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Kvantitativni stanoveni bakterii mlé¢ného kvasSeni (BMK)
v potravinach

1) Stanoveni po¢tu vybranych rodi BMK plotnovymi metodami
2) Kvantitativni stanoveni jednotlivych kmeni BMK pomoci qPCR

Uloha ¢ 14 bude vypracovavana ve studentské a mikrobiologické laboratofi Ustavu
technologie mléka a tukii. Doporucena organizace prace V prubéhu ulohy ¢. 14 je nasledujici:

1) Piiprava zakladnich fedéni vzorkd (jak pro stanoveni plotnovou metodou, tak pro
stanoveni pomoci qPCR)

2) Zahajeni izolace DNA z nizkotué¢ného jogurtu

3) Ptiprava néslednych fedéni a stanoveni vybraného rodu BMK plotnovou metodou

4) Kvantitativni stanoveni St. thermophilus pomoci gPCR (mikrobiologicka laboratof)

5) Gelova elektroforéza

Studentim je doporuceno Si pied zahajenim laboratofi zopakovat zakladni znalosti
z molekularni biologie - biochemie (nukleové kyseliny, izolace DNA, polymerazova fetézova
reakce (PCR), princip PCR a gPCR).

1. Stanoveni po¢ta v BMK plotnovymi metodami

Kazdy z posluchaci bude mit za ukol stanovit jeden z rodt bakterii mlé¢ného kvaseni (BMK)
— Streptococcus, Lactococcus, Lactobacillus nebo Bifidobacterium v mlééném vyrobku
pomoci plotnové metody. Rozpis pridélenych mikroorganismi a mléénych vyrobki bude
vyvésen na dverich studentské laboratore.

Plotnové metody jsou vhodné pro kvantifikaci urcitého druhu mikroorganismu, ktery se
vyznacuje shodnymi fyziologickymi vlastnostmi (rast v urcitém definovaném médium o
definovaném slozZeni, pH, red-ox potencialu, pii definované teploté ... atd.). Piiprava vzorki
k mikrobiologickému rozboru se fidi druhem vyrobku nebo suroviny, které jsou predmétem
stanoveni. Stanovni po¢tu vybraného druhu BMK proved’te metodou pielivu.

1.1. Navazka nebo odméieni mnozstvi vzorku k rozboru

Hmotnost nebo objem vzorki odebranych k mikrobiologickému rozboru je obvykle 100 —
200 g (ml). Ze spotiebitelskych baleni se pro vlastni mikrobiologicky rozbor odmétuje
representativni vzorek (napf. vyse¢ syra nebo odpovidajici pocet baleni): 1 — 25 g (ml)
navazovanim nebo pipetovanim. Navazka se odebird z riznych mist vzorku tak, aby v ni byly
zastoupeny vSechny sloZky v pfiblizné ve stejném poméru jako v plivodnim vzorku. Tekuté
vzorky ve vzorkovnici nebo ve spotiebitelské baleni se pied odbérem dikladné promichaji
protiepanim, krouZivymi pohyby nebo pifevracenim obalu ¢i vzorkovnice dnem vzhiru.
Béhem navazovani nebo pipetovani vzorku nesmi dojit k jeho kontaminaci (v misté otevieni
se obal otie roztokem 70 % obj. ethanolu).
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1.2. Homogenizace vzorku

Dutkladna homogenizace je jednim ze zdkladnich pfedpokladi ziskani spravného vysledku pti
mikrobiologickém rozboru. Pfi homogenizaci dochazi k rovnomérnému rozptyleni
pritomnych mikroorganismt ve vzorku nebo jeho fedéni. Postup homogenizace je zavisly na
charakteru vzorku. Nejjednodussi je homogenizace tekutych vzorkl tfepanim, které nesmi byt
prilis intenzivni, aby nedochéazelo k napénéni vzorku. Viskézni, rosolovité a sypké vzorky se
protfepavaji v fedicim roztoku, ktery obsahuje sklenéné perly. Pevné vzorky se asepticky
roztiraji ve sterilni tieci misce. U vzorkt s vysokym obsahem tuku se provadi homogenizace
pii teploté¢ 40 — 45°C. Pro vyrobky jiné nez tekuté konzistence se doporucuje pouzit
k pripravé vychozi suspenze (tzv. zékladniho, prvniho fedéni) peristalticky homogenizator
(stomacher) se sterilnim plastovymi sacky. Objem sac¢ki homogenizatoru ma byt asi
dvojnéasobny proti objemu vzorku, ktery ma byt homogenizovan. Z analyzovaného vzorku se
odvazi vzorek do plastového sacku (obecné 10 g), pfida se vhodny fedici roztok v poméru 1
dil vzorku a 9 dili fediciho roztoku piedepsané teploty. Stomacherem se homogenizace
provadi 1 — 2 min podle charakteru vyrobku. Stomacher neni vhodny pro vyrobky obsahujici
ostré nebo nesnadno desintegrovatelné castice. Po ukonceni homogenizace se ponechaji velké
castice sedimentovat (nejdéle 15 min), poté se pfenese potiebny objem horni vrstvy suspenze
do sterilni nadoby vhodné kapacity pipetou. Je-li horni vrstva tvofena tukem, odebere se
vzorek z vodné faze.

1.3. Redé&ni vzorku

Jestlize se predpokladd, Ze vzorek obsahuje vyss$i poCet mikroorganismt, je tfeba podle
predbézné¢ odhadnutého poctu zvolit fedéni, kterda budou analyzovana. Tekuté vzorky
S nizkym poctem mikroorganismi se ockuji nefedéné. Vzorky viskdzni a pevné je tieba tedit
vzdy. Vychozi (zékladni) fedéni je definovano takto: suspenze, emulze nebo roztok, ziskané
Z navazené¢ho nebo odmétfeného mnozstvi vzorku smichané s devitindsobnym mnozstvim
fediciho roztoku a dikladné¢ promichané. Jednd se tedy o I. fedéni vySetfovaného vzorku.
Dalsi fedéni se piipravi smisenim 1 ml L. fedéni s 9 ml fediciho roztoku (viz obrazek). Timto
postupem se pripravi fedéni, kterd jsou potfebna pro provedeni mikrobiologického rozboru
tak, aby vysledek bylo moZno objektivné vyhodnotit. Jestlize se predpoklada nizky pocet
mikroorganismti, vzorky se nefedi, pfipadné se mikroorganismy koncentruji (napf.
membranovou filtraci).
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1.4. O¢kovani suspenze, kultivace a vypocet kolonie tvoricich jednotek
Metoda prelivu

Na Petriho misku se aplikuje 1 ml z vybraného vhodného fedéni a suspenze se pielije
vhodnym kultivaénim médiem (cca 20 ml) vytemperovanym na 45 °C. Smés se dikladné
promichd krouzivymi pohyby a necha se zatuhnout. Petriho misky se nasledné piemisti
do termostatu o zvolené kultiva¢ni teploté, oto¢i se dnem vzhuru (kvuli piipadné precipitaci
vody na povrch zaockované pudy) a nechaji se kultivovat po dobu 2 — 3 dny.

Metoda roztéru

Na Petriho misku se nalije vhodné kultivacni médium, necha se zatuhnout a povrch misky
s médiem se nechd predsusit ve flow-boxu. Na pfedsusenou misku se aplikuje 100 pl
Z vybraného vhodného fedéni a pomoci sterilni hokejky se rovnomérné rozetie. Po dokonalém
vsaknuti aplikované suspenze do média se Petriho misky nasledné pfemisti do termostatu
0 zvolené kultivacni teploté, oto¢i se dnem vzhuru (kvili ptipadné precipitaci vody na povrch
zaoc¢kované pidy) a nechaji se kultivovat po dobu 2 — 3 dny.

Vypocet kolonie tvoricich jednotek (KTJ)

Po inkubaci se vyberou plotny vhodné k pocitani: 10 - 300 kolonii na plotné (pfi stanoveni
celkového poctu  mezofilnich mikroorganismt, celkovy pocet psychrotrofnich
mikroorganismti apod.) nebo 10 — 150 kolonii na plotné (specifickd stanoveni napf.
koliformni mikroorganismy), pfiemz musi byt splnéna dilezitd podminka, ze alespoinl
na jedné plotn¢ je vice nez 10 kolonii. Celkovy pocet mikroorganismii N pfitomnych ve
vzorku se pocita jako vazeny prumér po sob¢ nasledujicich fedéni dle rovnice:

C
= 2 [KTJ.ml™] & [KTJ.g "]
V-n+01l-n,)-d
Kde je:
Z C soucet kolonii ze vSech ploten vybranych pro vypocet po sob¢ jdoucich fedeni,
\Y objem inokula v mililitrech zaockovaného na plotny,
Ny pocet ploten vybranych k vypoctu z prvniho vybraného fedéni,
n, pocet ploten vybranych k vypoctu z druhého vybraného fedéni,
d faktor odpovidajici prvnimu pro vypocet zvolenému fedéni.

Dle normy CSN EN ISO 7218 (560103) v piipadé aplikace 2 po sobé nasledujicich fedéni Ize
pouzit pouze jednu misku od kazdého tedéni. Ve jmenovateli rovnice 1 se pak zavorka
nahrazuje koeficientem 1,1. Pokud se provadi pouze jedno fedéni, tak zlstavaji nutné 2 misky
od fedéni.

1.5. Stanoveni vybranych skupin mikroorganismi pomoci plotnové metody

Pokud neni uvedeno jinak, tak se jedna o stanoveni metodou pielivu. Kromé ploten pro
stanoveni kvasinek a plisni se vSechny plotny obraci pted inkubaci dnem vzhtru.
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Lactobacillus
e medium: MRS, pH5,2-54
e podminky kultivace: 37 °C, 3 dny, anaerobn¢
e charakteristika kolonii: bilé diskovité kolonie

Streptococcus
e médium: M17 s laktosou nebo glukosou, Streptococcus agar
e podminky kultivace: 37 °C, 3 dny, aerobné
e charakteristika kolonii: bilé diskovité kolonie

Bifidobacterium
e médium: MRS s dicloxacillinem (0,002 g.I"") a L-cysteinem (0,5 g.I™"), pH 6,8
e podminky kultivace: 37 °C, 3 dny, anaerobné (anaerostat)
o charakteristika kolonii: bilé kolonie, octovy zapach

Lactococcus
e medium: M17 s laktosou nebo glukosou
e podminky kultivace: 30 °C, 3 dny, aecrobné
o charakteristika kolonii: bilé diskovité kolonie

2. Kvantitativni stanoveni jednotlivych kmeni BMK pomoci
gPCR

V ramci této Ulohy bude mit kazdy poslucha¢ za ukol stanovit pocet Streptococcus
thermophilus v nizkotu¢ném jogurtu pomoci qPCR (absolutni kvantifikace) dle (Tabasco,
Paarup, Janer, Peléez, & Requena, 2007).

2.1. Princip gPCR

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je enzymova metoda slouzici k syntéze definovaného
Useku DNA in vitro, pro ktery jsou k dispozici oligonukleotidové primery komplementarni
k3a 5-koncovym sekvencim useku, jez ma byt amplifikovan. Tato metoda, ktera
zaznamenala revoluci v metodice molekulamf biologie, poskytuje az 10° ndsobné pomnoZeni
vybraného tiseku béhem 1 - 3 h. Jednotlivé kroky amplifikace zahrnuji:

1) denaturaci templatu
2) ptipojeni primerti/annealing
3) extenzi/elongace ptipojenych primerd DNA polymerasou.

Opakovani téchto kroki vede k syntéze segmentu s konci definovanymi primery, které jsou
inkorporovéany do nové vznikajicich molekul.

Metoda kvantitativni PCR (gPCR) je technika zalozena na sledovani pribéhu PCR b&éhem
reakce (tzv. ,,v redalném case") pomoci fluorescencnich sond ¢i barviv, které detekuji mnozstvi
PCR produktu béhem reakce zvySenim své fluorescencni aktivity. Jeji vyhodou oproti
konvenéni PCR je moznost piesného stanoveni vychoziho poctu kopii cilové templatové
sekvence DNA, ¢ili schopnost kvantifikace.

Fluorescence je métena béhem kazdého cyklu PCR a jeji intenzita je pfimo ¢i nepifimo
umérna mnoZzstvi amplifikdtu pfitomného v reakéni smési. Kvantifikace se provadi
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prostiednictvim matematické analyzy amplifika¢nich k¥ivek vzniklych vynesenim naméfené
fluorescence oproti poradovému ¢islu piislusného cyklu.

Typicka amplifika¢ni kiivka ma esovité zakiiveny tvar a lze ji rozdélit na 3 casti: 1)
,background" fazi kdy je amplifikatu tak malo, Ze jeho fluorescence jest¢ nedosahuje
méfitelnych hodnot; 2) exponencialni fazi, kdy mnozstvi produktu exponencialné roste (trva
asi 4-8 cykla) a 3) fazi platod, kdy dochazi k saturaci systému, mnozstvi amplifikovaného
produktu se dale neméni a fluorescencni signdl zlstava konstantni. Plati, Ze ¢im dFive
amplifika¢ni kiivka dosahne exponencialni faze, pop¥. piekro¢i urcity fluorescen¢ni
prah umistény do této faze, tim vice startovnich templatovych molekul bylo pfitomno ve
vzorku na pocatku reakce.

Pouzivané matematické modely pracuji s hodnotou zvanou C+ (,,threshold cycle"), ktera se
rovna cyklu, kdy amplifika¢ni kiivka ptrekro¢i zminény fluorescencni prah umistény do
exponencialni faze reakce.

Absolutni kvantifikace, ktera se pouziva napf. pii detekci specifickych mikroorganismu,
pfimo determinuje vychozi pocet kopii cilovych molekul. Je zaloZzena na zjiSténi, Ze existuje
linearni vztah mezi logaritmem startovniho poctu templatovych kopii a Cr pfislusné
amplifikac¢ni kiivky. Pokud tedy amplifikujeme vzorek o nezndmé koncentraci spole¢né s
dilu¢ni sérii standardi o znamé koncentraci, ziskame kalibra¢ni ptimku (,,standard curve"),
ze které 1ze odecist vychozi koncentraci neznamého vzorku.
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Prvnimi latkami pouzivanymi pro detekci akumulace produktu béhem QqPCR reakce
byla interkala¢ni barviva (ethidium bromid, SYBR Green 1), jejichZ fluorescenéni aktivita
vzrusta po vazbé na dvou-tfetézcovou DNA (dsDNA). Vzhledem k tomu, ze béhem PCR
vznika dvou-fetézcovy produkt, jehoz mnozstvi zpravidla vyrazné pievySuje pocatecni
mnozstvi dsDNA, lze pomoci interkala¢nich barviv sledovat prabéh amplifikace. Velkou
nevyhodou interkalac¢nich barviv je skutecnost, Zze detekuji veSkerou dsDNA pfitomnou v
reakéni smési véetné nespecifickych produktti amplifikace (jako jsou napr. tzv. primery-
dimery artefakty), které i pfi velmi peclivé optimalizaci metody velmi Casto vznikaji.
Specificita detekce je navic dana pouze sekvencemi primerd.

Elegantni feSeni eliminace nespecifickych produktl nabizeji casto
vyuzivané oligonukleotidove sondy. Jedna se o fluorescen¢né znac¢ené oligonukleotidy, které
hybridizuji s urcitou cilovou sekvenci uvnitt amplifikovaného regionu a vyrazné pfitom
zvySuji svou fluorescenéni aktivitu. Jejich vyhodou je vysoka specificita, jelikoz detekce
cilové sekvence probiha ve 2 stupnich - na trovni vazby primerd a rovnéZ na urovni vazby
sondy.

Také analyza kiivky tani je metoda, ktera se pouziva po ukonéeni qPCR reakce ke zjisténi
povahy produkti PCR a eliminaci nespecifickych produkti. Jako tani DNA oznacujeme
proces separace komplementarnich fetézcli dsDNA indukovany zvySovanim teploty. Plati, ze
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DNA taje nejrychleji v ur€itém rozsahu teplot bliZicich se tzv. teploté tani Tp,. Tani DNA
muzeme po skonceni real-time PCR reakce sledovat tak, ze roztok dsDNA ochladime na
teplotu niz§i nez je ofekavana Tp produktli, postupné ohfivame na teplotu vyssi nez je
ocekavana Ty, a méfime piitom fluorescenci. Plati, Ze fluorescencni aktivita oligonukleotidové
sondy nebo interkalaéniho barviva je pfimo umérnd mnozstvi dsSDNA piitomné v reakcni
smesi. Pokud vyneseme namétenou intenzitu fluorescence proti piislusené teploté, dostaneme
tzv. kiivku tani, ktera ndhle strmé klesa v okoli T,. Teplota v inflexnim bod¢ kiivky se rovna
teplote tani a lze ji snadno zjistit zderivovanim kiivky tani, kde se v grafu objevi jako vrchol
»peaku". Detekce nespecifickych produkti pii pouziti interkala¢nich barviv vyuziva
predpokladu, ze nespecifické produkty maji odliSnou (obvykle nizs§i) Tmnez produkty
specificke.

. KRIVKA TANi

g

: DERIVACE KRIVKY TANI

[ws]

specifické
nespecifické produkty

produkty

intenzita fluorescence
intenzita fluorescence
(druha derivace)

teplota T, teplota

2.2. 1zolace genomové DNA z nizkotuéného jogurtu

K izolace gDNA bude pouzit DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN), lyticky pufr (20 mM
Tris —HCI, pH 8.0, 2mM EDTA, 1,2 % Triton X-100), lysozyme (Sigma-Aldrich) a
Proteinasa K (1,25 ml / 600 mAU/mg) dodavand v kitu DNeasy Blood & Tissue Kit
(QIAGEN).

e Piiprava bunék: Provést zakladni fedéni vzorku — k 10 g vzorku pfidat 90 g
citratového pufru. Homogenizovat 1 min na Stomacheru. Ze suspenze odebrat 1 ml do
Eppendorfky a odstiedit (10 000 g, 10 min, 21 °C). Odsét supernatant.

e Piiprava lytického pufru: K 1 ml zasobnimu roztoku lytického roztoku ptidat 40 mg
lysozymu. Dobie promichat pipetou.

e Lyze bunék: K sedimentovanym bunkam pfidat nejdiive 180 pl lytického pufru
s lysozymem a inkubovat 45 min pii 37 °C, poté piidat 20 pl proteinasy K a
200 pl pufru AL a inkubovat 30 min pii 56 °C.

e Precipitace DNA: Klyzatu piidat 200 pl etanolu (98 %, - 20 °C) a promichat
obracenim zkumavky do dosaZeni homogenity. Inkubovat 5 min pti 25 °C.

e Purifikace DNA:

a. Veskery obsah zkumavky prenést do kolonky (DNeasy Mini spin column) a
odstiedit (6 000 g, 2 min, 4 °C).

b. Vyménit/odlit sbérnou zkumavku, ptidat 500 ul AW1 pufr a odstredit (6 000 g,
2 min, 4 °C).

C. Vymeénit/odlit sbérnou zkumavku, piidat 500 ul AW2 pufr a odstiedit
(6 000 g rpm, 2 min, 4 °C).

d. Vymeénit/odlit sbérnou zkumavku, odsttedit (20 000 g, 1 min, 4 °C).
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e Eluce DNA: Vymeénit sbérnou zkumavku!!!! Na stfed membrany v kolonce
nepipetovat 50 pl elu¢niho pufru AE, inkubovat 2 min pii 25 °C a poté odstiedit
(20 000 g, 1 min, 4 °C). Pro zvyseni vytézku zopakovat elu¢ni krok 5.

2.3. Vlastni gPCR reakce
Vedouci Ulohy ptipravi zakladni g°PCR mix (H,O, Supermix, Primery). Kazdy student Si
ptipravi vlastni PCR reakci odebranim 9 pl zdkladniho qPCR mixu a pfidanim 1 pl izlované

DNA. Poté budou vSechny vzorky spole¢né analyzovany pomoci termocycleru CFX96TM
Real-Time PCR (BioRad).

gPCR mix Vyrobce V (ul) Pozn.
H,O demi sterilni - 2
iQ SYBR Green Supermix Solis BioDyne 5 Zékladni gPCR
Primer : Thermfor (10 pM) Generi Biotech 1 mix
Primer : Thermrev (10 uM) Generi Biotech 1
DNA izolovana QIAGEN 1
Celkovy objem 10
Pouzité primery ((Tabasco, et al., 2007):
Thermfor: 5°- ACGCTGAAGAGAGGAGCTTG 157 - 3
Thermrev 5°- GCAATTGCCCCTTTCAAATA -3
Pocet cyklu Teplota (°C) Vydrz (s) Pozn.
1 95 10 min Pocateéni denaturace DNA
30 95 30 Denaturace
60 20 Annealing (chlazeni, pfisedani primeri)
72 20 Elongace
1 72 5 min Koneéna elongace
1 55-95 0,02s/0,5°C HRM analyza

Vlastni PCR reakce: Zkumavky se umisti do gPCR pfistroje (CFX96TM Real-Time PCR
(BioRad )) a zahdji se PCR piedem naprogramovana PCR reakce. O¢ekavané PCR produkt by
mél mit velikost 157 bp (Ovétfeni pomoci gelové horizontélni elektroforézy, kap. 2.4.)

2.4. Elektroforéza, barveni a vizualizace gelu

PCR produkty (10 ul) a barevny vazebny roztok (2 ul) se promichaji a smés se vpichem
nadavkuje na 1,0 % hm. agarosového gelu. PCR produkty se analyzuji gelovou elektroforézou
Horizont 11-14 (Gibco BRL Life technologies, USA) za podminek: 100 V/ 1 h v 0,5x TBE
pufru s ptidavkem Cybr Safe. Vizualizace se provadi pomoci UV (A = 312 nm) prohlizeciho
boxu (Vilber Lourmat, Francie). DNA marker (Top Bio) bude pouZit jako standard pro ur¢eni
molekulovych hmotnosti.
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