které obsahují pouze čisté kmeny se známými a identifikovanými vlastnostmi. 
Druhým typem jsou smíšené kultury, které obsahují bakterie různých druhů. Přírodní 
starterové kultury obsahují jiné druhy bakterií něž komerční starterové kultury. U přírodních 
starterových kultur, obvykle neznáme jejich složení. 
 Celkem existuje 12 rodů bakterií mléčného kvašení (BMK), ale pouze 5 rodů se používá 
jako starterové kultury: Lactococcus, Enterococcus, Leuconostoc, Streptococcus, 

Lactobacilus (Tabulka 1 a 2) [1,3]. 

 

Tabulka 1: Přehled komerčních starterových kultur a jejich vybrané vlastnosti [1] 

Druhy Typ 
Fermentace 

cukrů 

Isomer 

laktátu 
Tvar 

Metabolismus 

citrátu 

NH3 z 

argininu 

Streptococcus thermophilus T Homo L Koky – – 

Lactobacillus helveticus T Homo DL Tyčinky – – 

Lactobacillus delbrueckii 

subsp. bulgaricus 
T Homo D Tyčinky + + 

Lactobaccilus delbrueckii 

subsp. Lactis 
T Homo D Tyčinky – ± 

Lactococcus lactis subsp. 

cremoris 
M Homo L Koky – ± 

Lactococcus lactis M Homo L Koky ± + 

Leuconostoc lactis M Hetero D Koky + – 

Leuconostoc mesenteroides  M Hetero D Koky + – 

 

 

T - Termofilní organismus  Homo - Homofermentativní organismus 

M - Mezofilní organismus   Hetero - Heterofermentativní organismus 

+ Positivní    ± Možnost obojího 

– Negativní 
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Tabulka 2: Přehled přírodních starterových kultur a jejich vybrané vlastnosti [1] 

Druhy 
Fermentace 

cukrů 

Isomer 

laktátu 
Tvar 

Metabolismus 

citrátu 

NH3 z 

argininu 

Lactobacillus casei subsp. 

casei 
Homo L Tyčinky ± – 

Lactobacillus paracasei 

subsp. paracasei 
Homo L Tyčinky --- – 

Lactobacillus paracasei 

subsp. tolerans 
Homo L Tyčinky --- – 

Lactobacillus rhamnosus Homo L Tyčinky --- – 

Lactobacillus plantarum Homo DL Tyčinky ± – 

Lactobacillus curvatus Homo DL Tyčinky --- – 

Lactobacillus fermentum Hetero DL Tyčinky --- + 

Enterococcus faecalis Homo L Koky ± + 

Enterococcus faecium Homo L Koky --- + 

 

T - Termofilní organismus  Homo - Homofermentativní organismus 

M - Mezofilní organismus   Hetero - Heterofermentativní organismus 

+ Positivní    ± Možnost obojího 

– Negativní 

2.2.1.2 Sekundární starterové kultury 

 Sekundární starterové kultury se aplikují převážně na povrchu sýrů za účelem dosažení 
charakteristického vzhledu a chuti. Povrch sýrů se potáhne vrstvou sekundárních starterových 
kultur a sýr se nechá zrát. Mezi zástupce těchto bakterií patří zástupci rodů:  Arthrobacter, 

Brevibacterium, Brachybacterium, Corynebacterium, Microbacterium, Propionibacterium, 

a Micrococcus. Mezi zástupce kvasinek patří Kluyveromyces marxianus a Debaryomyces 

hansenii. Mezi zástupce plísní patří Geotrichum candidum, Penicillium camemberti, 

a Penicillium roqueforti [3]. 

2.2.1.3 Nestarterové bakterie mléčného kvašení 

 Nestarterové BMK (NSBMK) jsou mikroorganismy, které zastupují důležitou mikrobiální 
skupinu během zrání sýrů a mají důležitý vliv na kvalitu sýrů. Jejich zdroj pochází z mléka, 
nebo z prostředí, kde je mléko a později sýr zpracováván. Většina NSBMK jsou fakultativní, 
heterofermentativní lactobacily např. L. casei, L. pararcasei, L. plantarum, L. curvatus 

a obligátně heterofermentativní laktobacily např. L. brevis a L. fermentum [1,4]. 

2.2.1.1 Kontaminanty mléka 

 Mléko je díky svým velmi dobrým nutričním parametrům s hodnotou pH kolem 

6,6  vhodné médium pro růst mikroorganismů. Kontaminanty se do mléka dostávají převážně 
při dojení. Dalším možným zdrojem kontaminace je vzduch při zpracování mléka. Mezi 
kontaminující grampozitivní bakterie, obsažené v mléku, patří např. Micrococcus, 

Corynebacterium, Microbacterium, Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus 

a  gramnegativní bakterie rodů Pseudomonas, Achromobacter, Enterobacter, Escherichia 

a Flavobacterium. 
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 Problém způsobují převážně patogenní mikroorganismy, které kontaminují sýry. Hlavními 
patogeny jsou Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, 

Salmonella, Mycobacterium tuberculosis a Escherichia coli. Z důvodu odstranění 
nežádoucích mikroorganismů se mléko před dalším použitím pasterizuje [1,3]. 

 

2.2.2 Identifikace mikroorganismů v sýrech 

2.2.2.1 Kultivační metody 

 Kultivační metody jsou tradiční mikrobiální metody, které zahrnují výsev mikroorganismů 

na diferenciální a selektivní média a následnou identifikaci izolátů s využitím především 
biochemických metod. 

 Nevýhoda těchto metod spočívá převážně v nemožnosti identifikovat mikroorganismy, 

které nerostou na médiích (nekultivovatelné mikroorganismy). Problém je také nízká 
selektivita a vzájemná inhibice růstu na misce. Další nevýhodou je časová náročnost 
kultivačních metod [5]. 

2.2.2.2 Metody nekultivační 
 K dosažení rychlého a spolehlivé určení bakteriálních druhů jsou stále více využívány 

molekulárně biologické metody založené na amplifikaci DNA, jako např. druhově specifická 
PCR a DNA fingerprinting [5].

 

 

a) Druhově specifická PCR  

 Při druhově specifické PCR se nejčastěji využívá amplifikace části (variabilní oblasti) 
genu, který kóduje 16s rRNA. Při PCR se primery vážou specificky na cílovou oblast 
16s rRNA genu. PCR produkt může být detegován podle své velikosti pomocí gelové 
elektroforézy nebo pomocí sekvencování DNA [6]. 

b) Fingerprintové metody 

 Fingerprintové metody, vytváří profil mikrobiální komunity, založený na přímé analýze 
amplifikované DNA po rozdělení produktů PCR pomocí gelové elektroforézy na agarose. 

Zahrnuje techniky jako RAPD, rep-PCR, elektroforéza v gradientovém denaturačním gelu 
(denaturing gradient gel electrophoresis – DGGE), elektroforéza s teplotním gradientem 
(temperature gradient gel electrophoresis – TGGE) atd. Výsledkem je fingerprint. 

 Díky těmto technikám lze simultánně analyzovat mnoho vzorků a navzájem je porovnávat. 
Fingerprinty mohou být také porovnávány s databázemi a s jejich pomocí lze vyhledávat 
vztah mezi analyzovanými vzorky a informacemi uloženými v databázích [7]. 

2.3 Příprava vzorků sýrů pro analýzu 

 Analýza se zakládá na homogenizace sýrů, lyze buněk a izolaci DNA. Sýry 
se homogenizují ve sterilní vodě, pak se separují, promývají a lyzují. Následně se z hrubých 
lyzátů buněk izoluje DNA. 

2.3.1 Homogenizace 

 Pro homogenizaci lze použít třecí misku nebo komerční BagSystem 

a) Miska 

 Ve třecí misce se mechanickým pohybem tloučku rozruší sýr a následně se vzorek 
přefiltruje přes gázu pro odstranění tukových částí sýrů. 
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b) BagSystem 

 BagSystém je produkt firmy Interscience (Saint-Nom-la-Bretèche, Francie) pro rychlou 

a bezpečnou přípravu vzorků a následné mikrobiologické nebo chemické rozbory. Systém 

obsahuje BagFilter, Grafimetry, MagMixer, BagTools, BagPipet (Obrázek 3) 

 BagFilter je sáček s membránou, který propouští jen roztok s buňkami uvolněnými 

ze zhomogenizovaného vzorku, který byl homogenizován ve stomacheru MagMixer [8]. 

 

2.3.2 Separace buněk a příprava hrubých lyzátů buněk 

 Buňky se promyjí sterilní vodou, sedimentují pomocí centrifugace a dále se mohou lyzovat 

buď mechanicky, fyzikálně nebo chemicky. 

2.3.3 Izolace DNA 

 Izolace DNA se provádí z hrubých lyzátů buněk mnoha technikami např. fenolovou 

extrakcí, vysolováním nebo adsorpcí na pevnou fázi. Pevnou fází mohou být magnetické 

částice
 
[9]. 

a) Fenolová extrakce 

 Fenolová extrakce DNA je založena na rozrušení komplexu DNA-protein a extrakci 

proteinů z vodné do fenol/chloroformové fáze. Poté se DNA vysráží ethanolem při - 20 °C, 

sediment DNA se vysuší a následně rozpustí v TE pufru [9]. 

b) Izolace DNA magnetickými částicemi 

 Tato technika využívá magnetické částice, které jsou pokryty polymerní vrstvou a jsou 

funkcionalizované karboxylovými skupinami. V prostředí vysokých koncentrací PEG 6000 

a chloridu sodného dochází k reverzibilní vazbě DNA na povrch magnetických částic. 

Vzniklý komplex se separuje od dalších molekul pomocí vnějšího magnetického pole. 

Komplex DNA-magnetická částice je držen na stěně zkumavky pomocí vnějšího 

magnetického pole, kdežto ostatní molekuly s roztokem mohou být odstraněny. Poté jsou 

částice promyty a po odstranění vnějšího magnetického pole je DNA eluována do vody nebo 

do TE pufru [9]. Schéma izolace DNA pomocí magnetických částic je uvedeno na Obrázku 4. 

 

 

 

Obrázek 3: Přehled BagSystemu - BagFilter
(1)

, Gravimetry
(2)

, MagMixer
(3)

, BagPipet
(4)

, upraveno 

dle [8] 
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Obrázek  4:Schéma magnetické částice a postup izolace DNA, upraveno dle [10,11]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4 Amplifikace DNA 

2.4.1 PCR  

 Polymerázová řetězová reakce (PCR) je zalžena na amplifikaci DNA. Amplifikovaný úsek 
DNA je vymezen primery, které se vážou na specifická místa jednovláknové 

(single stranded - ss) DNA a pomocí termostabilní polymerázy je syntetizován 

komplementární řetězec DNA (v přítomnosti dNTP). Tvoří se tak až miliony kopií cílové 
sekvence. 

 PCR probíhá v cyklech, každý cyklus se skládá z 3 kroků; denaturace DNA templátu, 

připojováni primerů a elongace. Denaturace probíhá při zvýšené teplotě a dochází při ní ke 

vzniku ssDNA. Následně pobíhá připojování primerů, kdy při snížení teploty dochází 
k hybridizaci primerů na ssDNA. Při dalším zvýšení teploty dochází k syntéze 
komplementárního řetězce v přítomnosti termostabilní DNA polymerasy a dNTP. Tyto cykly 

se opakují, dokud není naamplifikováno dostatečné množství DNA.  

 Výhoda PCR je velká citlivost, která umožnuje naamplifikovat i jednu molekulu templátu, 
což může být zároveň i její velká nevýhoda, protože mohou vznikat falešně pozitivní 
výsledky [12,13]. Schéma amplifikace je uvedeno na Obrázku 5. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Obrázek  5:Schéma PCR, upraveno dle [14] 
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2.5 DGGE 

 Denaturační gradientová gelová elektroforéza (DGGE) je metoda, která se řadí mezi 
fingerprintové metody a používá se pro monitoring různorodých mikrobiálních komunit. 

Pomcí této metody lze identifikovat i 1 % mikroorganismů v populaci [19]. 

 Analýze pomocí DGGE předchází izolace DNA a amplifikace DNA pomocí PCR 
s jedním primerem s GC svorkou. Pro amplifikaci se obvykle využívají primery, které 
ohraničují gen kódující 16s rRNA (Obrázek 6), která obsahují všechny bakterie. Výsledkem 
jsou amplikony o stejné délce ale různé sekvenci. 
 Samotná nalýza pomocí DGGE metody je založena na elektroforetické mobilitě produktů 

PCR v polyakrylamidovém gelu, kdy mobilita není závislá na velikosti produktu PCR 

ale na sekvenci dsDNA. PCR produkty jsou postupně denaturovány pomocí lineárního 

gradientu denaturačních činidel (formaldehyd, močovina). Mobilita denaturovaných 

amplikonů je značně omezena. Díky tomu můžou být rozděleny a detegovány stejně velké 
fragmenty DNA s různorodou sekvencí.  
 Z důvodu zabránění kompletní denaturace, je na 5´ konci DNA přisyntetizována 
GC svorka (40 bp bohatý úsek na GC sekvence), která braní úplné denaturaci dsDNA. 

Nejdříve denaturují produkty PCR, které jsou bohaté na AT páry, v místě s vyšší koncentrací 
denaturujících látek denaturují produkty PCR bohatší na GC páry. 
 DGGE je vysoce senzitivní metoda pro detegování změn i v jedné nukleotidové sekvenci 

[15, 16]. Princip DGGE je zobrazen na Obrázku 7. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

Obrázek  6: Schématický diagram úseku rDNA amplifikovaného pomocí PCR, upraveno dle [21] 

Obrázek  7: Schéma DGGE, upraveno dle [17] 
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3 CÍL PRÁCE 
 Cílem práce bylo optimalizovat podmínky izolace DNA z čerstvých sýrů (kontrolních 
a kontaminovaných) a jejich láků v kvalitě pro amplifikaci v PCR. DNA byla amplifikována 

v pomocí PCR s primery specifickými pro doménu Bacteria a pro kvasinky. 

 Primery s GC svorkou budou použity pro přípravu produktů PCR pro analýzu pomocí 
DGGE. Následně budou porovnány DNA pásy analyzovaných produktů PCR. 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
 

4.1 Materiál 
 

4.1.1 Chemikálie 

§ Agarosa pro gelovou elektroforézu (Top – Bio, ČR) 
§ DNA standard 100bp (Malamité, Moravské Prusy , ČR) 
§ DNA Lactobacillus fermentum CCM 7192  ( 100 ng/µl) 

§ DNA Saccharomyces cerevisiae ( 10 ng/µl) 

§ Ethanol (Lachema, Neratovice, ČR) 
§ Ethidium bromid (Sigma, St. Louis, USA) 

§ EDTA (kyselina ethylendiaminotetraoctová) (Serva, Heidelberg, SRN) 

§ Fenol (Serva, Heidelberg, SRN) 

§ Hydroxid sodný (Lachema, Brno, ČR) 
§ Chlorid sodný (Lachema, Neratovice, ČR) 
§ Chloroform (Penta, Chrudim, ČR) 
§ Isoamylalkohol (Lachema, Neratovice, ČR) 
§ Kyselina boritá (Lachema, Neratovice, ČR) 
§ Kyselina octová (Lachema, Neratovice, ČR) 
§ Lysozym (Reanal, Budapešť, Maďarsko) 
§ Nanášecí pufr 10x Blue Load (Top Bio, Praha, ČR) 
§ Octan sodný (Lachema, Brno, ČR) 
§ PEG 6000 (polyethylen glykol) (Lachema, Brno, ČR) 
§ PCR vkládací pufr 6x Yellow Load (Top Bio, Praha, ČR) 
§ Proteinasa K (Sigma, St. Louis, USA) 

§ RNasa A (Sigma, St. Louis, USA) 

§ Dodecylsulfát sodný (SDS) (Sigma, St. Louis, USA) 

§ Tris-báze (Tris(hydroxymethyl)aminomethan) (Penta, Chrudim, ČR) 
§ Tetramethylethylenediamine (TEMED) 

§ Další chemikálie použití v práci byly v čistotě p. a. 
§ Magnetické částice F-kol B100 ox  P(GMA) byly připraveny na Ústavu 

makromolekulární chemie AV ČR v Praze (Ing. D. Horák, CSc.). 
 

 

4.1.2 Komponenty pro PCR 

§ Voda pro PCR (Top-Bio, ČR) 
§ 10x reakční pufr kompletní pro Taq DNA polymerasu 1.1 (Top-Bio, ČR) 
§ dNTP směs (10 mM) (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Top – Bio, ČR) 
§ 5´ primer F_eub (10 pmol/μl)  
§ 3´ primer R_eub (10 pmol/μl)  
§ 5´ primer F_oli (10 pmol/μl)  
§ 3´ primer R_oli (10 pmol/μl) 
§ Taq DNA polymerasa 1.1 (1 U/μl) (Top-Bio, ČR) 
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4.1.3 Komponenty pro PCR-DGGE 

§ Voda pro PCR (Top-Bio, ČR) 
§ 10x reakční pufr kompletní pro LA DNA polymerázu (Top-Bio, ČR) 
§ dNTP směs (10 mM) (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)  (Top – Bio, ČR) 
§ 5´ primer F 357 (10 pmol/μl) 
§ 5´ primer F 357-GC (10 pmol/μl) 
§ 3´ primer R 518 (10 pmol/μl) 
§ DMSO enhancer 

§ MgCl2 (Top-Bio, ČR) 
§ LA DNA polymerasa (5 U/μl) (Top-Bio, ČR) 

 

4.1.4 Primery pro PCR 

 V Tabulce 3, 4 a 5 jsou popsány použité primery. Dále je v tabulkách uvedena sekvence 

primeru a velikost produktu PCR po amplifikaci. 

 

a) Primery pro doménu Bacteria 

 Tabulka 3: Použité primery pro doménu Bacteria, jejich sekvence a velikost produktu [18] 

 

b) Primery pro kvasinky 

 Tabulka 4: Použité primery pro kvasinky, jejich sekvence a velikost produktu [19] 

 

c) Primery pro doménu Bacteria na DGGE PCR 

 Tabulka 5: Použité primery pro PCR-DGGE, jejich sekvence a velikost produktu [20,21] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Primer Sekvence primeru Velikost produktu [bp] 

F_eub 5´-TCCTACGGGAGGCAGCAG T- 3´ 
466 

R_eub 5´-GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT- 3´ 

Primer Sekvence primeru Velikost produktu [bp] 

F_oli 5´-CGTCATAGAGGGTGAGAATCC- 3´ 
152 

R_oli 5´-ACTTGTTCGCTATCGGTCTC- 3´ 

Primer Sekvence primeru Velikost produktu [bp] 

F357 5´-CCTACGGGAGGCAGCAG- 3´ 
193 

R518 5´-ATTACCGCGGCTGCTGG- 3´ 

F357-GC 
5´-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGG 

GGCACGGGGGGCCTACGGGAGGCAGCAG- 3´ 233 

R518 5´-ATTACCGCGGCTGCTGG- 3´ 
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4.1.5 Roztoky 

a) Roztoky pro přípravu hrubých lyzátů buněk  

§ 0,5 M EDTA (pH 8,0) 

Příprava: 

186,1 g EDTA bylo rozpuštěno v 800 ml destilované vody a umístěno na magnetickou 

míchačku. Pomoci hydroxidu sodného bylo upraveno pH na hodnotu 8,0. Roztok byl následně 
doplněn do objemu 1000 ml destilovanou vodou, rozdělen do alikvotů a sterilizován 

v autoklávu (121 °C/20 min). 

 

§ 1 M Tris-HCl (pH 7,8) 

Příprava: 

12,1 g Tris-báze bylo rozpuštěno v 70 ml destilované vody. Pomoci koncentrované kyseliny 

chlorovodékové bylo upraveno pH na hodnotu 7,8. Roztok byl následně doplněn destilovanou 

vodou do objemu 100 ml a sterilizován v autoklávu (121 °C/20 min.). 
 

§ Lyzační roztok A 

Příprava: 

Roztok byl připraven sterilně ze zásobních roztoků 1 M Tris-HCl (pH 7,8) a 0,5 M EDTA 

(pH 8,0). Byl smíchán 1 ml Tris-HCl (pH 7,8), 1 ml EDTA (pH 8,0) a 98 ml destilované 

vody. 

 

§ Modifikovaný lyzačni roztok A  

Modifikovaná lyzační roztok A se liší od nemodifikovaného koncentraci EDTA (15 mM) 
Příprava: 

Roztok byl připraven sterilně ze zásobních roztoků 1 M Tris-HCl (pH 7,8) a 0,5 M EDTA 

(pH 8,0). Byl smíchán 1 ml Tris-HCl (pH 7,8), 3 ml EDTA (pH 8,0) a 96 ml destilované 

vody. 

 

§ Lyzační roztok B 

Příprava: 

Adekvátní množství lysozymu bylo přidáno do lyzačního roztoku A v množství 10 mg/ml 

těsně před použitím. Roztok byl připravován vždy čerstvý.  

 

§ 20 % SDS 

Příprava: 

20 g SDS bylo rozpuštěno v 80 ml sterilní destilované vodě při teplotě 68 °C. Pomoci 
koncentrované HCl bylo upraveno pH na 7,0. Roztok byl doplněn do 100 ml destilovanou 

vodou. Roztok nemusí být sterilizován. 
 

§ Proteinasa K (1 mg/ml) 

Příprava: 

Na analytických vahách bylo naváženo 10 mg proteinasy K, roztok byl doplněn destilovanou 

vodou do 10 ml a rozdělen do alikvotů. Roztok byl uchováván při teplotě - 20 °C. 
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§ RNasa A (1 mg/ml) 

Příprava: 

Na analytických vahách bylo naváženo 10 mg RNasy A, navážka byla rozpuštěna 
v 10 ml  pufru (10 mM Tris-HCl (pH 7,8) a 15 mM NaCl) a roztok byl rozdělen do alikvotů. 
Roztok byl uchováván při teplotě - 20 °C. 

b) Roztoky pro izolaci DNA  

§ Fenol 

Destilovaný fenol nasycený TE pufrem o pH 7,8 

 

§ CIZ 

Směs chloroformu a isoamylalkoholu v poměru 24:1 

 

§ 3 M Octan sodný (pH 5,2) 

Příprava: 

408,1 g trihydrátu octanu sodného bylo rozpuštěno v 800 ml destilované vody. Pomocí ledové 

kyseliny octové bylo upravilo pH na hodnotu 5,2. Roztok byl doplněn destilovanou vodou 

do objemu 1000 ml a rozdělen do alikvotů a sterilizován v autoklávu (121 °C, 20 minut). 
 

§ TE pufr 

Připrava: 

Roztok byl připraven sterilně ze zásobních roztoků 1 M Tris-HCl (pH 7,8) a 0,5 M EDTA 

(pH 8,0). Byl smíchán 1 ml pufru Tris-HCl (pH 7,8), 200 µl EDTA (pH 8,0) a 98 ml 

destilované vody. 

c) Roztoky pro agarosovou gelovou elektroforézu  
 

§ 5x TBE pufr   

Příprava: 

54 g Tris-báze, 27,5 g kyseliny borité a 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) bylo smícháno 
a doplněny destilovanou vodou do celkového objemu 1000 ml. 
 

§ 0,5x TBE pufr   

Připrava: 

100 ml 5x TBE pufru bylo smícháno s 900 ml destilované vody. 
 

§ Roztok ethidiumbromidu 

Připrava: 

100 μl ethidium bromidu (500 μg/ml) bylo napipetováno do 500 ml destilované vody 
v barvící lázni. 
 

d) Roztoky pro DGGE  (8% polyakrylamidový gel) 

 

§ Roztok 50x TEA pufru 

Příprava: 

242 g 2M Tris-báze, 100 ml 0,5 M EDTA a 57,1 ml kyseliny octové bylo smícháno 
a doplněno destilovanou vodou do celkového objemu 1000 ml. pH bylo upraveno na hodnotu 

3,0.  
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§ Roztok 20% peroxodisíranu amonného   
Příprava: 
200 mg peroxodisíranu amonného (APS) bylo smícháno se 100 µl vody. Roztok 

byl  uchováván při teplotě - 20 °C. 
 

§ 40 % akrylamid/bisakrylamid (37,5:1) 

Příprava: 
114 g akrylamidu a 6 g bisakrylamidu bylo rozpuštěno v 200 ml vody a doplněno na konečný 
objem 300 ml. 

§ 0 % denaturant 

Příprava: 
75 ml 40 % akrylamidu/bisakrylamidu (37,5:1) bylo smícháno s 5 ml 50x TEA pufru 

a doplněno na objem 500 ml. Roztok byl skladován ve tmě a při teplotě 4 °C. 
 

§ 100% denaturant (7M močovina, 40 % formamid) 

Příprava: 
210 g močoviny, 200 ml formamidu, 75 ml 40 % akrylamidu/bisakrylamidu (37,5:1) a 5 ml 

50x TEA pufru bylo smícháno a doplněno na objem 500 ml. Roztok byl míchán do vyčeření 
a byl skladován ve tmě a při teplotě 4 °C. Před použitím byla močovina rozpuštěna při 37°C. 

 

e) Pomůcky a přístroje 

§ Analyticke váhy pioneer TM PA 114 (Ohaus, New Jersey, USA) 

§ BagSystem (Interscience Saint-Nom-la-Bretèche, Francie) 

§ Centrifuga Mini spin (Eppendorf, Hamburg, SRN) 

§ DGGE elektroforéza (INGENYphorU, Goes, Holandsko) 
§ Exikátor (KIF LAB, Freiburg, SRN) 

§ Hybridizačni inkubator model 2000 (SciGeneSunnyvale, CA USA) 
§ Laboratorni váhy CS 200 (Ohaus, New Jersey, USA) 

§ Magnetická separátor  life (Dynal Biotech, Oslo, Norsko)  
§ Mikropipety Discovery HTL o objemu 10, 20, 200 a 1000 µl (PZ HTL, Polsko) 

§ Mikrovlnná trouba SMW 2320 (Sencor, Praha, ČR) 
§ NanoPhotometerTM (Implen, Mnichov, Německo)  
§ Stomacher BagMix (Interscience, Francie) 

§ Transluminátor TVR 312A (Spectroline, Albany, USA) 

§ Termocykler PTC 200 (BIO-RAD Lab., USA) 

§ Termocykler TC-24/H (BIOER, Čína) 

§ Termostat – Mini Incubator 230V (Labnet, New Jersey, USA) 

§ Zařízení pro elektroforézu Easy-Cast, model B1 (Owl Scientific, Rochester, USA) 

§ Zařízení pro elektroforézu Mini gel unit 7x10 cm (Hoefer, Holliston, USA) 
§ Zdroj elektrického napětí pro elektroforézu Endurion (Labnet, Korea) 

§ Vortex  (BioSan, Lotyšsko) 
§ Běžné laboratorní sklo a umělohmotné laboratorní pomůcky.  
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f) Vzorky sýrů a láků 

Přehled všech analyzovaných vzorků sýrů a láků je shrnut v Tabulce 6, 7, 8 a  9. 

 

Tabulka 6: Přehled sýrů z komerční sítě použitých pro optimalizaci přípravy vzorků v třecí 
misce 

Sýr Typ Datum 

1.x Tvrdý sýr 8. 10. 2012 

2.x Čerstvý sýr 8. 10. 2012 

3.x Tavený sýr 8. 10. 2012 

 

Tabulka 7: Přehled čerstvých sýrů použitých pro optimalizaci přípravy vzorků v třecí misce 
a pomocí stomacheru 

Sýr Typ Kontaminace Datum ID 

1.0 Čerstvý sýr Kontrola 4. 2. 2011 337/5 

2.0 Čerstvý sýr Kontaminovaný 4. 2. 2011 --- 

 

Tabulka 8: Přehled sýrů použitých pro porovnání mikrobiální mikroflóry na DGGE 

Sýr Typ Kontaminace Datum ID Zápach 

1.1. Čerstvý sýr 
Kontrola 

7. 12. 2011 341/4 – 

2.1. Čerstvý sýr 4. 2. 2011 338/5 – 

3.1. Čerstvý sýr Neznámé 322/3 – 

1.2. Čerstvý sýr 

Kontaminovaný 

9. 9. 2011 --- +++ 

2.2. Čerstvý sýr 12. 9. 2011 --- + 

3.2. Čerstvý sýr 29. 9. 2011 – ++ 

4.2. Čerstvý sýr 21. 9. 2011 – + 

5.2. Čerstvý sýr 23. 9. 2011 – ++ 

6.2. Čerstvý sýr 30. 9. 2011 – + 

+, ++, +++ intenzita zápachu 

 

Tabulka 9: Přehled láků použitých pro porovnání mikrobiální mikroflóry na DGGE 

Sýr Typ Kontaminace Datum ID Zápach Barva 

1.1.L Lák čerstvého sýru 

Kontrola 

7. 12. 2011 341/4 --- --- 

2.1.L Lák čerstvého sýru 4. 2. 2011 338/5 --- --- 

3.1.L Lák čerstvého sýru Neznámé 322/3 --- --- 

1.2.L Lák čerstvého sýru 

Kontaminovaný 

9. 9. 2011 – +++ Namodralá 

2.2.L Lák čerstvého sýru 12. 9. 2011 – +++ Bílá 

3.2.L Lák čerstvého sýru 29. 9. 2011 – ++ Bílá 

4.2.L Lák čerstvého sýru 21. 9. 2011 – ++ Bílá 

5.2.L Lák čerstvého sýru 23. 9. 2011 – +++ Bílá 

6.2.L Lák čerstvého sýru 30. 9. 2011 – ++ Bílá 

+, ++, +++ intenzita zápachu 
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4.2 Metody 

4.2.1 Zpracování sýrů pomocí třecí misky a příprava hrubých lyzátů buněk 

§ 5 g naváženého vzorku sýru bylo rozetřeno ve sterilní třecí misce s  2,5x násobek 

sterilní vody (12,5 ml) 

§ Vzniklá suspenze byla přefiltrována přes sterilní gázu do suché zkumavky, ze které 
bylo odpipetováno 1,5 ml. Suspenze byla stočena při 10 000 ot/3 min, supernatant 

byl slit a k sedimentu bylo přidáno dalších 1,5 ml suspenze a vzorek byl stočen 
při 10 000 ot/3 min 

§ Supernatant byl opět slit a bylo přidáno 1 ml vody (promytí), vzorek byl následně 
stočen 10 000 ot/3 min 

§ Supernatant byl slit a získaný sediment byl resuspendován v 1 ml roztoku B (poprvé 

bylo přidáno 200 µl poté 800 µl) 

§ Vzorek byl nechán 1 hod při laboratorní teplotě 

§ Poté bylo k vzorku přidáno 50 µl 20 % SDS a 5 µl proteinasy K (100 µl/ ml) 

§ Takto vzniklý roztok byl nechán lyzovat se do dalšího dne v inkubátoru při 55 °C [22] 

4.2.2 Zpracování sýrů pomocí BagSystemu a příprava hrubých lyzátů buněk  

§ 5 g naváženého vzorku sýru bylo vloženo do sterilního sáčku s membránou BagFilter, 
ke kterému byl přidáno 2,5x násobek sterilní vody (12,5 ml) 

§ BagFilter byl vložen do stomacheru a vzorek byl homogenizován 25 min 

za občasného promíchání 
§ Z prostoru za membránou bylo pipetou odsáto 1,5 ml supernatantu a ten byl stočen při 

10 000 ot/3 min, supernatant byl slit a k sedimentu bylo přidáno dalších 1,5 ml 
zhomogenizovaného vzorku a vzorek byl stočen při 10 000 ot/3 min 

§ Supernatant byl opět slit a byl přidán 1 ml vody (promytí), vzorek byl následně stočen 
10 000 ot/3 min 

§ Supernatant byl slit a získaný sediment byl resuspendován v 1 ml roztoku B (poprvé 

bylo přidáno 200 µl poté 800 µl) 

§ Vzorek byl nechán 1 hod při laboratorní teplotě 

§ Poté bylo k vzorku přidáno 50 µl 20 % SDS a 5 µl proteinasy K (100 µl/ ml) 

§ Takto vzniklý roztok byl nechán lyzovat se do dalšího dne v inkubátoru při 55 °C 

4.2.3 Zpracování láků sýrů a příprava hrubých lyzátů buněk 

§ Vzorek v Eppendorfově zkumavce  byl stočen při 10 000 ot/3 min a slit, k sedimentu 

byl přidán 1 ml vody (promytí), vzorek byl následně stočen při 10 000 ot/3 min 

§ Supernatant byl slit a sediment byl resuspendován v 1 ml modifikovanho roztoku B 

(poprvé bylo přidáno 200 µl poté 800 µl) 

§ Vzorek byl nechán 1 hod při laboratorní teplotě 

§ Poté bylo k vzorku přidáno 75 µl 20 % SDS, 10 µl proteinasy K (100 µl/ml) a 10 µl 

RNasy A (100 µl/ml) 

§ Takto vzniklý roztok byl nechán lyzovat do dalšího dne v inkubátoru při 55 °C 
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4.2.4 Lýze sýrů a láků pomocí opakovaného zamražení 

§ Vzorek hrubých lyzátů byl zamražen do zatuhnutí při - 20 °C 

§ Poté byl rozehřát při 70 °C po dobu 5 min za občasného míchání 
§ Vzorek byl opět zamražen do zatuhnutí při - 20 °C 

§ Následně byl rozehřán při 70 °C po dobu 5 min za občasného míchání 
§ Vzorek byl potřetí zamražen do zatuhnutí při - 20 °C 

§ Nakonec byl vzorek rozehrán při laboratorní teplotě a uchováván při - 20 °C [23] 

4.2.5 Izolace DNA z lyzátů buněk pomocí magnetických nosičů 

§ Do čisté Eppendofovy zkumavky byly napipetovány komponenty separační směsi 
v pořadí dle Tabulky 11. 

§ 15 minut byla nechána DNA vázat se na nosiče 

§ Poté byla na 15 minut vložena Eppendorfova zkumavka do magnetického separátoru 

a supernatan byl následně odpipetován 

§ Sediment byl 2x promyt 70% ethanolem (1x 1 ml a 1x 0,5 ml) 

§ Eppendorfova zkumavka s DNA navázanými na nosiči byla vyndána z magnetického 
separátoru a bylo do ní nepipetovány 100 µl TE pufru 

§ Eluce DNA do pufru probíhala 1 hod, poté byla Eppendorfova zkumavka vrácena 
do magnetického separátoru, kde byly odseparovány magnetické nosče a eluovaná 
DNA byla napipetována do čisté Eppendorfovy zkumavky [24] 

 

Tabulka 10: Vlastnosti použitým magnetických částic, převzato z [25] 

 

Tabulka 11: Separační směs pro výsledný 8 % PEG 6000     

 

 

 

 

 

 

4.2.6 Izolace DNA z lyzátů buněk pomocí fenolové extrakce 

§ K lyzátu buněk (500 ml) byl přidán stejný objem fenolu (500 ml) 
§ Směs byla 4 minuty jemně promíchávána a pak stočen při 14 500 ot/ 3 min 

§ Vodní vrstva s DNA (horní) byla odpipetována do nové Eppendorfovy zkumavky 

§ Směs byla 4 minuty jemně promíchávána a poté stočena při 14 500 ot/ 3 min 

§ Vodní vrstva s DNA (horní) byla odpipetována do nové Eppendorfovy zkumavky 

§ K vodní vrstvě bylo přidáno 1/10 objemu 3M octanu sodného (35 µl) a 2,5x objemu 

ethanolu (1 ml) 

§ Vzorek byl vložen do – 20 °C na 1 hod pro vysrážení DNA 

§ Po vyjmutí byl vzorek ohřát a stočen při 14 500 ot./ 20 min 

§ Následně byl ethanol slit a DNA byla nechána usušit do sucha v exikátoru (15 min) 
§ Po vysušení byla DNA eluována do 100 µl TE pufru 

§ DNA byla uchovávána v lednici [24] 

Částice P Fe [%hm] -COOH [mM/g] Průměr [μm] PDI 

F-kol B100 ox PGMA 5,4 0,67 0,7 1,16 

Pořadí Komponenta V [µl] 

1. NaCl (5 M) 400 

2. Lyzáty buněk 350 

3. PEG (40 %) 200 

4. Magn. částice (2 mg/µl) 50 
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4.2.7 Přečistění DNA 

§ Bylo postupováno stejným způsobem jako v kapitole 4.2.5, s tím rozdílem, 
že komponenty byly pipetovány dle Tabulky 12 a DNA byla eluována do 50 µl 

TE pufru 

 

Tabulka 12: Separační směs pro přečištění DNA (16 % PEG 6000) 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.8 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty DNA 

§ Bylo postupováno dle návodu k přístroji NanoPhotometr 
§ Jako BLANK byl použit TE pufr 
§ Na displeji byla odečtena koncentrace DNA a poměr A260nm/A280nm 

4.2.9 Konvenční PCR pro doménu Bacteria a pro kvasinky 

 Amplifikace byla prováděna v celkovém objemu amplifikační směsi 25 μl. Amplifikační 
směsi byly připravovány ve formě master mixů podle Tabulky 13 pro doménu Bacteria. PCR 

program pro doménu Bacteria  je popsán v Tabulce 14. Příprava směsi pro kvasinky 
je uvedena v Tabulce 15 a program pro kvasinky je v Tabulce 16. DNA pro PCR 

byla naředěna na 10 ng/µl. Pro amplifikaci byla použita Taq polymerasa 1.1 

4.2.9.1 PCR pro doménu Bacteria 

 

Tabulka 13: Složení PCR směsi pro doménu Bacteria [18] 

Komponenta V [µl] 

Voda pro PCR 17 

10x Taq pufr kompletní 2,5 

dNTP (10 mM) 0,5 

5´ primer F_eub (10 pmol/μl) 1 

3´ primer R_eub (10 pmol/μl) 1 

Taq DNA polymerasa 1.1 (1 U/μl) 1 

DNA (10 ng/μl) 2 

Celkový objem 25 

 

Tabulka 14: Program pro konvenční PCR pro doménu Bacteria 

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

Iniciační krok 95 300 1 

Dneaturace DNA 95 30 

30 Hybridizace primerů 55 30 

Syntéza DNA 72 60 

Terminační krok 72 600 1 

 

Poř. Komponenta V [µl] 

1. NaCl (5 M) 200 

2. DNA  50 

3. PEG (40 %) 200 

4. Magn. částice (2 mg/µl) 50 
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4.2.9.2 PCR pro Kvasinky 

Tabulka 15: Složení PCR směsi pro kvasinky [19] 

Komponenta V [µl] 

Voda pro PCR 18 

10x Taq pufr kompletní 2,5 

dNTP (10 mM) 0,5 

5´ primer F_oli (10 pmol/μl) 0,5 

3´ primer R_oli (10 pmol/μl) 0,5 

Taq DNA polymerasa1.1 (1 U/μl) 1 

DNA (10 ng/μl) 2 

Tabulka 16: Program pro konvenční PCR pro kvasinky 

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

Iniciační krok 94 300 1 

Denaturace DNA 94 30 

30 Hybridizace primerů 51 30 

Syntéza DNA 72 60 

Terminační krok 72 600 1 

4.2.10 PCR pro použití na DGGE 

 Amplifikační směs byla připravována ve formě master mixů o celkovém objemu 50 μl. 
DNA pro PCR-DGGE byla naředěna na 100 ng/µl. Pro amplifikaci byla použita 
LA polymerasa. Modifikováno dle [26]. 

4.2.10.1 Ověření složení PCR směsi a amplifikovatelnosti pomocí PCR 

 PCR směs byla připravena ve formě master mixu dle Tabulky 17 amplifikace 

byla provedena podle programu v Tabulce 18. Amplifikované produkty PCR byly ověřeny 
dle kapitoly 4.2.11.5. 

Tabulka 17: Složení PCR-DGGE směsi pro ověření programu a amplifikovatelnosti DNA 

Komponenta V [µl] 
Voda pro PCR 26 

LA pufr 10x kompletní 5 

dNTP (10 mM) 3 

F357 / F357 GC (10 pmol/µl) 3 

R528 (10 pmol/µl) 3 

DMSO 2 

MgCl2 6 

LA polymerasa (5U/µl) 1 

DNA (100 ng/µl) 1 

Celkový objem 50 

Tabulka č. 18: Program pro PCR-DGGE na doménu Bacteria 

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

Iniciační krok 95 300 1 

Denaturace DNA 95 60 

30 Hybridizace primerů 50 45 

Syntéza DNA 72 60 

Terminační krok 72 600 1 
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4.2.10.2 Optimalizace  PCR s primery bez GC svorky a s GC svorkou 

 Celkem bylo připraveno 12 směsí master mixu s různými komponentami, které jsou 
popsány v Tabulce 19. V šesti směsích bylo měněno množství dNTP, MgCl2 a PCR vody. 

 Šest PCR směsí bylo připraveno s primerem F357 bez svorky a R548 a šest směsí 
s primerem F357 GC a R458. 

Tabulka 19: Tabulka směsí pro optimalizaci PCR-DGGE 

 

Komponenta 

Směs A 

V [µl] 
Směs B 

V [µl] 
Směs C 

V [µl] 
Směs D 

V [µl] 
Směs E 

V [µl] 
Směs F 

V [µl] 

Voda pro PCR 28 26 24 29 27 25 

LA pufr 10x kompletní 5 5 5 5 5 5 

dNTP (10 mM) 3 3 3 2 2 2 

F357 / F357 GC (10 pmol/µl) 2 2 2 2 2 2 

R528 (10 pmol/µl) 2 2 2 2 2 2 

DMSO 2 2 2 2 2 2 

MgCl2 6 8 10 6 8 10 

LA polymerasa (5U/µl) 1 1 1 1 1 1 

DNA (100 ng/µl) 1 1 1 1 1 1 

 

4.2.10.3 Zjištění optimálního množství PCR produktu s GC svorkou pro vizualizaci 

na gelové elektroforéze 

 Pro ověření amplifikovatelnosti pomocí gelové elektroforézy bylo na gel nanášeno 
množství produktu PCR dle Tabulky 20 

Tabulka č. 20: Přehled množství amplikonů nanesených  na gel 

PCR produkt 

[µl] 

Voda 

[µl] 

6x Nanášecí pufr 
[µl] 

Celkový objem 

[µl] 

1 14 3 18 

3 12 3 18 

5 10 3 18 

4.2.10.4 Amplifikace DNA izolované ze sýrů a láků s primerem s GC svorkou 

 DNA izolovaná metodou fenolové extrakce byla naředěna na 100 ng/µl. PCR směs byla 
připravena ve formě master mixu dle Tabulky 21 a byla provedena PCR podle programu 

uvedeného v Tabulce 18, amplifikace DNA byla provedena dle 4.2.11.5. 

Tabulka 21: Složení optimalizované PCR směsi 
Komponenta V [µl] 
Voda pro PCR 26 

LA pufr 10x komlpetní 5 

dNTP (10 mM) 3 

F primer (10 pmol/µl) 2 

R primer (10 pmol/µl) 2 

DMSO enkaner 2 

MgCl2 8 

LA polymerasa (5U/µl) 1 

DNA (100 ng/µl) 1 
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4.2.11 Agarosová gelová elektroforéza 

4.2.11.1 Příprava gelu a průběh elektroforézy pro hrubé lyzáty buněk 

§ Byl připraven 0,8 % agarosový gel, na který bylo naneseno 20 µl hrubého lyzátu 

buněk a 3 µl 10x koncentrovaného nanášecího pufru (Blue loading) 

§ Elektroforéza probíhala 1h a 30 min při konstantním napětí 60 V 

§ Následně byl gel 25 minut barven v lázni s ethidiumbromidem 

§ Takto připravený gel byl poté vizualizován na transiluminátoru a dokumentován 
fotograficky 

4.2.11.2 Příprava gelu a průběh elektroforézy pro ověření relativní intaktnosti DNA 

§ Byl připraven 0,8 % agarosový gel, na který bylo naneseno 20 µl eluované DNA 
a 3 µl 10x koncentrovaného nanášecího pufru (Blue loading) 

§ Elektroforéza probíhala 1h a 40 min při konstantním napětí 60 V 

§ Následně byl gel 25 minut barven v lázni s ethidiumbromidem 

§ Takto připravený gel byl poté vizualizován na transiluminátoru a dokumentován 
fotograficky 

4.2.11.3 Připrava gelu a průběh elektroforézy pro analýzu PCR produktů dom. 

Bacteria 

§ Byl připraven 1,8 % agarosový gel, na který bylo naneseno 25 µl produktu PCR a 5 µl 

6x koncentrovaného nanášecího pufru (Orange loading) 

§ Elektroforéza probíhala 1h a 30 min při konstantním napětí 90 V 

§ Následně byl gel 25 minut barven v lázni s ethidiumbromidem 

§ Takto připravený gel byl poté vizualizován na transiluminátoru a dokumentován 
fotograficky 

4.2.11.4 Připrava gelu a průběh elektroforézy pro analýzu PCR produktů Kvasinek 

§ Byl připraven 2 % agarosový gel, na který bylo naneseno 25 µl produktu PCR a 5 µl 

6x koncentrovaného nanášecího pufru (Orange loading) 

§ Elektroforéza probíhala 2h při konstantním napětí 80 V 

§ Následně byl gel 25 minut barven v lázni s ethidiumbromidem 

§ Takto připravený gel byl poté vizualizován na transiluminátoru a dokumentován 
fotograficky 

4.2.11.5 Detekce PCR produktu se svorkou pomocí gelové elektroforézy 

§ Byl připraven 1,5 % agarosový gel, na který se naneslo 5 µl produktu PCR, 10 µl vody 

a 3 µl 6x koncentrovaného nanášecího pufru (Orange loading)   

§ Elektroforéza probíhala 1h a 40 min při konstantním napětí 90 V 

§ Následně byl gel 25 minut barven v lázni s ethidiumbromidem 

§ Takto připravený gel byl poté vizualizován na transiluminátoru a dokumentován 
fotograficky 
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4.2.12 DGGE produktů PCR s primery obsahující GC svorku 

4.2.12.1 Příprava aparatury [28,29] 

Bylo postupováno dle návodu k přístroji, celý postup je popsán v příloze v kapitole 10.1. 

4.2.12.2 Příprava gradientového gelu (40 % - 60 % gradient) 

 Do dvou zkumavek LC (Low concentration)  a HC (High concentration)   byla připravena 
koncentrace denaturantů dle Tabulky 22. Do každé zkumavky bylo přidáno 100 µl  20 % APS 
a 5 µl TEMED. HC roztok byl nalit do směsného separátoru v části s označením HC 
a s magnetickým míchadlem. Následně byl pootočen směsný ventil pro odstranění vzduchu 
a zase uzavřen. Do druhé části byl nalit LC roztok. Byl otevřen ventil a zapnuta pumpa. Gel 

byl hadičkou přiváděn do aparatury [27] 

Tabulka 22: Příprava denaturačního gradientu 

 

 

 

4.2.12.3 Příprava zaostřovacího gelu  

 Po zatuhnutí gradientového gelu (1 hod) bylo smícháno 7 ml 0 % denaturantu, 100 µl  

20 % APS a 5 µl TEMED a roztok byl napipetován nad gradientový gel. Zaostřovací gel 
tuhl 10 min [28,29]. 

4.2.12.4 Analýza pomocí DGGE 

 Na gel byly nanášeny PCR produkty podle Tabulky 23. Před nanesením vzorku byla každá 
komůrka vypláchnuta TEA pufrem, pro odstranění vysrážené močoviny. Po nanesení 
produktů PCR byl zapnut zdroj na 125 V po dobu 10 minut pro vyputování vzorků 
ze zaostřovacího gelu. Následně probíhala DGGE 20 hod při konstantním napětí 75V. 
Tabulka 23: Množství nanášeného PCR produktu na DGGE 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 0 % denaturant [ml] 100% denaturant [ml] 

LC 40 % 15 10 

HC 60 % 10 15 

Vzorek  
Produkt PCR 

[µl] 
6x Orange 

loading [µl] 
1.1 25 5 

2.1 25 5 

3.1 25 5 

1.2 25 5 

2.2 25 5 

3.2 25 5 

4.2 25 5 

5.2 25 5 

6.1 25 5 

1.1L 25 5 

2.1L 25 5 

3.1L 25 5 

1.2L 10 2 

2.2L 10 2 

3.2L 10 2 

4.2L 10 2 

5.2L 10 2 

6.2L 10 2 
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Obrázek 8: Agarosová gelová elektroforéza - DNA izolovaná pomocí magnetických nosičů a DNA 
v  hrubých lyzátech buněk ze vzorků sýrů z komerční sítě 

5  VÝSLEDKY 

5.1 Optimalizace postupu homogenizace, lýze buněk a izolace DNA z reálných 

vzorků sýrů 

 

a) Homogenizace vzorků sýrů z komerční sítě pomocí třecí misky 

 Navážky 5 g sýrů z komerční sítě uvedených v Tabulce 6 byly homogenizovány v třecí 
misce a dále zpracovány dle postupu v kapitole 4.2.1. Z  připravených lyzátů buněk bylo 

dle postupu v kapitole 4.2.5 pomocí magnetického nosiče izolována DNA. DNA a lyzáty 

buněk byly naneseny na gel podle postupu uvedeného v kapitole 4.2.11.1 a 4.2.11.2.  

Výsledek elektroforézy je zobrazen na Obrázku 8. 

  

 DNA eluovaná z magnetických nosičů nebyla na gelu detegována. Byla detegována 
vysokomolekulární DNA v lyzátech buněk. Kromě DNA byla detegována i RNA. 

 

b) Stanovení koncentrace a čistoty DNA 

 Koncentrace a čistota DNA byla měřena pomocí NanoPhotometru dle kapitoly 4.2.8 

a výsledek je uveden v Tabulce 24 

 

Tabulka 24: Koncentrace a čistota DNA ze sýrů z komerční sítě eluovaná z magnetických 

částic do 100 µl TE pufru 

Sýr Typ sýru Objem DNA [µl]  c DNA [ng/µl] A260nm/A280nm 

1.x Tvrdý 100 15,8 1,79 

2.x Čerstvý 100 30,5 1,84 

3.x Tavený 100 8,75 1,79 

 

 DNA byla izolována v koncentracích 8,75 - 30,5 ng/µl, poměr A260nm/A280nm byl v rozmezí 
1,79 - 1,84. 

 

 

Běh  Sýr  Izolace DNA 
Nanášeno 

[µl] 

Detekce 

DNA

1 1.x 

Magnetické částice 

20 –
2 2.x 20 –
3 3.x 20 –
4 1.x 

Hrubý lyzát buněk 

20 ++ 

5 2.x 20 +++ 

6 3.x 20 + 

+, ++, +++ Intenzita detegované DNA 

– DNA nedetegována 
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Obrázek 9: Agarosová gelová elektroforéza produktů PCR (466 bp). DNA izolovaná magnetickými 
nosiči ze vzorků sýrů z komerční sítě byla amplifikována s primery pro doménu Bacteria  

c) Ověření amplifikovatelnosti DNA pomocí PCR 

 DNA byla ředěna 10x a do PCR směsi byla přidána neředěná a 10x ředěná DNA. PCR 

směs byla připravená s využitím master mixu dle kapitoly 4.2.9.1. PCR produkty byly 

analyzovány pomocí gelové elektroforézy podle kapitoly 4.2.11.3. Výsledek je uveden 

na Obrázku 9. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Amplifikovala se pouze 10x ředěná DNA s výjimkou sýra 3.x, jehož DNA se amplifikovala 
i bez ředění. DNA obsahuje inhibitory. 

5.2 Optimalizace postupu homogenizace, lýze buněk a izolace DNA z vzorků 
čerstvých sýrů 

 

a) Homogenizace čerstvých sýrů pomocí třecí misky 

 Navážky 5 g čerstvých sýrů uvedených v Tabulce 7 byly homogenizovány v třecí misce 
dle postupu v kapitole 4.2.1. Z takto připravených hrubých lyzátů byla dle postupu v kapitole 

4.2.5 pomocí magnetických nosičů izolována DNA. 

 

b) Stanovení koncentrace a čistoty DNA 

 Koncentrace a čistota DNA byla měřena pomocí NanoPhotometru dle kapitoly 4.2.8 

a výsledek je uveden v Tabulce 25 

 

Tabulka 25: Koncentrace a čistota DNA z čerstvých sýrů eluovaná z magnetických částic 
do 100 µl TE pufru 

Sýr Typ ID Objem DNA [µl] c DNA[ng/µl] A260nm/A280nm 

1.0 Čerstvý sýr 337/5 100 9,50 1,69 

2.0 Čerstvý sýr kontrola 100 2,75 1,65 

  

 DNA byla izolována v koncentracích 2,75 - 9,50 ng/µl, poměr A260nm/A280nm byl v rozmezí 
1,65 - 1,69. 

Běh  Sýr 
Ředění 
DNA 

DNA v 

PCR 

směsi [ng] 

Detekce 

produktů 

PCR  

1 Neg. kontrola --- 0 –
2 Poz. kontrola --- 20 +++ 

3 1.x 1x 31,6 –
4 1.x 10x 3,16 +++ 

5 2.x 1x 61,0 –
6 2.x 10x 6,1 +++ 

7 3.x 1x 17,5 ++ 

8 3.x 10x 1,75 +++ 

9 DNA standard --- --- ---

+, ++, +++ Intenzita detegovaného produktu PCR  
– Produkt PCR nebyl detegován 
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Obrázek 10: Agarosová gelová elektroforéza produktů PCR (466 bp). DNA izolovaná 
magnetickými nosiči ze vzorků čerstvých sýrů byla amplifikována s primery pro doménu Bacteria 

 

c) Ověření amplifikovatelnosti DNA pomocí PCR 

 DNA byla zředěna 10x a do směsi pro PCR byla přidána neředěná a 10x ředěná. Směs pro 
PCR byla připravená s využitím master mixu dle kapitoly 4.2.9.1. Produkty PCR byly 

analyzovány pomocí gelové elektroforézy podle kapitoly 4.2.11.3. Výsledek je uveden 

na Obrázku 10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Produkty PCR specifické pro doménu Bacteria byly detegovány po amplifikaci DNA 

izolované magnetickými nosiči z čerstvých sýrů 1.0 a 2.0. Produkty PCR byly různé intenzity. 
 

d) Homogenizace čerstvých sýrů pomocí Stomacheru 

 Navážka 2 g čerstvých sýrů uvedených v Tabulce 7 byly homogenizovány s 18ml vody 

pomocí stomacheru podle postupu uvedeného v kapitole 4.2.2. Z takto připravených lyzátů 
buněk byla dle postupu uvedeného v kapitole 4.2.5 pomocí magnetických nosičů izolována 
DNA. Každý vzorek byl navážen 4x. 
 

e) Stanovení koncentrace a čistoty DNA 

 Koncentrace a čistota DNA byla měřena pomocí NanoPhotometru dle kapitoly 4.2.8 

a výsledek je uveden v Tabulce 26. 

Tabulka 26: Koncentrace a čistota DNA z čerstvých sýrů eluovaná z magnetickýh částic 
do 100 µl TE pufru 

Sýr  Vzorek Typ 
Objem 

DNA [µl] 
c DNA[ng/µl] 

Průměrná 
c DNA[ng/µl] 

A260nm/A280nm 

1.0 

1 Čerstvý sýr 100 4,50 

4,4 

1,73 

2 Čerstvý sýr 100 4,50 1,78 

3 Čerstvý sýr 100 4,00 1,77 

4 Čerstvý sýr 100 4,75 1,75 

2.0 

5 Čerstvý sýr 100 4,50 

3,6 

1,76 

6 Čerstvý sýr 100 3,50 1,81 

7 Čerstvý sýr 100 3,00 1,83 

8 Čerstvý sýr 100 3,50 1,77 

Běh  Sýr  
Ředění 
DNA 

DNA v 

PCR 

směsi [ng] 

Detekce  

produktů 
PCR  

1 Neg. kontrola --- 0 –
2 Poz. kontrola --- 20 +++ 

3 1.0 1x 19 +++ 

4 1.0 10x 1,9 ++ 

5 2.0 1x 5,5 +++ 

6 2.0 10x 0,55 ++ 

7 DNA standard --- --- ---

+, ++, +++ Intenzita detegovaného produktu PCR  
– Produkt PCR nebyl detegován 
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Obrázek 11: Agarosová gelová elektroforéza produktů PCR (466 bp). DNA izolovaná magnetickými nosiči 
ze vzorků čerstvých sýrů byla amplifikována s primery pro doménu Bacteria 

 DNA byla izolována v koncentracích 3,0 – 4,75 ng/µl, poměr A260nm/A280nm byl v rozmezí 
1,73 - 1,83. Z důvodu velmi podobných koncentrací byly vzorky pro stejný sýr smíchány. 

 

f) Ověření amplifikovatelnosti DNA pomocí PCR 

 DNA byla zředěna 10x a 100x, do směsi pro PCR byla přidána neředěná, 10x ředěná a 
100x ředěná. Směs pro PCR byla připravená s využitím master mixu dle kapitoly 4.2.9.1. 

Produkty PCR byly analyzovány pomocí gelové elektroforézy podle kapitoly 4.2.11.3, 

výsledek je uveden na Obrázku 11. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DNA byla amplifikována ve všech vzorcích. Produkty PCR byly různé intenzity. 

 

 

g) Modifikovaná homogenizace vzorků čerstvých sýrů pomocí Stomacheru 

Modifikace postupu spočívala v homogenizaci většího množství čerstvého sýru. 
 Navážka 5 g čerstvých sýrů uvedenách v Tabulce 7 byly homogenizovány s 20 ml vody 

pomocí stomacheru podle postupu uvedeného v kapitole 4.2.2. Z takto připravených lyzátů 
buněk byla dle postupu v kapitole 4.2.5 pomocí magnetických nosičů izolována DNA.  
 

h) Stanovení koncentrace a čistoty DNA 

 Koncentrace a čistota DNA byla měřena pomocí NanoPhotometru dle kapitoly 4.2.8 

a výsledek je uveden v Tabulce 27. 

 

 Tabulka 27: Koncentrace a čistota DNA z čerstvých sýrů eluovaná z magnetickýh částic 
do 100 µl TE pufru 

Sýr ID Typ Objem DNA [µl] c DNA [ng/µl] A260nm/A280nm 

1.0 337/5 Čerstvý sýr 100 7,5 1,78 

2.0 kontrola Čerstvý sýr 100 12,5 1,76 

  

 DNA byla izolována v koncentracích 7,5 - 12,5 ng/µl, poměr A260nm/A280nm byl v rozmezí 
1,76 - 1,78. 

  

 

Běh  Sýr  
Ředění 
DNA 

DNA v 

PCR 

směsi [ng] 

Detekce  

produktů 
PCR  

1 Neg. kontrola --- 0 –
2 1.0 1x 8,8 +++ 

3 1.0 10x 0,88 ++ 

4 1.0 100x 0,088 + 

5 2.0 1x 7,2 +++ 

6 2.0 10x 0,72 ++ 

7 2.0 100x 0,072 + 

8 Poz. kontrola --- 20 +++ 

9 DNA standard --- --- ---
+, ++, +++ Intenzita detegovaného p. PCR  
– Produkt PCR nebyl detegován 
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Obrázek 13: Agarosová gelová elektroforéza DNA v hrubých lyzátech buněk ze vzorků 
čerstvých sýrů (kontrolních a kontaminovaných) 

i) Ověření amplifikovatelnosti DNA pomocí PCR 

 DNA byla zředěna 10x a 100x, do směsi pro PCR byla přidána neředěná, 10x ředěná a 
100x ředěná. Směs pro PCR byla připravená s využitím master mixu dle kapitoly 4.2.9.1. 

Produkty PCR byly analyzovány pomocí gelové elektroforézy podle kapitoly 4.2.11.3. 

Výsledek je uveden na Obrázku 12. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Produkty PCR byly detegovány v různé intenzitě. 

5.3 Izolace DNA ze vzorků čerstvých sýrů pro porovnání jejich bakteriální 
mikroflóry 

a) Homogenizace čerstvých sýrů pomocí stomacheru 

 Navážky 5 g čerstvých sýrů uvedených v Tabulce 8 byly homogenizovány s 12,5 ml vody 

pomocí stomacheru podle postupu uvedeného v kapitole 4.2.2. Z takto připravených lyzátů 
buněk byla dle postupu v kapitole 4.2.5 pomocí magnetických nosičů izolována DNA. Lyzáty 
buněk byly naneseny na gel podle postupu uvedeného v kapitole 4.2.11.1. Takto připravený 
gel byl poté vizualizován na transiluminátoru. Výsledek elektroforézy je zobrazen 
na Obrázku 13. 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Běh Sýr 
Ředění 
DNA 

DNA v 

PCR 

směsi [ng] 

Detekce  

produktů 
PCR  

1 1.0 1x 15 +++ 

2 1.0 10x 1,5 ++ 

3 1.0 100x 0,15 + 

4 2.0 1x 25 +++ 

5 2.0 10x 2,5 ++ 

6 2.0 100x 0,25 ++ 

7 Poz. kontrola --- 20 +++ 

8 DNA standard --- --- --- 

9 Neg. kontrola --- --- – 

Běh Sýr  
Nanášeno 

[µl] 
Detekce 

DNA 

1 1.1 

Hrubý 
lyzát 
buněk 

20 + 

2 2.1 20 + 

3 3.1 20 + 

4 1.2 20 ++ 

5 2.2 20 ++ 

6 3.2 20 +++ 

7 4.2 20 +++ 

8 5.2 20 + 

9 6.2 20 + 

Obrázek 12: Agarosová gelová elektroforéza produktů PCR (466 bp). DNA izolovaná magnetickými 
nosiči ze vzorků čerstvých sýrů byla amplifikována s primery pro doménu Bacteria 

+, ++, +++ Intenzita detegovaného produktu PCR  
– Produkt PCR nebyl detegován 

+, ++, +++ Intenzita detegovaného produktu PCR  
– Produkt PCR nebyl detegován 
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Obrázek 14: Agarosová gelová elektroforéza 
produktů PCR (466 bp). DNA izolovaná 
magnetickými nosiči ze vzorků čerstvých sýrů byla 

amplifikována s primery pro doménu Bacteria 

 

 

 

 Byla detegována vysokomolekulární DNA v různém množství. Kromě DNA byla 

detegována i RNA. 
b) Stanovení koncentrace a čistoty DNA 

 Koncentrace a čistota DNA izolovaná pomocí magnetických nosičů byla měřena 
na přístroji NanoPhotometru dle kapitoly 4.2.8. Výsledek je uveden v Tabulce 28. 

 

Tabulka 28: Koncentrace a čistota DNA z čerstvých sýrů eluovaná z magnetickýh částic 
do 100 µl TE pufru 

Sýr Typ ID 
Objem 

DNA [µl] 
c DNA[ng/µl] A260nm/A280nm 

1.1 Čerstvý sýr Kontrola 100 0 --- 

2.1 Čerstvý sýr Kontrola 100 0 --- 

3.1 Čerstvý sýr Kontrola 100 0 --- 

1.2 Čerstvý sýr Kontaminovný 100 0 --- 

2.2 Čerstvý sýr Kontaminovný 100 0 --- 

3.2 Čerstvý sýr Kontaminovný 100 0 --- 

4.2 Čerstvý sýr Kontaminovný 100 0 --- 

5.2 Čerstvý sýr Kontaminovný 100 0 --- 

6.2 Čerstvý sýr Kontaminovný 100 0 --- 

 

Koncentrace DNA byla pod mezí detekce NanoPhotometru. 

 

c) Ověření amplifikovatelnosti DNA pomocí PCR 

 I přesto že nebyla spektrofotometricky změřena žádná koncentrace DNA, byly připraveny 

směsi pro PCR dle postupu uvedeného v kapitole 4.2.9.1. Produkty PCR byly následně 
analyzovány pomocí gelové elektroforézy dle kapitoly 4.2.11.3. Výsledek je uveden 

na Obrázku 14. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Běh Sýr 
DNA 

[ng] 

Detekce 

produktů 

PCR  

1 Neg. kontrola 0 – 

2 DNA standard --- --- 

3 Poz. kontrola 20 +++ 

4 1.1 ? +++ 

5 2.1 ? ++ 

6 3.1 ? – 

7 1.2 ? +++ 

8 2.2 ? +++ 

9 3.2 ? ++ 

10 4.2 ? +++ 

11 5.2 ? +++ 

12 6.2 ? ++ 

+, ++, +++ Intenzita detegovaného produktu PCR  
– Produkt PCR nebyl detegován 
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 Byly detegovány produkty PCR. DNA byla naamplifikována i přesto, že pomocí 
NanoPhotometru nebyla naměřena žádná koncentrace vyizolované DNA. 

 Vzhledem k tomu že cílem práce bylo izolovat větší množství DNA, byl použit postup 
s využitím 5 g sýrů a 12,5 ml vody pro homogenizaci. Pro izolaci DNA byla použita metoda 
fenolové extrakce z většího objemu hrubých lyzátů buněk. 

 

d) Fenolová extrakce DNA 

 Z důvodu velmi malého množství izolované DNA pomocí magnetických nosičů byla DNA 
z hrubých lyzátů dále izolována pomocí fenolové extrakce. Při izolaci DNA metodou 

fenolové extrakce bylo postupováno dle postupu uvedeného v kapitole 4.2.6. 

 

e) Stanovení koncentrace a čistoty DNA 

 Koncentrace a čistota DNA izolovaná fenolovou extrakcí byla měřena pomocí 
NanoPhotometru dle kapitoly 4.2.8. Výsledek je uveden v Tabulce 29. 

 

Tabulka 29: Koncentrace a čistota DNA z čerstvých sýrů izolovaná pomocí fenolové extrakce 
a rozpuštěná do 50 µl TE pufru 

Sýr Typ ID 
Objem 

DNA [µl] 
c DNA[ng/µl] A260nm/A280nm 

1.1 Čerstvý sýr Kontrola 50 406 1,69 

2.1 Čerstvý sýr Kontrola 50 374 1,60 

3.1 Čerstvý sýr Kontrola 50 368 1,61 

1.2 Čerstvý sýr Kontaminovný 50 362 1,55 

2.2 Čerstvý sýr Kontaminovný 50 305 1,51 

3.2 Čerstvý sýr Kontaminovný 50 322 1,52 

4.2 Čerstvý sýr Kontaminovný 50 250 1,50 

5.2 Čerstvý sýr Kontaminovný 50 339 1,53 

6.2 Čerstvý sýr Kontaminovný 50 144 1,42 

 

 DNA byla vyizolována v koncentracích 144 - 406 ng/µl, poměr A260nm/A280nm 

byl v rozmezí 1,42 - 1,69. 

 

f) Přečištění pomocí magnetických nosičů 

 DNA byla následně po fenolové extrakci přečištěna pomocí magnetických částic podle 

postupu v kapitole 4.2.7, po změření koncentrace vycházela koncentrace opět pod bodem 
detekce přístroje NanoPhotometru. Proto bylo dále pracováno s DNA extrahovanou pomocí 
fenolu. 

 

g) Ověření amplifikovatelnosti DNA pomocí PCR 

 DNA izolovaná metodou fenolové extrakce byla zředěna na 10 ng/µl a byla přidána 
do směsi pro PCR připravených dle postupu v kapitole 4.2.9.1. Produkty PCR byly následně 
analyzovány pomocí gelové elektroforézy dle kapitoly 4.2.11.3. Výsledek je uveden 

na Obrázku 15. 
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Obrázek 15: Agarosová gelová elektroforéza 
produktů PCR (466 bp). DNA izolovaná 
fenolovou extrakcí ze vzorků čerstvých sýrů 
(kontrolních a kontaminovaných) byla 
amplifikována s primery pro doménu 
Bacteria  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

h) Ověření degradace DNA 

 Neředěná DNA, izolovaná fenolovou extrakcí byla analyzována dle postupu v kapitole 

4.2.11.2. Na gel bylo nanášeno 10 µl DNA a takto připravený gel byl vizualizován 
na transiluminátoru. Výsledek je uveden na Obrázku 16. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bylo vizualizované velmi malé množství DNA. 

 

Běh Sýr  
DNA 

[ng] 

Detekce 

produktů 

PCR  

1 Neg. kontrola 0 –
2 DNA standard --- ---

3 Poz. kontrola 20 +++ 

4 1.1 20 + 

5 2.1 20 + 

6 3.1 20 +++ 

7 1.2 20 ++ 

8 2.2 20 + 

9 3.2 20 +++ 

10 4.2 20 +++ 

11 5.2 20 + 

12 6.2 20 ++ 

Běh Sýr  
DNA 

[ng] 

Nanášeno 

[µl] 
Detekce DNA 

1 --- --- --- --- --- 

2 1.1 DNA 4060 10 + 

3 2.1 DNA 3740 10 + 

4 3.1 DNA 3680 10 + 

5 --- --- --- --- --- 

6 1.2 DNA 3620 10 + 

7 2.2 DNA 3050 10 ++ 

8 3.2 DNA 3220 10 +++ 

9 4.2 DNA 2500 10 ++ 

10 5.2 DNA 3390 10 + 

11 6.2 DNA 1440 10 + 

Obrázek 16: Agarosová gelová elektroforéza izolované DNA pomocí fenolové extrakce 
ze vzorků čerstvých sýrů 

+, ++, +++ Intenzita detegované DNA 

– DNA nebyla detegována 

+, ++, +++ Intenzita detegovaného produktu PCR  
– Produkt PCR nebyl detegován 
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Obrázek 17: Agarosová gelová elektroforéza DNA v hrubých lyzátech buněk ze vzorků čerstvých sýrů 
(kontrolních a kontaminovaných) 
 

5.4 Testování přípravy hrubých lyzátů buněk modifikovaným postupem 

Byl testován modifikovaný postup pro přípravu hrubých lyzátů  a izolaci DNA. 

 Ze sýrů uvedených v Tabulce 7 a Tabulce 8 byly připraveny hrubé lyzáty podle postupu 
v kapitole 4.2.2. Modifikace spočívala v použití modifikovaného roztoku B, přidáním 75 µl 

20 % SDS, 10 µl proteinasy K a 10 µl RNasy A. 

 Hrubé lyzáty byly rozděleny na dvě části (sada A a B); u jedné části byly dle postupu 

v kapitole 4.2.4 lyzovány kvasinkové buňky (sada B), následně pak byla ze všech vzorků 
izolována DNA pomocí fenolové extrakce. 

 Lyzáty buněk sady A byly naneseny na gel podle postupu uvedeného v kapitole 4.2.11.1. 

Takto připravený gel byl poté vizualizován na transiluminátoru, výsledek elektroforézy 
je zobrazen na Obrázku 17. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 V hrubých lyzátech buněk byla detegována vysokomolekulární DNA v různém množství. 
Kromě DNA byla detegována i RNA. 
 

 

a) Izolace DNA pomocí fenolové extrakce 

Izolace DNA byla provedena dle postupu uvedeného v  kapitole 4.2.6.  DNA sady A a B byly 

naneseny na gel podle postupu uvedeného v kapitole 4.2.11.2. Takto připravený gel byl poté 
vizualizován na transiluminátoru, výsledek elektroforézy je zobrazen na Obrázku 18 
a Obrázku 19. 

 

 

 

 

 

 

 

Běh Sýr  
Nanášeno 

[µl] 
Detekce 

DNA 

1 1.0 

Hrubý lyzát 
buněk 

20 ++ 

2 2.0 20 ++ 

3 1.1 20 ++ 

4 2.1 20 ++ 

5 3.1 20 +++ 

6 1.2 20 + 

7 2.2 20 ++ 

8 3.2 20 + 

9 4.2 20 ++ 

10 5.2 20 + 

11 6.2 20 ++ 
+, ++, +++ Intenzita detegované DNA 

– DNA nebyla detegována 
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Obrázek 18: Agarosová gelová elektroforéza DNA izolovaná pomocí fenolové extrakce 
z hrubých lyzátů buněk bez opakovaného zamrazení 

Obrázek 19: Agarosová gelová elektroforéza DNA izolovaná pomocí fenolové extrakce 

z hrubých lyzátů buněk s přídavkem opakovaného zamrazení 

Sada A – Hrubé lyzáty buněk izolované fenolovou extrakcí 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sada B – Opakované zamrazování hrubých lyzátů buněk s následnou izolací pomocí 

fenolové extrakce 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

V obou sadách bylo detegováno velmi malé množství DNA. 

 

 

 

 

Běh  Sýr  
DNA 

[ng] 

Nanášeno 

[µl] 
Detekce 

DNA 

1 1.0 

DNA 

3840 20 + 

2 2.0 2360 20 + 

3 1.1 3240 20 + 

4 2.1 2660 20 + 

5 3.1 2080 20 ++ 

6 1.2 2400 20 ++ 

7 2.2 3740 20 + 

8 3.2 2760 20 + 

9 4.2 3240 20 ++ 

10 5.2 4580 20 + 

11 6.2 4780 20 + 

Běh Sýr  
DNA 

[ng] 

Nanášeno 

[µl] 
Detekce 

DNA 

1 1.0 

DNA 

1000 20 + 

2 2.0 1700 20 + 

3 1.1 1400 20 + 

4 2.1 2260 20 + 

5 3.1 1740 20 ++ 

6 1.2 2320 20 ++ 

7 2.2 2100 20 + 

8 3.2 980 20 + 

9 4.2 1820 20 ++ 

10 5.2 3040 20 + 

11 6.2 1880 20 + 

+, ++, +++ Intenzita detegované DNA 

– DNA nebyla detegována 

+, ++, +++ Intenzita detegované DNA 

– DNA nebyla detegována 
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b) Stanovení koncentrace a čistoty DNA 

 Koncentrace a čistota DNA izolovaná z hrubých lyzátů buněk čerstvých sýrů fenolovou 

extrakcí byla měřena pomocí NanoPhotometru dle kapitoly 4.2.8. Výsledek je uveden 

v Tabulce 30 a Tabulce 31. 

 

Sada A  

Tabulka 30: Koncentrace a čistota DNA z čerstvých sýrů izolovaná pomocí fenolové extrakce 
a rozpuštěná v 100 µl TE pufru 

 

Sada B  

Tabulka 31: Koncentrace a čistota DNA z čerstvých sýrů po opakovaně zamražených buňkách 
a izolace DNA pomocí fenolové extrakce s následným rozpuštěním v 100 µl TE pufru 

 

 DNA byla izolována v dostatečném množství. Větší množství DNA bylo izolováno 
z hrubých lyzátů sady A (104 - 239 ng/µl), nižší množství DNA bylo izolováno ze sady B 
(49 - 152 ng/µl) 
 

 

 

 

Sýr Typ ID 
Objem 

DNA [µl] 
c DNA[ng/µl] A260nm/A280nm 

1.0 Čerstvý sýr Kontaminovný 100 192 1,52 

2.0 Čerstvý sýr Kontrola  100 118 1,24 

1.1 Čerstvý sýr Kontrola 100 162 1,46 

2.1 Čerstvý sýr Kontrola 100 133 1,29 

3.1 Čerstvý sýr Kontrola 100 104 1,32 

1.2 Čerstvý sýr Kontaminovný 100 120 1,19 

2.2 Čerstvý sýr Kontaminovný 100 187 1,24 

3.2 Čerstvý sýr Kontaminovný 100 138 1,24 

4.2 Čerstvý sýr Kontaminovný 100 196 1,36 

5.2 Čerstvý sýr Kontaminovný 100 229 1,39 

6.2 Čerstvý sýr Kontaminovný 100 239 1,30 

Sýr č. Typ ID 
Objem 

DNA [µl] 
c DNA[ng/µl] A260nm/A280nm 

1.0 Čerstvý sýr Kontaminovný 100 50 1,59 

2.0 Čerstvý sýr Kontrola  100 85 1,21 

1.1 Čerstvý sýr Kontrola 100 70 1,21 

2.1 Čerstvý sýr Kontrola 100 113 1,29 

3.1 Čerstvý sýr Kontrola 100 87 1,26 

1.2 Čerstvý sýr Kontaminovný 100 116 1,06 

2.2 Čerstvý sýr Kontaminovný 100 105 1,03 

3.2 Čerstvý sýr Kontaminovný 100 49 0,80 

4.2 Čerstvý sýr Kontaminovný 100 91 1,19 

5.2 Čerstvý sýr Kontaminovný 100 152 1,03 

6.2 Čerstvý sýr Kontaminovný 100 94 1,02 
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Obrázek 20: Agarosová gelová elektroforéza produktů PCR (466 bp). DNA izolovaná fenolovou 
extrakcí ze vzorků čerstvých sýrů (kontrolních a kontaminovaných) byla amplifikována s primery 

pro doménu Bacteria 

 

Obrázek 21: Agarosová gelová elektroforéza produktů PCR (466 bp) vzorků čerstvých sýrů 
po opakovaném zamrazení a izolaci pomocí fenolové extrakce s primery pro doménu Bacteria 

c) Ověření amplifikovatelnosti DNA pomocí PCR 

 DNA sady A a B byly ředěny na 10 ng/µl a DNA byly přidány do směsí pro PCR. Směsi 
pro PCR byly připraveny s využitím master mixu dle kapitoly 4.2.9.1. Produkty PCR byly 

analyzovány pomocí gelové elektroforézy podle kapitoly 4.2.11.3. Výsledek pro sadu A 

je uveden na Obrázku 20 a výsledek pro sadu B je na Obrázku 21. 
Sada A 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sada B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Běh Sýr 
DNA 

[ng] 

Detekce  

produktů 
PCR  

1 Neg. kontrola 0 –
2 --- --- ---

3 DNA standard --- ---

4 Poz. kontrola 20 +++ 

5 1.0 20 +++ 

6 2.0 20 +++ 

7 1.1 20 +++ 

8 2.1 20 +++ 

9 3.1 20 +++ 

10 1.2 20 +++ 

11 2.2 20 +++ 

12 3.2 20 ++ 

13 4.2 20 +++ 

14 5.2 20 +++ 

15 6.2 20 +++ 

Běh Sýr 
DNA 

[ng] 

Detekce  

produktů 
PCR  

1 Neg. kontrola 0 –
2 DNA standard --- ---

3 Poz. kontrola 20 ++ 

4 1.0 20 +++ 

5 2.0 20 ++ 

6 1.1 20 +++ 

7 2.1 20 +++ 

8 3.1 20 +++ 

9 1.2 20 +++ 

10 2.2 20 +++ 

11 3.2 20 ++ 

12 4.2 20 +++ 

13 5.2 20 +++ 

14 6.2 20 ++ 

+, ++, +++ Intenzita detegovaného produktu PCR  
– Produkt PCR nebyl detegován 

+, ++, +++ Intenzita detegovaného produktu PCR  
– Produkt PCR nebyl detegován 
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 Po amplifikaci všech DNA byly detekovány intenzivní produkty PCR. 
 

d) Stanovení citlivosti PCR pro kvasinky 

 DNA Saccharomyces cerevisiae o koncentraci 10 ng/µl byla ředěna 10x, 100x, 1 000x, 

10  000x a 100 000x. Takto připravená DNA byla přidána do směsí pro PCR. Směs pro PCR  
byla připravená s využitím master mixu dle kapitoly 4.2.9.2. Produkty PCR byly analyzovány 

pomocí gelové elektroforézy podle kapitoly 4.2.11.4. Výsledek je uveden na Obrázku 22. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Nejnižší množství DNA amplifikované v PCR za vzniku produktu PCR detegovaného 

na gelu bylo 0,1 pg (100 fg) 

 

e) Ověření amplifikovatelnosti DNA pomocí PCR pro kvasinky 

 DNA sady A a B byly naředěny na 10 ng/µl. Zředěná DNA byla přidána do směsí 
pro PCR. Směs pro PCR byla připravená s využitím master mixu dle kapitoly 4.2.9.2. 

Produkty PCR byly analyzovány pomocí gelové elektroforézy podle kapitoly 4.2.11.4 

Výsledek sady A je uveden na Obrázku 23 a výsledek sady B je uveden na Obrázku 24.
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Běh 
Ředění 
DNA 

DNA v 

PCR 

směsi 
Vzorek 

Detekce 

produktů 
PCR  

1 --- 0 NK – 

2 --- --- --- --- 

3 --- --- DNA st. --- 

4 1x 20 DNA +++ 

5 10x 2 DNA +++ 

6 100x 0,2 DNA ++ 

7 1 000x 0,02 DNA + 

8 10 000x 0,002 DNA + 

9 100 000x 0,0002 DNA + 

Obrázek 22: Agarosová gelová elektroforéza PCR produktů (152 bp) Amplifikována byla DNA 
Saccharomyces cerevisiae s primery pro kvasinky 

+, ++, +++ Intenzita detegovaného produktu PCR  
– Produkt PCR nebyl detegován 
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Obrázek 23: Agarosová gelová elektroforéza 
produktů PCR (152 bp). DNA izolovaná z čerstvých 
sýrů fenolovou extrakcí byla amplifikovaná s primery 

pro kvasinky 

Sada A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sada B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Po amplifikaci všech DNA byly detegovány produkty PCR specifické pro kvasinky. 
Všechny analyzované vzorky sýrů obsahovaly jak mikrobiální tak kvasinkovou DNA. 
 

Běh Sýr 
DNA 

[ng] 

Detekce 

produktů 

PCR  

1 --- --- --- 

2 Neg. kontrola 0 – 

3 Poz. kontrola 20 +++ 

4 DNA standard --- --- 

5 1.0 20 + 

6 2.0 20 + 

7 1.1 20 + 

8 2.1 20 + 

9 3.1 20 ++ 

10 1.2 20 ++ 

11 2.2 20 ++ 

12 3.2 20 ++ 

13 4.2 20 ++ 

14 5.2 20 + 

15 6.2 20 + 

Běh Sýr 
DNA 

[ng] 

Detekce 

produktů 

PCR  

1 DNA standard --- --- 

2 1.0 20 ++ 

3 2.0 20 + 

4 1.1 20 ++ 

5 2.1 20 ++ 

6 3.1 20 ++ 

7 1.2 20 ++ 

8 2.2 20 + 

9 3.2 20 ++ 

10 4.2 20 ++ 

11 5.2 20 ++ 

12 6.2 20 ++ Obrázek 24: : Agarosová gelová elektroforéza 
produktů PCR (152 bp) vzorků čerstvých sýrů po 
opakovaném zamrazení a izolaci pomocí fenolové 
extrakce s primery pro kvasinky 

+, ++, +++ Intenzita detegovaného produktu PCR  
– Produkt PCR nebyl detegován 

 

+, ++, +++ Intenzita detegovaného produktu PCR 

– Produkt PCR nebyl detegován 
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5.5  Izolace DNA z láků pro porovnání jejich bakteriální mikroflóry 

a) Příprava hrubých lyzátů buněk a izolace DNA 

 Sediment buněk kontrolních láků byl v porovnání s kontaminovanými láky velmi malý, 
jak je vidět na Obrázku 25. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Podle postupu uvedeného v kapitole 4.2.3 byly připraveny hrubé lyzáty buněk z láků 
uvedených v Tabulce 9. Lyzáty buněk byly opakovaně zamrazovány podle postupu v kapitole 

4.2.4 a následně z nich byla izolována DNA pomocí fenolové extrakce podle postupu 
v kapitole 4.2.6. DNA a lyzáty buněk byly naneseny na gel podle postupu uvedeného 
v kapitole 4.2.11.1 a 4.2.11.2.  Výsledek elektroforézy je zobrazen na Obrázku 26 
a na Obrázku 27. 
  

 

 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 V hrubých lyzátech buněk láků byla detegována DNA o různé intenzitě. 

 

 

 

 

Běh Lák   
Nanášeno 

[µl] 

Detekce 

DNA 

1 1.1L 

Hrubé lyzáty 
buněk 

20 – 

2 2.1L 20 – 

3 3.1L 20 – 

4 1.2L 20 ++ 

5 2.2L 20 ++ 

6 3.2L 20 +++ 

7 4.2L 20 ++ 

8 5.2L 20 +++ 

9 6.2L 20 ++ 

Obrázek 25 Množství sedimentů z jednotlivých láků 

Obrázek 26: Agarosová gelová elektroforéza hrubých lyzátů buněk z láků 

 

+, ++, +++ Intenzita detegované DNA 

– DNA nebyla nedetegována 
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 Z láků byla izolována DNA, která byla degradovaná. Výrazně nižší množství DNA bylo 
detegováno v lácích z kontrolních sýrů. Větší množství DNA bylo izolováno z láků buněk 
kontaminovaných sýrů. 
 

b) Stanovení koncentrace a čistoty DNA 

 Koncentrace a čistota DNA izolované fenolovou extrakcí byla měřena pomocí 
NanoPhotometru dle kapitoly 4.2.8. Výsledek je uveden v Tabulce 32. 

 

Tabulka 32: Koncentrace a čistota DNA z láků izolovaná pomocí fenolové extrakce 
a rozpuštěná do 50 µl TE pufru 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 DNA byla izolována z buněk láků v koncentraci s rozmezím od 290 do 1265 ng/µl. Větší 
množství DNA bylo izolováno z kontaminovaných láků. 

c) Ověření amplifikovatelnosti DNA pomocí PCR 

 DNA byla naředěna na 10 ng/µl a byla přidána do směsí pro PCR. Směs pro PCR byla 

připravená s využitím master mixu dle kapitoly 4.2.9.1. Produkty PCR byly analyzovány 

pomocí gelové elektroforézy podle kapitoly 4.2.11.3. Výsledek je uveden na Obrázku 28. 

Běh Lák  

Množství 
DNA 

[µl] 

Detekce 

DNA 

1 1.1L 

DNA 

20 – 

2 2.1L 20 – 

3 3.1L 20 – 

4 1.2L 20 + 

5 2.2L 20 ++ 

6 3.2L 20 + 

7 4.2L 20 +++ 

8 5.2L 20 ++ 

9 6.2L 20 ++ 

Lák ID 
Objem 

DNA [µl] 
c DNA[ng/µl] A260nm/A280nm 

1.1L Kontrola 50 290 1,65 

2.1L Kontrola 50 340 1,65 

3.1L Kontrola 50 270 1,64 

1.2L Kontaminovný 50 950 1,96 

2.2L Kontaminovný 50 973 1,85 

3.2L Kontaminovný 50 840 2,15 

4.2L Kontaminovný 50 1233 2,27 

5.2L Kontaminovný 50 1265 2,15 

6.2L Kontaminovný 50 970 1,93 

Obrázek 27: Agarosová gelová elektroforéza DNA izolovaná pomocí fenolové extrakce 
z hrubých lyzátů buněk láků 

+, ++, +++ Intenzita detegované DNA 

– DNA nebyla detegována 
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Obrázek 29: Agarosová gelová elektroforéza 
produktů PCR (152 bp). DNA izolovaná ze vzorků 
láků sýrů fenolovou extrakcí byla amplifikována 
s primery pro kvasinky 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 PCR produkty specifické pro doménu Bacteria byly detegovány po amplifikaci DNA 
izolované ze všech láků. 
 

d) Ověření amplifikovatelnosti kvasinkové DNA pomocí PCR 

 DNA byla zředěna na 10 ng/µl a zředěná DNA byla přidána do PCR směsi. Směs pro PCR 

byla připravená s využitím master mixu dle kapitoly 4.2.9.2. PCR produkty byly analyzovány 

pomocí gelové elektroforézy podle kapitoly 4.2.11.4. Výsledek je uveden na Obrázku 29. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Ve vzorcích sýrů a jejich láků byla prokázána DNA domény Bacteria a DNA kvasinek. 

Specifické produkty PCR různé intenzity byly detegovány po amplifikaci všech vzorků DNA. 

Slabé produkty PCR byly detegovány po amplifikaci DNA izolované z kontrolních láků. 

Běh  Lák  
DNA 

[ng] 

Detekce 

produktů 

PCR  

1 Neg. kontrola 0 –
2 DNA standard --- ---

3 Poz. kontrola 20 +++ 

4 1.1L 20 + 

5 2.1L 20 + 

6 3.1L 20 + 

7 1.2L 20 +++ 

8 2.2L 20 +++ 

9 3.2L 20 +++ 

10 4.2L 20 +++ 

11 5.2L 20 +++ 

12 6.2L 20 +++ 

Běh Lák  
DNA 

[ng] 

Detekce 

produktů 

PCR  

1 Neg. kontrola 0 – 

2 DNA standard --- --- 

3 Poz. kontrola 20 +++ 

4 1.1L 20 + 

5 2.1L 20 + 

6 3.1L 20 + 

7 1.2L 20 + 

8 2.2L 20 ++ 

9 3.2L 20 ++ 

10 4.2L 20 ++ 

11 5.2L 20 ++ 

12 6.2L 20 ++ 

Obrázek 28: Agarosová gelová elektroforéza produktů PCR (466 bp). DNA izolovaná 
ze vzorků láků sýrů fenolovou extrakcí byla amplifikována s primery pro doménu Bacteria  

+, ++, +++ Intenzita detegovaného produktu PCR  
–  Produkt PCR nebyl detekován 

+, ++, +++ Intenzita detegovaného produktu PCR  
– Produkt PCR nebyl detegován 
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5.6 Příprava amplikonů s GC svorkou pro DGGE 

 

5.6.1 Optimalizace PCR 

 

 

a) Ověření programu amplifikace s primery F357, F357GC a R528  

 Dle postupu uvedeném v kapitole 4.2.10.1 byly připraveny směsi pro PCR a provedena 

amplifikace s DNA izolovanou z kmene Lactobacillus fermentum CCM 7192 s koncentrací 
100 ng/µl. Takto získané produkty PCR byly dle kapitoly 4.2.11.5 analyzovány pomocí 
gelové elektroforézy. Na gel bylo nanášeno 25 µl produktu PCR a 5 µl 6x koncentrovaného 
nanášecího pufru (Orange loading). Výsledek je uveden na Obrázku 31. 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Byly detegovány specifické produkty PCR o velikosti 193 bp (s primerem bez GC svorky) 

a 233 bp (s primerem s GC svorkou). Vedle specifických produktů PCR byly také detegovány 
nespecifické produkty. 
 

 

b) Optimalizace amplifikace s primery bez GC svorky a s GC svorkou 

 Z důvodu vzniku nespecifických produktů PCR, musela být PCR s primery s GC svorkou 

a s primery bez ní optimalizovaná. Směsi pro PCR byly připraveny v různých koncentracích 

(Tabulka 19). Do každé směsi byly namíchány primery s a bez GC svorky. Pomocí takto 
připravených směsí byly amplifikovány 2 vzorky DNA izolované z láků o koncentraci 

100 ng/µl (vzorek 3.2L a 5.2L). Produkty PCR byly vedle pozitivní kontroly (DNA 

L.  ermentum CCM 7192 s koncentrací 100 ng/µl.) dle kapitoly 4.2.11.5 analyzovány pomocí 
gelové elektroforézy. Na gel bylo nanášeno 25 µl produktů PCR a 5 µl 6x koncentrovaného 
nanášecího pufru (Orange loading). Výsledek je uveden na Obrázku 31. 

 

 

 

Běh DNA  

Primer s 

GC 

svorkou 

Detekce 

specifickéh
o produktu 

PCR  

Detekce 

nespecifickéh
o produktu 

PCR  

1 --- --- --- --- 

2 Neg. kontrola – + + 

3 Poz.  kontrola – +++ +++ 

4 DNA standard --- --- --- 

5 Neg. kontrola + + – 

6 Poz.  kontrola + +++ + 

Obrázek 30: Agarosová gelová elektroforéza produktů PCR. Amplifikována byla DNA L. fermentum 

(100ng/µl)  s primerem F357a R528 (193 bp) a F357GC a R528 (233 bp) 

 

+, ++, +++ Intenzita detegovaného produktu PCR  
–  Produkt PCR nebyl detekován 
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Obrázek 31: Agarosová gelová elektroforéza produktů PCR se specifickými velikostmi amplikonů 
193 (primer bez GC svorky) a 233 bp (primer s GC svorkou) 
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Běh DNA Směs 

Primer 

s GC 

svorkou 

Detekce 

specifického 
produktu PCR  

Detekce 

nespecifického 
produktu PCR 

 

1 --- --- --- --- --- 

2 Neg. kontrola A - GC - - 

3 Poz. kontrola A - GC +++ - 

4 3.2.L A - GC +++ ++ 

5 3.2.L A - GC +++ - 

6 Neg. kontrola A + GC - - 

7 Poz. kontrola A + GC +++ + 

8 3.2.L A + GC +++ + 

9 3.2.L A + GC +++ + 

10 DNA standard --- --- --- --- 

11 Neg. kontrola B - GC + - 

12 Poz. kontrola B - GC +++ + 

13 3.2.L B - GC +++ - 

14 3.2.L B - GC +++ +++ 

15 Neg. kontrola B + GC - - 

16 Poz. kontrola B + GC +++ + 

17 3.2.L B + GC +++ - 

18 3.2.L B + GC +++ - 

19 --- -- --- --- --- 

20 --- --- --- --- --- 

21 --- --- --- --- --- 

22 Neg. kontrola C - GC - - 

23 Poz. kontrola C - GC +++ +++ 

24 3.2.L C - GC +++ +++ 

25 3.2.L C - GC +++ +++ 

26 Neg. kontrola C + GC - - 

27 Poz. kontrola C + GC +++ ++ 

28 3.2.L C + GC +++ + 

29 3.2.L C + GC +++ + 

30 DNA standard --- --- --- --- 

31 Neg. kontrola D - GC - - 

32 Poz. kontrola D - GC +++ - 

33 3.2.L D - GC +++ +++ 

34 3.2.L D - GC +++ +++ 

35 Neg. kontrola D + GC - - 

36 Poz. kontrola D + GC +++ + 

37 3.2.L D + GC +++ - 

38 3.2.L D + GC +++ + 

39 --- --- --- --- --- 

40 --- --- --- --- --- 

+, ++, +++ Intenzita detegovaného produktu PCR  
– Produkt PCR nebyl detegován 
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 Po amplifikaci testovaných směsí byly detegovány jak specifické produkty, 
tak nespecifické produkty PCR. Nejméně nespecifických produktů PCR bylo detegováno 
ve směsi B. Specifické produkty PCR u směsi B byly intenzivní. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Běh Vzorek Směs 

Primer 

s GC 

svorkou 

Detekce 

specifického 
produktu PCR 

Detekce 

nespecifického 
produktu PCR 

 

41 --- --- --- --- --- 

42 Neg. kontrola E - GC - - 

43 Poz. kontrola E - GC +++ - 

44 3.2.L E - GC +++ +++ 

45 5.2.L E - GC +++ +++ 

46 Neg. kontrola E + GC - - 

47 Poz. kontrola E + GC +++ ++ 

48 3.2.L E + GC +++ ++ 

49 5.2.L E + GC +++ ++ 

50 Žebříčk --- --- --- --- 

51 Neg. kontrola D - GC - - 

52 Poz. kontrola D - GC +++ - 

53 3.2.L D - GC +++ +++ 

54 5.2.L D - GC +++ +++ 

55 Neg. kontrola D + GC - - 

56 Poz. kontrola D + GC +++ + 

57 3.2.L D + GC +++ ++ 

58 5.2.L D + GC +++ ++ 

59 --- --- --- --- --- 

60 --- --- --- --- --- 

+, ++, +++ Intenzita detegovaného produktu PCR  
– Produkt PCR nebyl detegován 
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Obrázek 32: Agarosová gelová elektroforéza různého množství produktů PCR. Amplifikována byla DNA 
izolována z L. fermentum (100ng/µl)  s primerem F357a R528 (193 bp) a F357GC a R528 (233 bp) 

 

Obrázek č. 33: Agarosová gelová elektroforéza 
produktů PCR (233 bp). DNA izolovaná ze 
vzorků láků sýrů fenolovou extrakcí byla 
amplifikována s primery pro doménu Bacteria  
 

c) Testování optimálního množství PCR produktů pro vizualizaci na gelu 

 Z produktů PCR byly na gel nanášeny různé objemy dle Tabulky 20. Produkty PCR byly 

dle kapitoly 4.2.11.5 analyzovány pomocí gelové elektroforézy. Výsledek je uveden 

na Obrázku 32. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Jako optimální množství pro analýzu gelovou elektroforézou bylo dále bráno 5 µl 

produktu PCR, 10 µl vody a 3 µl 6x koncentrovaného nanášecího pufru (Orange loading). 

5.6.2 Amplifikace DNA vyizolované ze sýrů a z láků s primery s GC svorkou

 DNA vzorků sýrů a láků (Tabula 8 a Tabulka 9) byla zředěny na 100 ng/µl. Směsi 
pro PCR byly namíchany dle postupu v kapitole 4.2.10.4. Produkt PCR byl dle kapitoly 

4.2.11.5 analyzován pomocí gelové elektroforézy; na gel bylo nanášeno 5 µl produktu PCR, 

10 µl vody a 3 µl 6x koncentrovaného nanášecího pufru (Orange loading). Výsledky 
jsou uvedeny na Obrázku 33 a na Obrázku 32. 
   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Běh DNA 

Objem 

produktu 

PCR [µl] 

Detekce  

produktu PCR 

1 Negativní kontrola --- – 

2 Pozitivní kontrola 1 ++ 

3 Pozitivní kontrola 3 +++ 

4 Pozitivní kontrola 5 +++ 

5 DNA standard --- --- 

6 Negativní kontrola --- – 

7 Pozitivní kontrola 1 ++ 

8 Pozitivní kontrola 3 +++ 

9 Pozitivní kontrola 5 +++ 

Běh Lák 

Množství 
DNA 

[ng] 

Detekce  

produktu 

PCR  

1 Negativní kontrola 0 --- 

2 Pozitivní kontrola 100 +++ 

3 1.1L 100 +

4 2.1L 100 +

5 3.1L 100 +

6 1.2L 100 +++ 

7 2.2L 100 +++ 

8 3.2L 100 +++ 

9 4.2L 100 +++ 

10 5.2L 100 +++ 

11 6.2L 100 +++ 

12 DNA standard --- --- 

+, ++, +++ Intenzita detegovaného produktu PCR  
– Produkt PCR nebyl detegován 

+, ++, +++ Intenzita detegovaného produktu PCR  
– Produkt PCR nebyl detegován 
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Obrázek č. 34: Agarosová gelová elektroforéza produktů PCR (233 bp). DNA izolovaná ze vzorků čerstvých 
sýrů fenolovou extrakcí byla amplifikována s primery pro doménu Bacteria 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Po amplifikaci všech DNA byly detegovány produkty PCR (233 bp) v různé intenzitě 

5.6.3 Amplifikace DNA vyizolované z láků s primery s GC svorkou 

 Z důvodu velmi slabě intenzivních produktů PCR po amplifiakci DNA z láků 
u kontrolních láků (1.1L, 2.1L a 3.1L) byla PCR opakována s různým množstvím DNA. 

Program pro PCR byl prodloužen o 10 cyklů, amplifikace probíhala ve 40 cyklech. Výsledek 
je uveden na Obrázku 35. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Po amplifikaci DNA z láků byly detegovány intenzivnější produkty po 40 cyklech 
amplifikace. Pro analýzu na DGGE byly použity produkty PCR získané amplifikací neředěné 
DNA z láků. 
 

Běh  Sýr 
Množství 

DNA 

[ng] 

Detekce  

produktu 

PCR  

1 --- --- --- 

2 --- --- --- 

3 1.1 100 ++ 

4 2.1 100 ++ 

5 3.1 100 ++ 

6 1.2 100 ++ 

7 2.2 100 ++ 

8 3.2 100 ++ 

9 4.2 100 ++ 

10 5.2 100 ++ 

11 6.2 100 ++ 

12 DNA standard --- --- 

Běh Lák 

Množství 
DNA 

[ng] 

Detekce  

produktu 

PCR  

1 Negativní kontrola 0 --- 

2 --- --- --- 

3 Žebříček --- --- 

4 Pozitivní kontrola 100 +++ 

5 1.1L 290 ++ 

6 2.1L 340 + 

7 3.1L 270 ++ 

8 1.1L 100 + 

9 2.1L 100 + 

10 3.1L 100 + 

Obrázek 35: Agarózová gelová elektroforéza produktů PCR (233 bp). Amplifikováno bylo různé 
množství DNA izolované z kontrolních láků v 40 cyklech PCR 

 

+, ++, +++ Intenzita detegovaného produktu PCR  
– Produkt PCR nebyl detekován 

+, ++, +++ Intenzita detegovaného produktu PCR  
– Produkt PCR nebyl detegována 
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5.7 DGGE 

 PCR produkty se svorkou apmlifikováné v kapitole 5.6.2 a 5.6.3 byly analyzovány pomocí 
DGGE s využitím 40 % - 60 % denaturačního gradientu v 8 % polyakrylamidovém gelu. 
 Aparatura pro DGGE a gel byl připraven dle postupu v kapitoly 4.2.12. Produkt PCR 

byl podle kapitoly 4.2.12.4 analyzován pomocí DGGE. Výsledek je uveden na v Obrázku 36. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

[mm] 

B 

[mm] 

C 

[mm] 

D 

[mm] 

E 

[mm] 

F 

[mm] 

G 

[mm] 

H 

[mm] 

I 

[mm] 

Lák  1.1L 2.1L 3.1L 1.2L 2.2L 3.2L 4.2L 5.2L 6.2L 

1. pás 82,3 82,1 82,1 110,7 110,7 110,7 110,7 110,7 110,7 

2. pás 54,9 54,5 54,5 98,7 98,7 98,7 98,7 98,7 98,7 

3. pás 52,3 52,2 52,0 90,1 90,1 90,1 90,1 90,1 90,1 

4. pás 40,9 40,8 40,5 82,1 82,1 82,1 82,1 82,1 82,1 

5. pás --- --- --- --- 59,1 59,1 --- 59,1 59,1 

6. pás --- --- --- --- 56,5 --- 56,5 56,5 56,5 

7. pás --- --- --- 54,7 54,7 54,7 54,7 54,7 54,7 

8. pás --- --- --- 51,3 51,3 51,3 51,3 51,3 51,3 

9. pás --- --- --- 42,3 42,3 42,3 42,3 42,3 42,3 

10. pás --- --- --- 39,9 39,9 39,9 39,9 39,9 39,9 

11. pás --- --- --- --- 28,5 28,5 --- 28,5 28,5 

12. pás --- --- --- 49,9 --- --- --- --- --- 

Celkový počet pásů 4 4 4 9 11 10 8 11 11 

Obrázek 36: DGGE produktů PCR izolovaných ze sýrů a láků 
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5.8 Výřez pásů a reamplifikace 

 Pásy byly očíslovány (viz Obrázek 38), vyříznuty skalpelem a nechány ve zkumavce 

Eppendorf s 50 µl TE pufru a popsány odpovídajícími čísly z Obrázku 37. 
 Takto připravený vzorek bude reamplifikován a sekvencován. 

 

   

 

J 

[mm] 

K 

[mm] 

L 

[mm] 

M 

[mm] 

N 

[mm] 

O 

[mm] 

P 

[mm] 

Q 

[mm] 

R 

[mm] 

Sýr 1.1 2.1 3.1 1.2 2.2 3.2 4.2 5.2 6.2 

1. pás 59,1 59,0 58,9 58,9 58,8 58,8 58,8 58,8 58,8 

2. pás 56,0 56,0 55,8 55,8 55,8 55,8 55,8 55,8 55,8 

3. pás 54,6 54,4 54,2 54,2 54,2 54,2 54,2 54,2 54,2 

4. pás 49,4 49,4 49,4 49,4 49,4 49,4 49,4 49,4 49,4 

5. pás 42,5 42,5 42,5 42,5 42,5 42,5 42,5 42,5 42,5 

6. pás --- --- --- 40,3 --- --- --- --- --- 

7. pás --- 39,2 --- --- --- --- --- --- 37,2 

8. pás 26,8 26,8 26,8 26,8 --- --- --- --- 26,8 

Celkový počet pásů 6 7 6 7 5 5 5 5 7 

Obrázek 37: DGGE produktů PCR izolovaných ze sýrů a láků očíslovných pro vyříznutí 
pásů 
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6 DISKUZE 

6.1 Optimalizace postupu homogenizace, lýze buněk a izolace DNA z reálných 

vzorků sýrů 

 Metoda homogenizace, lýze a izolace DNA se ukázala jako použitelná. Ze vzorků sýrů 
z komerční sítě byla izolovaná DNA pomocí magnetických nosičů v různé koncentraci. 
Koncentrace byla stanovena spektrofotometricky, byla ale velmi nízká (8,75 - 30,5 ng/µl), 

z poměru A260nm/A280nm 1,79-1,84 vyplývá, že izolovaná DNA byla relativně čistá. DNA byla 

následně amplifikována s primery pro doménu Bacteria. Produkt PCR byl vizualizován 
pomocí gelové elektroforézy a byl detegován specifický pás o velikosti 466 bp. 

  Ve dvou vzorcích byly prokázány inhibitory PCR a DNA musela být zředěna, aby byla 

amplifikována. DNA pomocí magnetických částic bylo izolované v nedostatečném množství 
pro následnou analýzu pomocí DGGE. 

6.2 Optimalizace postupu homogenizace sýrů, lýze buněk a izolace DNA 

z vzorků čerstvých sýrů 

 Jako optimální množství sýru bylo bráno 5g vzorku s 2,5 násobkem vody. BagSystém 
se ukázal jako méně pracný a také méně časově náročný. Proto byla další homogenizace 
vzorků prováděna tímto způsobem. Ze vzorků čerstvých sýrů byla izolovaná DNA pomocí 
magnetických částic v různé koncentraci. Koncentrace byla stanovena spektrofotometricky, 

byla ale velmi nízká (2,75 – 12,5 ng/µl), z poměru A260nm/A280nm 1,654-1,834 vyplývá, 

že  izolovaná DNA byla slabě znečištěna proteiny. DNA byla následně amplifikována 
s primery na doménu Bacteria. Produkt PCR byl vizualizován pomocí gelové elektroforézy 
a  byl detegován specifický pás o velikosti 466 bp. 

 V žádném vzorku nebyly prokázány inhibitory PCR. DNA pomocí magnetických částic 
bylo izolované v nedostatečném množství pro následnou analýzu pomocí DGGE. 
 

6.3 Izolace DNA z čerstvých sýrů 

 DNA izolovaná pomocí magnetických nosičů nebyla stanovena přístrojem 
NanoPhotometr. Vzorky byly amplifikovány pomocí PCR a na gelové elektroforéze byla 

dokázána přítomnost DNA. 
Pro izolaci DNA ve větším množství byla použita metoda fenolové extrakce z většího objemu 
hrubých lyzátů buněk. Takto izolovaná DNA byla následně přečištěna pomocí magnetických 
nosičů. Její koncentrace byla opět pod bodem detekce přístroje NanoPhotometr. Dále bylo 

pracováno s DNA izolovanou fenolovou extrakcí. 
 DNA byla amplifikována s primery pro doménu Bacteria. Produkt PCR byl vizualizován 
pomocí gelové elektroforézy a byl detegován specifický pás o velikosti 466 bp. U DNA byla 

ověřena degradace pomocí agarosové gelové elektroforézy a bylo zjištěno, že DNA 
byla  degradována, proto byl modifikován postup přípravy hrubých lyzátů buněk. 
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6.4 Testování přípravy hrubých lyzátů buněk modifikovaným postupem 

 DNA byla izolována modifikovaným postupem, kdy bylo použito opakované zamrazování 
vzorku pro zvýšení lýze kvasinkových buněk. 

 Bylo dokázáno, že opakované zamrazování nemá vliv na amlifikovatelnost bakteriální 
DNA. Vyšší koncentrace izolované DNA bez opakovaného zamrazování vzorku, byla 
pravděpodobně způsobena tím, že tyto buňky byly delší dobu lyzovány při 55 °C (po dobu 
kdy bylo prováděno opakované zamrazování se sadou B, byla sada A promíchána a nechána 
v inkubátoru). 
 DNA byla amplifikována s primery pro doménu Bacteria a kvasinky. Produkt PCR byl 

vizualizován pomocí gelové elektroforézy a byl detegován specifický pás o velikosti 466 bp 

pro doménu Bacteria a 152 bp pro kvasinky. Tím byla dokázána přítomnost kvasinek 
v sýrech. 
 Dále byla zjištěna citlivost PCR pro kvasinky. Nejnižší množství DNA, kde byl 
po amplifikaci ještě detegován produkt PCR, bylo 100 fg DNA. 

 

6.5  Izolace DNA z láků pro porovnání jejich bakteriální mikroflóry 

Pomocí modifikovaného postupu byla izolována DNA z láků. 
 DNA byla amplifikována s primery pro doménu Bacteria a kvasinky. PCR produkt byl 

vizualizován pomocí gelové elektroforézy a byl detegován specifický pás o velikosti 466 bp 

pro doménu Bacteria a 152 bp pro kvasinky. Tím byla dokázána přítomnost kvasinek 
v lácích. 

6.6 Optimalizace PCR s primery s GC svorkou 

 Z důvodu velkého množství nespecifických PCR produktů primeru s GC svorkou musela 

být směs pro PCR optimalizována. Směs s nejmenším počtem nespecifických produktů PCR 

byla dále použita pro amplifikaci DNA izolovanou ze sýrů a láků. 

6.7 DGGE 

 Po analýze pomocí DGGE byla zjištěna velká rozmanitost bakteriální mikroflóry 
v kontaminovaných lácích, které obsahovaly celkem 12 pásů, oproti tomu kontrolní láky 
obsahovaly pouze 4 pásy. Kontaminované čerstvé sýry obsahovaly 5 až 7 pásů a kontrolní 
čerstvé sýry obsahovaly 6 až 7 pásů. To svědčí o tom, že kontaminace pochází z kádí s láky. 
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7 ZÁVĚR 

 Byla izolována DNA z čerstvých sýrů a jejich láků v dostatečném množství a kvalitě 
pro  následnou amplifikaci. Amplifikovatelnost DNA byla testována konvenční PCR 

s  primery pro doménu Bacteria a pro kvasiny. DNA byla následně amplifikována primery 

s GC svorkou. Produkt PCR byl následně analyzován pomocí DGGE. Gel po DGGE byl 
popsán, a pásy byly a vloženy do zkumavky Eppendorf s TE pufrem. Takto získaná DNA 

bude reamplifikována a následně bude sekvencována. 
 Ve vzorkách čerstvých sýrů a jejich láků byla dokázána přítomnost bakterií a kvasinek. 
Mikrobiální zastoupení je daleko větší v lácích. To znamená, že sýry byly kontaminovány 
pravděpodobně v kádích s lákem. 
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9 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 

 

APS  ammonium persulfate 

BMK  bakterie mléčného kvašení 
CIZ  chloroform-isoamylalkohol 

DGGE  elektroforéza v gradientovém denaturačním gelu 

DMSO  dimethylsulfoxid 

DNA  deoxyribonukleová kyselina 

dNTP  2´- deoxyribonukleotid-5´-trifosfát 
dsDNA  dvouvláknová DNA 

EDTA  kyselina ethylendiaminotetraoctová 

NK  negativní kontrola 

NSBMK nestarterovací bakterie mléčného kvašení 
PCR  polymerázová řetězová reakce 

PEG  polyethylenglykol 

PK  positivní kontrola 

RAPD  náhodně amplifikovaná polymorfní DNA 

rep-PCR  interrepetitivní polymerázová řetězová reakce  
rRNA  ribozomální ribonukleová kyselina 

SDS  dodecylsulfát sodný 

ssDNA   jednovláknová DNA 

TEMED  tetramethylethylenediamine 

TGGE  elektroforéza s teplotním gradientem 
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10  PŘÍLOHY 

10.1 Příprava aparatury na DGGE 

10.1.1 Příprava tlumivého systému 

§ Bylo zkontrolováno, zda je zavřen výpustní ventil 
§ Do nádrže přístroje byl pod spodní risku nalit pufr ( 17 l) 
§ Zařízení bylo zapojeno do elektrické sítě a bylo zapnuto napájení 
§ Bylo nastaveno 60 °C (zmáčknutím SET a šipkami navolena požadovaná teplota) 
§ Nádrž byla uzavřena pomocí víka a pufr byl temperován na požadovanou teplotu 

10.1.2 Montáž elektroforetické kazety 

§ Kazeta byla umístěna na vodorovnou plochu tak, aby pozitivní koncovka (červená) 
byla pro pravici a negativní (černá) po levici 

§ Šroubky byly lehce utáhnuty a do kasety byl umístěn U-akrylový nástavec zajištující 
rovnoměrné rozložení tlaku na skla 

10.1.3 Příprava elektroforetických skel pro nalévání gelu 

§ Povrch skleněné desky s hlubším zářezem byl vyčištěn 96 % etanolem a usušen 

§ Etanolem byl také vyčištěn U-spacer a to po obou stranách 

§ U-spacer byl umístěn na čistou skleněnou desku s hlubším zářezem a to tak, 
že v oblasti zářezu byla strana U-spaceru se širším madlem. 

§ Skleněná deska s malým zářezem byla vyčištěna ethanolem a očištěnou stranou byla 
položena na spacer. 

§ Sestavená skla se spacerem byla vložena do elektroforetické kasety 

§ Horní dva šrouby byly lehce povoleny a mezi skla byl zasunut hřebínek 

§ Všechny šrouby byly utáhnuty a kaseta byla připravena na nalití gelu 

Obrázek 38: DGGE aparatura, převzato z [29] 


