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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace se zabyva mikroflorou medu se zaméienim na vyskyt bakterii
Clostridium botulinum a jejich detekci vyuzitim metod molekularni biologie. Teoreticka ¢ast
popisuje zakladni poznatky vcelafstvi a jeho historii, proces vzniku a charakteristiku medu
a dalsich véelich produkti. Cast je vénovani také mikrobiologii medu, jeho
antimikrobidlnim G¢inktim, a pfedevsim zplusobiim piipadné kontaminace, s ¢imz souvisi 1
mozny vyskyt bakterii Clostridium botulinum. Tyto bakterie jsou ve spojeni s medem
nebezpeéné zejména pro déti do jednoho roku z divodu vzniku onemocnéni zvaného
kojenecky botulismus. Prakticka ¢ast je vénovana prevazné molekularnim metodam, které
byly vyuzity k analyze 15 vzorkd medd na vyskyt vySe zminéné bakterie. V Zddném
z testovanych vzork medi nebyla zjiSténa ptitomnost Clostridium botulinum. Vysledek byl
ovéten také kultivaéné plotnovou metodou s naslednou identifikaci pomoci hmotnostni
spektrometrické metody MALDI-TOF. Tato metoda opét neidentifikovala zadnou z kolonii
jako Clostridium botulinum. Z kolonii, které se identifikovat podafilo, mé&l ptevazné

zastoupeni sporulujici Bacillus.

Kli¢ova slova: med, mikroflora, véely, véeli produkty, Clostridium botulinum, botulotoxin,

molekularni biologie, PCR, MALDI-TOF



ABSTRACT

This bachelor thesis deals the microflora of honey with a focus on the occurrence of
Clostridium botulinum bacteria and its detection using molecular biology methods. The
theoretical part deals with the basic knowledge of beekeeping and its history, the process of
origin and characteristics of honey and other bee products. The part is also devoted to the
microbiology of honey, its antimicrobial effects, and especially the methods of possible
contamination, which is related to the possible occurrence of Clostridium botulinum bacteria,
which are associated with honey, especially for children under one year, due to a disease
called infant botulism. The practical part is devoted mainly to molecular methods, which
were used to analyze 15 samples of honey for the presence of the above-mentioned bacteria.
Clostridium botulinum wasn’t present in any of the samples tested. The result was also
verified by a culture plate method followed by identification using the MALDI-TOF method.
Again, this method did not identify any of the colonies as Clostridium botulinum. The

sporeforming Bacillus was the predominant of the identified colonies.

Keywords: heney, microflora, bees, honeybee products, Clostridium botulinum, botulinum

toxin, molecular biology, PCR, MALDI-TOF



Timto bych chtéla podékovat své vedouci prof. RNDr. Leoné Buiikové, Ph.D. za cenné rady
pti psani této prace, Cas, ktery mi vénovala, a predevsim jeji trpélivost. Velky dik patii také
laborantkam Ing. Veronice Kubacové a Ing. Olze VIc¢kové za pomocnou ruku pii méteni
praktické ¢asti. Dale chci podékovat vSem vcelaitim, kteti mi byli ochotni poskytnout vzorky
medu ze svych zasob a v neposledni fadé také rodin€, svému partnerovi a pratelim za jejich

podporu béhem studia.

Prohlasuji, Ze odevzdana verze bakalatské/diplomové prace a verze elektronicka nahrané do

IS/STAG jsou totozné.



LBAYZ 6 ) ) T .10
I TEORETICKA CAST 11
1 HISTORIE A PUVOD VCELICH PRODUKT U....cooveunrrersnressssnssssssssssssaseses 12
1.1 VICELARST VIt etteet e te e t e e e e e te e t e e e te e te e be e t e eab e e st eseaeennee s 12

0 B = 113 () o (< TSP RPRRPR 12

1.2 ZIVOT V ULU oo 13
L2.1 MKttt ettt et e et et e naeenne 13

L.2.2  TIUDCC et e et e 14

L.2.3 DEINICE c.uvvieeiieiiieieecie ettt ettt et e e et e b e e saeenbaeenne e 14

2 IMIED ....uiiiininnniicsssnniecsssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssasssssssasssssssse 16
2.1 CHARAKTERISTIKA MEDU ...couutiiitieiiieeieeniieeieesiteenteesiteesieesiseesieesaseesiaeeneessaesneens 16
2.2 DELENIMEDU ...cccttiitiiiitetieeieetie et tte et esttesite et e sateenbeessteenbeesaeeenseesseesnseennseenne 16
2.3 CHEMICKE SLOZENI MEDU.....c..ecittitietietiniienieeteentesieetesitesieensesnaesneesteesesneenseennens 17
2301 SACKAIIAY ...eouviiiiiiieiee e 17

2.3.2 V0@ ittt ettt et saeebaenaaeenne 18

233 KYSCINY .ottt et 18

2.3.4  MINEralINg LAKY ...ccvveeiieiiieiieciie ettt 18

235 DalSTIALKY e e 18

3 MIKROBIOLOGIE MEDU ....cccccinnuiiiinnnnnicnssssnsicsssssssscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 19
3.1 GASTROINTESTINALNI TRAKT VCEL ..cuvieiiieiieeiiieiieeieenieesseesieeseeesseesseessnesnseens 19
3.2 HYGIENA MEDU....ciititiiiiiiieeiteeite et st ettt ettt et sit e bt e sate e bt e saseenbaesateenaeeeane 20
33 ANTIMIKROBIALNT AKTIVITA MEDU ....uvieiiiiiiieiieniieeieesieeeieesieeeseesseeeseessnesseens 20

4  KOJENECKY BOTULISMUS .....coveurrrnerssnssrsssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssses 21
4.1 CLOSTRIDIUM BOTULINUM .......uuveeiiiteasiieeesiieeeieeeeite e ettt eeitessistessiseessiveesnaseesnnneenns 21
4.2 PROJEVY ONEMOCNENT ...coittiiiiiitteittesite ettt ettt ettt et esiee e 22
43 BOTULOTOXIN......eitittiiiiieniiee sttt ettt ettt e et e e et e e st e e sabeeesabeesnbeesneeesneeas 22

5  DALST VCELI PRODUKTY ....cvnerreurenerssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 23
5.1 VOSK ittt ettt ettt e s ettt bt ne ettt n et neene s nes 23
5.2 PROPOLIS ...ttt et ettt ettt e st e s 23
5.3 MATERIKASICKA ....eiitiiiiiiiteieeiesite sttt ettt sttt st sb ettt et site bt et s 23
54 VCELITED ..ttt ettt ettt b e st e be e et nbee st e saee e 24

6  VYBRANE METODY MOLEKULARNI BIOLOGIE........cocceseteruseennerssessceens 25
6.1 [ZOLACE NUKLEOVYCH KYSELIN ..c.uuttitieiiieiieeniteeteesiteenteesiseesieesiteenseesnseessaesneeens 25
6.2  POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE ....ccueiiiieiieiiieiieeieeneieeieesieeeteesenesseeseee e 25
6.3 ELEKTROFOREZA ......uttiitiiiieaiieeiee ettt ettt ettt ettt st e bbb st 26



II PRAKTICKA CAST .28

T CIL PRAGCE o eeeeeeeneersenssesssesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssess 29
8  METODIKA A MATRIAL ..cccuoererrenrenersenssnssesssessssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssss 30
8.1 TESTOVANE DRUHY MEDU.......ciiitiiiiiieitieniieateesteenteesiteesueesnseesseesnseesseeeseesseesseens 30
8.2  IZOLACE DINA .. ..ottt st 31
8.3 STANOVENI KONCENTRACE DINA ..ot 32
8.4  POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE ......ooviieiieiieeiieniieeieenieeeseessnesseessneenseenenes 33
8.4.1  Pristroje, pomucky, chemikalie.........cccccooviiviiiiiciiiie e, 33

BA.2  POSTUD cetteeiiieetee ettt et ettt saa e s b saeeas 34

8.5 ELEKTROFOREZA .......utiitiiatieeiie ettt ettt ettt ettt site st e saeesnteesaeeenbeessaesaneens 35
8.5.1  Pristroje pomiicky a chemikalie............cceeviieiieniiiiiiiceeeeeeeee e, 35

B.5.2  POSIUP ettt e e e e e e e et a e e e e nraeeeennreeeas 35

8.6  KULTIVACNI STANOVENI PLOTNOVOU METODOU .......evuieiieiieniieieeiesieeneeeeesneenees 36
8.6.1  Pristroje pomiicky a chemikalie..........ccccoeviiriiiiiiniiie, 36

8.6.2  Priprava kultivaCnich plid ........ccoeovieiiiiiiiiieiiceceeceee e 37

oI ST T o 11 1 1§ SRR 37

8.7 MALDITOF oottt sbee e e s nsee e eeennee 38
8.7.1  Ptistroje pomiicky a chemikalie..........ccccoeviiiiiiiiiiniiii e, 38

B. 7.2 POSIUD cetteeiiie ettt ettt ettt ettt e et e et eeenaeeenaeeeaeeas 38

9 VYSLEDKY A DISKUZE .....cceonermerrrnsenssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssss 39
9.1 [ZOLACE DNA ZE VZORKU A STANOVENT JEJI KONCENTRACE .....ccc0eevrveeenreennnnen. 39
9.2 PCR S ELEKTROFORETICKYM OVERENIM ......coiiiiiiiiiiaiieiieeiee e 40
9.3 KULTIVACNI STANOVENI ....eottiititiiieniteeteeeite ettt ettt st 42
9.4  IDENTIFIKACE MIKROORGANISMU ....cutiiiiiniiieiieniiieiiesieeenitesteesieesseeseeesseesnee e 43
9.5 SOUHRNNA DISKUZE ....ceuitiiieniieeiieniteetee st et e st et e sitesbeesiteeteesatesbeesaeeeneesaees 45
ZAVER courererserrsseassennns 47
SEZNAM POUZITE LITERATURY ...ccvnerrrunrssressesssessssssssssssssssssssssssssssssessssssesssasses 48
SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK ....cuevurrrensrnsrnssssssssssssssssssssssssnses 50
SEZNAM OBRAZKU ....cuuevuernrenserssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 51

SEZNAM TABULEK .....coiiiiiinniinsniecsneecsnecsssecssssesssssesssssessssssssssssssssssssssssssssasssssases 52



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 10

UvVOD

Med je produktem dokonale fungujiciho spolecenstvi véel medonosnych (Apis mellifera),
ktery ziskava, fadou procest a narocnou praci vcel, svou charakteristickou podobu z nektaru
nebo medovice a dalSich specifickych latek. Je jednou z nejstarSich slozek lidské potravy,
na které si uz odpradavna pochutnavali nasi ptedkové. Mimo to byl vzdy cenénym i pro své
Sirokospektralni 1é¢ivé ucinky. Nejen proto nachazi hojné vyuziti v potravinarstvi, ale také
ve farmacii ¢i kosmetickém primyslu. Mimo med jsou dalS§imi produkty vceli vyroby

napiiklad mateti kasicka, propolis, nebo vceli vosk.

Dalsi charakteristikou medu je jeho vysoka antimikrobialni aktivita. Ta ma za nasledek
piredchazeni mikrobidlnimu kazeni. To ovSem neznamena, ze se v medu nemohou
vyskytovat zddné mikroorganismy. Piikladem mohou byt naptiklad sporotvorné bakterie
Clostridium botulinum, zpusobujicich kojenecky botulismus. Pravé z tohoto divodu neni

vhodné, aby déti do jednoho roku med konzumovaly.

Véely maji v pfirodé¢ vyznamné postaveni a uritym zpusobem nenahraditelnou funkei.
Mimo produkci medu a dal$ich produktt je jejich neodmyslitelnou tlohou opylovani rostlin,
¢imz zabezpecuji jejich dalsi zivot. Teoreticky lze konstatovat, ze bez vcel by zivot nebyl

mozny.
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I. TEORETICKA CAST
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1 HISTORIE A PUVOD VCELICH PRODUKTU

1.1 Vcelarstvi

V¢elateni patii mezi nejstarsi obory lidské ¢innosti. Pivodnim smyslem celého chovu vcel
byl zisk medu a vosku. Postupem casu se ale ukazalo, ze se nejedna jen o tyto produkty.
Dnes muzeme od vcel ziskavat také mateti kaSicku, pyl, propolis, nebo i1 v¢eli jed a zihadla

(Vesely, 1997).

1.1.1 Historie

Clovék uz ve velmi davnych dobéach zjistil, Ze mu jsou véely schopny poskytovat med.
Teoreticky lze prvni vyskyt vcéel datovat spoleéné s prvnimi kvetoucimi rostlinami.
Vyvinuly se pravdépodobné z ptedka, kterého mizeme pfirovnat k dneSnim vosam.
Doposud bylo popsano pfiblizné 20 000 druhti véel z celého svéta. Na tizemi Ceské a

Slovenské republiky bylo doposud popsano 609 druht (Ptidal, 2005).

Nejstarsi kresba, vykreslujici odniméni medu vcelam, se dochovala z doby paleolitické (asi
pied 15 000 lety) z tzv. Pavouéi jeskyné u vesnice Bicorp ve Spanélsku. Pisemné zminky o
vCelafeni lze nalézt i v hieroglyfech starych Egyptanl. Zpravy o vcelafstvi se objevuji
v fecké nebo fimské literatufe. Jsou nachazeny popisy ulli nebo rozdily mezi délnicemi a
trubci. Pozdg&ji zacali lidé vyuzivat i dalsi produkty jako vosk nebo propolis (Cermakova,

2010; Med, 2010; Ptidal, 2003).

Za prvni véelafe jsou povazovani starovéci Egyptané, ktefi zacali vytvaret prvni uly. Jejich
vyuziti medu slouzilo ke konzervaci potravin, vyrob€ masti a Iékt. Samoziejmé jej vyuzivali
1 pfi ndboZenskych obtfadech jako obét’ bohlim nebo pii balzamovani zesnulych. Starovéci
Rekové postupem &asu objevovali dalsi vlastnosti medu a povazovali ho za posilujici 1ék pro
dlouhovékost. Ve starovékém Rimé se zase med cenil natolik, Ze nékteré dané byly vybirany

formou medu (Med, 2010).

V kiestanskych d¢jinach nachazela vcela a jeji produkty své cenéné misto vzdy. Ve
sttedoveku se centrem chovil vcel staly pfedevsim klastery, které vyuZzivaly vceli vosk na

vyrobu svici (Cermakova, 2010; Med, 2010).

Vcely a samoziejmé 1 med a dal$i produkty si vybudovaly napfi¢ déjinami pevné misto

obliby riiznych narodi, kultur nebo i nabozenskych spole¢nosti (Cerméakova, 2010).
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1.2 Zivot v alu

Svétoveé nejrozsitenéjsi a hospodarsky nejvice vyuzivanou vcelou je vcéela medonosna,
latinsky Apis mellifera. Ceské pojmenovani medonosna je uz zazité. Pravdou ale je, ze véela
med nenosi, ale vytvari. Proto je ptesnéjsi ndzev Apis mellifica, neboli vEela med vytvarejici.

Mezinarodné se vSak spiSe uplatiiuje prvni zpisob psani jména (Ptidal, 2005).

Vcela medonosna Zije ve spolecenstvi, tvoieném matkou, délnicemi a trubci, protoze mimo
skupinu neni schopna pfezit sama déle nez par dni. V¢elstvo je dokonalym spolecenstvim,
které miize byt prikladem tymové prace, organizace a souhry. Kazda jednotliva véela plni

funkeci, ktera je zasadni pro zajisténi chodu celého ulu (Cermakova, 2010; Med, 2010).

1.2.1 Matka

Matka, oznacovana téz jako kralovna, je jedinou samickou s plné vyvinutymi pohlavnimi
organy. Jejim ukolem je snaset vajicka a tvorbou feromonu tidit chod celého ulu. Matefi
feromon je smési latek, ktera ptisobi na soudrznost vcelstva a brani rozvoji vaje¢niki délnic.
Intenzivnim kladenim je schopna naklast i vice nez 2000 vajicek denné&. Je schopna klast dva
druhy vajic¢ek — oplozend a neoplozena. Kladeni oplozenych vajicek je podminéno spaienim
matky priblizné Sesty den po vylihnuti béhem tzv. snubnich leti. Z nich se nasledné lihnou
d€lnice nebo matky. Z neoplozenych vajicek se pak lihnou trubci. Ve vyjimecnych
ptipadech miZe nastat, Ze se v Glu nachdzeji dvé matky — stara i mlada, avSak jen po velmi

kratkou dobu. Nasledné je jedna z matek usmrcena nebo odléta z ulu (Ptidal, 2003; Vesely,

1997).

Na prvni pohled se matka od ostatnich vcel lisi predevsim velikosti, ktera se pohybuje mezi
20 — 25 mm a hmotnosti mezi 180 — 260 mg (Obrazek 1). Matka se doZziva ptiblizné
3 —5 let, ale v praxi dochazi k jeji vyméné uz kolem druhého roku. Vyviji se z oplozeného
vajicka v tzv. mateCniku, coz jsou buiiky nachazejici se na okraji plastii. Matka, kterd se
vylihne jako prvni, usmrti v mate¢nicich ostatni dosud nevylihlé matky. Od dé€lnic se 1isi
tim, Ze ji chybi voskotvorné a hltanové Zlazy, na nohach nema zZadné pracovni nastroje a ma

velmi kratky sosak (Drasar, 1978; Ptidal, 2003; Vesely, 1997)
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Obrazek 1 Odliseni matky ve vcelstvu (archiv autorky)

1.2.2 Trubec

ey

Trubci jsou veeli samci, ktefi ve véelstvu ziji jen v letnich mésicich. Jejich pocet se pohybuje
jen v fadech stovek jedincd v celém vcelstvu. Stejné jako matka maji vyvinuté pohlavni
organy, pti¢emz jejich jedinou tlohou je oplodnéni matky. Sami se lihnou z neoplozenych
vajicek, které matka klade do trub¢ich bunék tvoticich tzv. trub¢inu. Jejich vyvoj trvd nejdéle
(24 dni) a jejich délka zivota je naopak velmi kratka. Pfevazna polovina se nedozije vice nez
14 dni. Maji zavalitjsi télo o délce kolem 16 — 17 mm a hmotnosti 200 — 260 mg. Nemaji
zihadlo ani pracovni nastroje (DraSar, 1978; Vesely, 1997).

1.2.3 Délnice

wevr

potiebnym pro chod celého ulu (Obrazek 2). Jednd se o nedokonalé¢ samicky lihnouci se
z oplozenych vajicek jako matky. Rozdil nastava v jejich rozdilné potravé, coz ovlivni jejich
vyvoj a zakrnéni pohlavnich orgénid. Navic nemaji semenny vacek pro uchovani spermii a
nemohou se spatit (Vesely, 1997).

Podle stafi a rozdé€leni jednotlivych kol v tlu se délnice déli na mladusky a létavky.
Ulohou mladusek je zahtivani plodu, ¢isténi bungk, plasta, udrzba Cistoty tlu, krmeni plodu,

matky a malych trubcii. Mimo to vylucuji vosk, k cemuz jim slouzi voskové zlazy, a stavi
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nové plasty, zajiStuji bezpecnost vcelstva, odebiraji od 1étavek nektar a medovici, které
nasledné ukladaji a zpracovavaji v med. Povrch stén a plasth pokryvaji propolisem, tmeli
trhliny a Skviry v Glu. Podle jednotlivych tloh mladusky rozdélujeme déle na kojicky,
stavitelky a dal$i. Létavky, uz podle nadzvu, vylétaji z tlu kvili sbéru nektaru a medovice,
ale také vody a pylu. V Case, kdy piebyvaji v ilu, se ucastni nékterych pochodi, jako je

vétrani, odpar vody ze zdsob medu, strdz nebo uklid ulu (Drasar, 1978; Vesely, 1997).

Délka Zivota dé€lnic se lisi podle ro¢niho obdobi. V jarnich a letnich mésicich ziji v rozmezi
6-8 tydnd, vcely vylihlé koncem léta a na podzim pak 7-9 mésict. T¢€lo délnic je uzpiisobeno
tak, aby zvladaly vSechny potiebné ukony. Jejich velikost se pohybuje mezi 12-14 mm a
hmotnost kolem 100 mg. Disponuji sosakem, ktery jim slouzi k odbéru tekutin a
tzv. mednym vackem k jejich pfenosu. K pienosu pylu maji na koncetindch pylové kosicky

a kartacky. V mladi pomoci hltanovych 714z vylu€uji mateti kaSi¢ku a pozdé&ji tvoti enzymy

k preméné nektaru nebo medovice v med (Drasar, 1978; Vesely, 1997).

Obrazek 2 Délnice tvoftici zadsoby (archiv autorky)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

2 MED

2.1 Charakteristika medu

vvvvvv

vyuzivat. Med je charakterizovan podle vyhlasky ¢.76/2003 aktualniho znéni jako potravina
pfirodniho sacharidového charakteru, jejiz slozeni tvoii pievazné glukoza, fruktoza,
organické kyseliny, enzymy a pevné Céstice, které jsou zachycovany pii sbéru nektaru nebo

medovice (Cesko, 2003; Ptidal, 2003).

Med je tekutina bohata na cukr vyrabéna namahavou praci véel, pfiCemz aby vznikl 1 kg
medu, museji v€ely navstivit vice nez 5 miliont kvéti béhem vice nez 40 000 letl. Nasbirany
nektar pak smichaji se svymi vymeésky a nechaji zrat v plastech (Grabowski, 2015; Med,

2010).

2.2 Déleni meda

Podle piivodu med rozdélujeme na kvétovy a medovicovy, podle zplsobu ziskavani nebo
obchodni upravy pak na med vytoceny, plasteCkovy, lisovany, vykapavany, med s plastecky,

filtrovany med, pastovy med a pekaisky med (Cesko, 2003).

e Kvétovy med — jedna se o med pochézejici pfedev§im z nektaru kvétd, vyrazné
sladké az Skrablavé chuti. Jeho barva by méla byt vodové Cistd az s nazelenalym

nadechem, slabé az zlatavé zluta.

e Medovicovy med — jedna se o med pochézejici ze sekretii Zivych Casti rostlin nebo
z vymeéskt hmyzu, ktery tyto $tavy saje. M¢l by byt sladké, poptipadé kofenéné az

mirné Skrablavé chuti, tmavohnédé barvy a nddechem do ¢ervenohnéda.

e Vytoceny med — jednd se o med, ktery se ziskavéa odstfed’ovanim odvickovanych

plasta, které musi byt bezplodé.

e Plasteckovy med — jednd se o med, ktery je uloZzeny a zavickovany vcelami do
bezplodych plastt, které¢ jsou cCerstvé postavené na mezisténach vyrobenych ze
vceliho vosku nebo bez nich a prodavany v celych uzavienych plastech nebo jejich

dilech.

e Lisovany med — jedna se o med, ktery je ziskavan lisovanim bezplodovych pléstt za

pouziti ohievu do 45 °C nebo bez pouZziti tepla.
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Vykapévany med — jedna se o med, ktery se ziskdva vykapavanim odvickovanych

bezplodovych plasti.

e Med s plastecky — jedné se o med, ktery ve své kone¢né podobé¢ obsahuje jeden nebo

vice kust plasteckového medu.

e Filtrovany med — jedna se o med, ktery je po ziskani upraven odstranénim cizich

anorganickych i organickych latek za ticelem odstranéni pylu.

e Pastovy med —jednad se o med, ktery byl po ziskani upraven do pastovité konzistence.

Je tvofen smési jemnych krystalki.

e Pekatsky med — jednd se o med, ktery se pouziva vyhradné k primyslovému pouZiti
nebo jako slozka do jinych potravin. Z toho divodu byva nazyvan i jako primyslovy
med. Jedna se o jediny med, ktery miize obsahovat cizi ptichut’ nebo pach, po€inajici

kvaSeni nebo u né¢j mohlo dojit k zahtati.

Piisluné ¢leni medu je uvedeno ve vyhlasce ¢.76/2003 aktualniho znéni (Cesko, 2003).

2.3 Chemické slozeni medu

Jedna se o pfirodni surovinu obsahujici velké mnozstvi chemickych latek. SloZzeni medu se
od sebe v jednotlivych pripadech lisi. Vyznamnym faktorem je napiiklad samotny pivod
medu. Z chemického hlediska 1ze na med pohlizet jako na ptesyceny roztok riznych druhil
cukrii rozpusténych ve vod¢, ve kterém jsou piitomné rostlinné latky spolecné se

specifickymi latkami véeli produkce (Cermékova, 2010; Frank, 2010).

2.3.1 Sacharidy

Nejvice zastoupenou slozkou medu jsou sacharidy, které tvoii 95 — 99 % suSiny medu.
Piedev§im se jednd o jednoduché cukry, monosacharidy — glukézu a fruktdzu, jejichz
zastoupeni a pomeér ovliviluje rychlost krystalizace. Medy, které maji velmi vysoké
zastoupeni glukozy, podléhaji krystalizaci jiz po nékolika dnech po vytoceni. Vyssi obsah
fruktézy v medu naopak zplisobuje dlouhodobou tekutost. Dale pak jsou v medu obsazeny
disacharidy — sachardza a maltdza, nebo také oligosacharidy nebo vyssi cukry — dextriny,
které¢ jsou tvofeny predevSim molekulami glukozy a ojedinéle molekulami fruktozy

(Cermakova, 2010; Piidal, 2003).
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2.3.2 Voda

Dalsi kvantitativné nejvice zastoupenou slozkou je voda, jejiz obsah se pohybuje mezi
v medu, tim vyssi je jeho kvalita. Takovy med lze déle skladovat bez rizika zkvaSeni. Medy,
které maji obsah vody vy3ii nez 21 %, uZz nejsou vhodné ke skladovéani. Casto se jedna o

medy nezralé (Cermékové, 2010; Ptidal, 2003).

2.3.3 Kyseliny

Z organickych kyselin je nejvice zastoupenou kyselina glukonova, vznikajici plisobenim
enzymu glukozooxidazy na glukozu. Dalsi pfitomné kyseliny jsou naptiklad kyselina
mravenci, Stavelova nebo citronova. Z aminokyselin lze uvést kyselinu asparagovou, prolin

nebo leucin (Cermékové, 2010; Pridal, 2003).

2.3.4 Mineralni latky

Mineralni latky obsazené¢ v medu nachazime jen v malém mnozstvi, ale Sirokém spektru,
pfi¢emz nejvice obsazenym je draslik. Vedle n€j pak mtiizeme sledovat ptfitomnost sodiku,
vapniku nebo hotciku a ze stopovych prvkl naptiklad Zelezo nebo zinek. V porovnéni medu
medovicového a kvétového mé vyssi obsah mineralnich latek med medovicovy, ve kterém
se obsah pohybuje v rozmezi 400-1000 mg na 1 kg medu. V nektarovych medech je to pouze
100 mg na 1 kilogram medu (Frank, 2010; Ptidal, 2003).

2.3.5 Dalsi latky

Z dalSich latek obsaZzenych v medu milZeme zminit vitaminy. Z vitamind ve vod¢
rozpustnych jsou v medu obsazeny Bi, B2, Bs, niacin nebo vitamin C. Lipofilni vitaminy
vmedu téméf nenajdeme. Z hormonll jsou v medu pfitomné napiiklad acetylcholin,
noradrenalin, adrenalin nebo dopamin. Za typickou chut’ a viini medu jsou zodpoveédné také
chut'ové a aromatické latky, které vznikaji chemickymi pfeménami nékterych kyselin. Barvu
pak med ziskava zrtznych rostlinnych barviv, jako jsou flavonoidy nebo karotenoidy

(Frank, 2010; Ptidal, 2003).
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3 MIKROBIOLOGIE MEDU

Med se vyznacuje schopnosti inhibice ristu, ¢i iplného usmrceni vétSiny mikroorganismu.
I pes tento fakt Ize v medu pozorovat mikroorganismy, které jsou schopny odolavat vysoké
koncentraci sacharidd, kyselému prostfedi i jeho antimikrobidlnimu charakteru.
Mikroorganismy vyskytujici se v medu mohou ovlivnit jeho kvalitu a bezpecnost (Snowdon,

1996; Vorlova, 2002).

Mikroorganismy se do medu mohou dostavat primarné, sekundarn¢ a terciarné. Primarnimi
zdroji, které zajist'uji pfitomnost mikrobialni kontaminace, jsou pyl a gastrointestinalni trakt
vcely, ktery mohou osidlovat naptiklad anaerobni bakterie. DalSim zdrojem kontaminace
muze byt prach nebo vzduch. Sekundérni kontaminace byva zplisobena pii medobrani,
pouzitim zneciSténych nadob a nastrojii. Terciarni kontaminace pak byva zplsobena pfti
nasledném zpracovani medu. Mezi hlavni zéstupce mohou patiit koliformni bakterie,
enterokoky, stafylokoky, bacily, pseudomonady, kvasinky nebo plisn¢ (Kacaniova, 2009;
Pridal, 2003).

Mikrobiologii medu mohou ovlivnit i jeho jednotlivé slozky. Mikrobiologické zastoupeni
v nektaru se muze pohybovat od téméf nulového (sterilntho) po vyskyt ftady
mikroorganisml. Mikroflora pylu je zase ovlivnéna druhem rostlin a 1ze tedy pozorovat
riznorodé spektrum bakterii, kvasinek 1 plisni. V pfipadé medovice je mozno opét sledovat
rozdily, a to naptiklad v zavislosti na tradvicim traktu hmyzu, ktery medovici vylucuje.

Mikrobiologicka kontaminace zdroji nasledné prestupuje do téla véely (Grabowski, 2015).

Ve zralém medu se mikroorganismy nepomnozuji v disledku vysokého obsahu cukru, ¢imz
dochazi ke zvyseni osmotického tlaku. V ptipadé, Ze dojde ke zfedéni medu, mize med zacit
kvasit, coZ bude mit za néasledek pomnozeni osmofilnich kvasinek. Pfikladem mohou byt
Zygosaccharomyces, které se nachazeji u povrchu z diivodu potteby ptitomnosti kysliku.

KvaSeni v celém objemu je charakteristické pro rody Torula a Torulopsis (Ptidal, 2003).

3.1 Gastrointestinalni trakt vcel

Gastrointestinalni trakt vcel, stejné jako u jinych zivocisnych druhd, je vyvazeny ekosystém
mikroorganisml Zzijicich v symbiotickém vztahu. Mikrobiota je zavisla ptredev§Sim na
potrave, kterd se odviji také od rocniho obdobi a kontaktu s ostatnimi v€elami. Nejcastéji
byvaji stieva vcel kolonizovana probiotickymi bakteriemi Lactobacillus (ptipadné novych

rodii vy€lenénych z rodu Lactobacillus), Bifidobacterium a Bacillus (Kacaniova, 2009).
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3.2 Hygiena medu

Mikroorganismy se do medu mohou dostat predevSim z plastu, pylu, traviciho traktu vcel,
prachu, vzduchu, ptidy nebo nektaru. Podobné¢ jako u kazdé jiné potraviny je hygienicky stav
medu dasledkem podminek zivotniho prostfedi kolem potravinového fetézce a vlastnostmi
pfidanymi produktu samotnymi zivoc¢ichy. Pod tim si lze pfedstavit prostfedi frekventované
vcelami, kterym je ul nebo zdravotni stav kazdé jednotlivé véely, ktera med sklizi, prenasi a

upravuje (Grabowski, 2015; Kacaniova, 2009).

3.3 Antimikrobialni aktivita medu

Antimikrobidlni aktivita se mize u jednotlivych medu liSit a zaviset na zdroji a zpracovani.
Samotny kvétovy zdroj mize podléhat zménam vlivem ro¢niho obdobi nebo své lokalizace.
Chemické latky, které do medu pridava samotna vcela, jsou jeden z divodu, proc je zraly
med tak odolny vii¢i mikrobidlnim vlivim. DalS§im faktorem jsou fyzikéaln¢é-chemické
vlastnosti, kterymi jsou nizké pH, vysoky osmoticky tlak, a tedy nizka aktivita vody, nizky
redoxni potencial, a nakonec vysoka viskozita (Grabowski, 2015).

Mrwe

ucastni enzymy Stépici cukry (glukozooxidaza $tépici glukdézu. Med je proto svym slozenim
vhodny k potlaceni ptivodct stfevnich infekei, onemocnéni hornich cest dychacich nebo pii
oSetfovani ran. Pfikladem bakterii, kterym med brani jejich mnoZeni, jsou Bacillus subtilis,

Escherichia coli, Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus nebo Salmonella (Frank, 2010).

Antimikrobialni aktivita se odviji od druhu medu a kleséa pfi jeho vystaveni slune¢nimu
zafeni, vystaveni teploté vyssi nez 50 °C nebo muZe klesat s rostouci dobou skladovani

(Ptidal, 2003).
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4 KOJENECKY BOTULISMUS

Diky svym vlastnostem a slozeni byl med povazovan za jednu z mala potravin zivocisného
puvodu, ktera neni vyrazné spojovana s vyskytem mikrobiologickych alimentarnich
onemocnéni, s jedinou vyjimkou, kterou je kojenecky botulismus (Grabowski, 2015). Jedna
se o vzacné infekéni onemocnéni zplisobené bakterii Clostridium botulinum. Pravé med je
nejvyznamnéjSim potravinovym rizikem zpusobujicim toto onemocnéni, které je zptisobeno

absorpci toxinu (Freiman, 2004; Ptidal, 2003; gpaékové, 2017).

4.1 Clostridium botulinum

Clostridium botulinum je heterogenni skupina bakterii. Jedna se o grampozitivni ty¢inkovité
bakterie, které jsou obvykle povazovany za striktné anaerobni. Vykazuji schopnost
sporulace za vzniku ovalnych subterminalnich spor. Spole¢nym znakem téchto bakterii je
produkce toxinu stejného biologického ucinku, ale rozdilné antigenni struktury, podle které
se déli na typy A-G, z nichZ se v klinickych ptipadech lze setkat pfevazné se subtypy A a B
nebo E (Klinicky vyznamné bakterie, 2012; Novakova, 2017; épaékové, 2017; Votava,
2003).

Jedna se o bakterii, ktera se na zdklad€ vnéjSich podminek vyskytuje ve dvou riznych
formach. Ve vegetativni formé se bakterie vyskytuje za anaerobnich podminek, pficemz je
schopna rozmnoZovani a metabolismu. V této formé je vSak velmi citlivé a Ize ji eliminovat
zménou vnéjSich podminek, naptiklad varem nebo ptitomnosti kysliku. Pfirozen¢ se nachézi
1 ve formé spor, které zabezpecuji jejich pteziti za neptiznivych podminek. V této formé se
muze nachézet v piidé€, prachu nebo sedimentu vod. Pravée tyto zdroje mohou byt diivodem
nasledné kontaminace vodnich nadrzi a potravin. V nizkém poctu se mohou vyskytovat i
v gastrointestinalnim traktu nékterych ptaki, ryb nebo savct (Klinicky vyznamné bakterie,

2012; Novakova, 2017; Wojtacka, 2016).

Vyznamnou potravinou, ve které se mize vyskytovat Clostridium botulinum, je med. Praveé
ten je moznou cestou priniku spor do téla a vzniku infekce. Zdrojem kontaminace medu
jsou velmi pravdépodobné samotné vcely, které mohou pfistavat na kontaminovaném
povrchu a uskutecnit pfenos do ulu. Med neni vhodné tepelné upravovat tak, aby doslo ke

zni¢eni spor (Spackova, 2017).
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4.2 Projevy onemocnéni

Onemocnéni zptusobené Clostridium botulinum je zplisobeno pfevazné ucinkem toxinu
zvaného botulotoxin. Ten vznikd procesem, kdy se spory pfitomné v kontaminované
potraviné méni za anaerobnich podminek ve vegetativni formy produkujici pravé zminény
toxin. Po poziti se toxin dostava do gastrointestinalniho traktu, kde se velmi dobte vstiebava.
Nasledn¢ jeho enzymatickou aktivitou dochéazi k uvoliiovani acetylcholinu a blokaci ptfenosu

nervového vzruchu do svali (Spackova, 2017; Votava, 2003).

Riziko vyskytu botulismu u kojencti (do jednoho roku zivota) je zvySeno v dasledku jejich
neuplné vyvinuté sttevni mikroflory. Ta totiz jesté neni zrala k branéni infekce a dochazi tak

k rozvoji toxické zanétlivé infekce (Spackova, 2017; Votava, 2003).

Infekce mize mit mirny nebo velmi rychly pribéh. V ptipadech, kdy neni infekce
rozpoznana, mize skonc¢it ndhlym umrtim kojence. Prvnimi projevy, které nejsou nijak
specifické a nelze z nich tudiz urcit pfesnou diagnostiku, byvaji hypotonie, nechutenstvi a
sniZzeni motility stfev. Pozdé¢ji se mlize objevit slabost, problémy piijmu potravin nebo i
chabé ochrnuti hlavovych nervii, které se projevuje naptiklad Spatnym polykanim. Priibéh
neni doprovazen zvySenou teplotou a ke smrti dochazi dasledkem ochrnuti dychacich svala

vedouci k zastavé dechu (Spackova, 2017).

4.3 Botulotoxin

Botulotoxin tvofi dva bilkovinné fetézce, které spojuje disulfidickd vazba. VSechny
botulotoxiny maji podobny mechanismus uinku. Botulotoxin je svou enzymatickou
aktivitou pfizplisoben tak, ze inhibuje uvolfovani acetylcholinového neurotransmiteru
z nervovych zakonceni na presynaptické membrané nervosvalové ploténky, ¢imZz dochéazi
k blokaci ptenosu nervového vzruchu do svalovych vldken. Botulotoxin je dodnes
povazovan za jednu z nejjedovatéjSich latek na svété. Smrtelnd davka pro Clovéka je
pfiblizn€ 1 ng na kilogram Zivé vahy. Jeho snadné pfiprava a ziskavani vedly k pokustim o
jeho zneuziti jako biologické zbrané. K jeho inaktivaci je potfeba zahtati na teplotu 100 °C
po dobu 10 minut. Botulotoxin, ktery produkuji bakterie Clostridium botulinum, je také
vyuzivan v fad¢ 1écebnych preparatl, znamych jako Botox, k uvolnéni paralyzy svalstva a
docasnému obnoveni jeho funkci (Freiman, 2004; Klinicky vyznamné bakterie, 2012;

Spackova, 2017; Votava, 2003).
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5 DALSI VCELIi PRODUKTY

Vcely kromé medu vyrabéji jesté dalsi produkty, mezi které fadime vosk, propolis, vceli jed
nebo matefi kasicku. Kazdy z nich ma neodmyslitelnou roli pro chod ulu a ¢lovek se je

postupem ¢asu nauéil jednotlivé vyuzivat (Cermakova, 2010).

5.1 Vosk

Je vytvafen délnicemi pomoci voskotvornych zlaz, které se nachdzeji na spodni strané
zadeCku. Jedna se o tvarnou chemicky inertni latku, jejiz vlastnosti jsou zavislé na teplotg.
Pti nizkych teplotach je velmi kiehky. Barva vosku je obvykle Zlutd az tmavohnéda, coz je
zpuisobeno hromadicimi se necistotami a barvivy pochazejicimi pievazné z pylu. Véely
vyuzivaji vosk k tvorb¢ plastl pro ulozeni medu, pylu nebo plodu. V¢eli vosk nachazi velmi
siroké spektrum vyuziti. Clovékem je vosk vyuZivan uZ od pradavna piedev§im k tvorbé
svicek. Dnes nachazi své vyuziti také v potravinaistvi, kde je uvadén na obalu pod kdédem
E901. Vyuziva se naptiklad jako ochranny film povrchu ovoce nebo pii vyrobé sladkosti na
bazi zelatiny. Déle je hojné vyuzivan v kosmetickém pramyslu, kdy je pfidavan do riznych
krémt a balzamt, depilacnich voski, masek, rtének a dalSich ptipravkd. V mediciné naSel

své uplatnéni pii potahovani tablet &i jinych forem 16kt (Cermakova, 2010; P¥idal, 2003).

5.2 Propolis

Propolis, nazyvany téz vceli tmel, je zlutd az hnéda ptijemné vonici latka, cenéna predevsim
pro své 1écivé Ucinky, které znali uz starovéci Egyptané. Jedna se o smés vceliho vosku a
pryskyfic, pfedevs§im flavonoidi, které jsou sbirdny z rostlin, pfevazné z pupentl. Véelami
je propolis vyuzivan jako stavebni a ochranna latka. Slouzi jim k uzavirani otvori a trhlin,
ale také k dezinfekci Glu a ochrané pfed chorobami a parazity. Ma totiz vyznamné
antibakterialni vlastnosti, které byly prokézany i proti obavané bakterii Paenibacillus larvae
zptisobujici véeli mor. Clovék vyuziva propolis ve farmacii a medicing pii 16¢bé rtiznych
koznich onemocnéni, anémie, rakoviné, k podpoie imunitniho systému a dalSich.
V kosmetice je vyuzivan pro své regeneracni schopnosti v krémech proti starnuti

(Cermakova, 2010; Med, 2010; Ptidal, 2003).

5.3 Materi kaSicka

Matefi kaSicka je vyméSovana hltanovymi zldzami délnic. Je krmnou smési urenou

k vyzivé plodu a matky, kterd obsahuje vSechny potiebné ziviny. Jeji slozeni se lisi podle
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toho, komu je urena. Spoleénym zakladem pro jeji tvorbu je pyl. Jednd se o bilou az
smetanoveé zlutou homogenni smés s lehce nakyslou chuti, ktera je tvotena ze 2/3 vodou.
Zbytek je tvofen prevazné bilkovinami. Dale pak tuky, cukry, mineralnimi latkami,
vitaminy, hormony puriny a aminokyselinami. Své vyuziti nasla v kosmetickém primyslu
jako pfimés riznych krémi, masek a mlék, ve farmacii je vyuZzivana jako psychofarmakum

nebo pii 1écbé dermatdz a dalsich (Cermékové, 2010; Pridal, 2003).

5.4 Vceli jed

Jednd se o bezbarvy sekret jedové zlazy. M4 piijemnou vini, hotkosladkou chut a na
vzduchu rychle krystalizuje ve formé Sedobilych krystalkli. K jeho shromazd’ovani dochazi
v jedovém vacku, odkud je ptes zihadlo vpravovana do nepfitele. Pii vpichu dochazi
k sevieni zihadla ktzi, v disledku ¢ehoz se pfi snaze Zihadlo odtrhnout, vytrhne i cely
zihadlovy aparat a véela posléze zahyne. Uginky véeliho jedu na lidsky organismus nejsou
jednotné. Obecné je pro ¢loveka veeli jed toxicky. PredevSim brani pfenosu nervového
vzruchu. V¢eli jed je vyuzivan v 1ékatstvi ve forme masti pfi lécbe zanétlivych revmatickych
onemocnéni, pii lé¢be zanéth kloubi, svalll nebo §lach, k 1€¢bé chronickych bolesti nebo pii
poruchéch pohybového aparatu. Vyjimku vSak tvofi alergicti pacienti nebo diabetici

(Cermakova, 2010; Pridal, 2003).
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6 VYBRANE METODY MOLEKULARNI BIOLOGIE

6.1 Izolace nukleovych kyselin

Izolace nukleovych kyselin byva vétSinou prvni fazi fady rtiznych metod, pti¢emz kvalita
ziskaného produktu nasledné ovliviiuje UspéSnost navaznych postupti. Cilem je ziskat
v dostatecné Cistot¢ a mnozstvi nukleovou kyselinu v nativnim stavu. Vybér metody izolace

zavisi i na nasledné analyze (Smarda, 2005).

Prvnim krokem byvé lyze bunék, kdy dochazi k uvolnéni vnitiniho obsahu bunék. K tomu
slouzi fada technik, které¢ 1ze jednoduse rozdélit na metody fyzikdlni, pfi nichz jsou bunky
naru$ovany mechanickymi silami, nebo metody chemické, pii nichz je buiika vystavena
chemickym ¢inidlim. Nejcastéji se pro naruseni bunécné stény bakterii pouziva lysozym.
Jedna se o enzym obsazeny ve vajeCném bilku nebo sekretech, jako jsou slzy nebo sliny.
Obvyklé je 1 pouziti detergentu pro odstranéni molekul lipidi z bunéénych membran
(napf. dodecylsulfat sodny — SDS) a chelatacnich ¢inidel, kterd vazou dvojmocné ionty, ¢imz
destabilizuji strukturu bunééného obalu, a navic inhibuji bunééné enzymy, které by mohly

buné&énou DNA degradovat (Brown, 2016; Smarda, 2005).

Kromé& DNA obsahuje vznikly extrakt bakteridlnich buné€k také vyznamné mnoZstvi proteinti
a RNA. Precisténi purifikované nukleové kyseliny lze snadno dosahnout pomoci enzymu.
Pro odstranéni proteinli se vyuzivaji proteindzy. Piikladem miiZze byt proteindza K. Mezi
dalsi vyuzivané metody purifikace patii fenol-chloroformova extrakce. Jedna se o odstranéni
nezadoucich pfimési v podob¢ denaturace proteind a jejich vysrazeni. Centrifugaci pak lze
ziskat fazové rozhrani organické a vodné faze, které jsou oddéleny pravé denaturovanymi
bilkovinami. Vodna faze obsahujici nukleovou kyselinu je leh¢i a tvofi tedy horni podil.
Mezi dal$i metody izolace patii naptiklad srazeni nukleovych kyselin alkoholem nebo
purifikace nukleovych kyselin chromatografii, ktera je vyuZivana v komer¢nich soupravach
pro izolaci DNA, které pouzivaji afinitni membrany misto sloupcovych nosici (Brown,

2016; Smarda, 2005).

6.2 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova tetézova reakce, zkracen¢ PCR, vede k selektivni amplifikaci vybrané
molekuly DNA. Jinak feeno umoznuje reprodukovat fetézec DNA na identické kopie.
K namnoZeni je zapotiebi né€kolika komponentt. Jsou jimi templatova DNA, kterd ma byt

amplifikovana, dale kratké fetézce oligonukleotidil, tzv. primery, které oznaci usek, ktery
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chceme amplifikovat a poskytnou =zéklad pro zahdjeni procesu, termostabilni
DNA-polymerazu, coz je enzym potiebny k amplifikaci DNA fetézce, a nakonec jednotlivé
nukleotidy, které¢ slouzi jako stavebni jednotky pro sestaveni nové syntetizované DNA.

Syntéza novych tsektt DNA probiha ve sméru 5'— 3" (Alcamo, 2001; Smarda, 2005).

Po namichani reakéni smési je provedena PCR pomoci termocykleru, v némz se automaticky
meéni teplota podle naprogramovanych casovych intervali. Postupnym opakovanim
jednotlivych cykli pocet amplifikovanych molekul exponencialné stoupa v zavislosti 2", kde
n je pocet prob¢hlych cykli. Pocet cykla se zpravidla pohybuje mezi 25-35 cykly, sloZzenych

z nasledujicich opakujicich se kroku:

e Denaturace — v tomto kroku dochdzi po dobu 1 minuty k zahiati smésina 95 °C, ¢imz
dojde k naruseni vodikovych vazeb spojujicich dvé vlakna molekuly a vzniku jejich

samostatnych jednotek.

e Pfipojeni primerd (annealing) — vtomto kroku dochdzi ke snizeni teploty v
termocykleru na 50-60 °C po dobu 1 minuty, ¢imz dojde k navazani primerti na

specificka mista molekuly.

e Polymerace (vlastni syntéza) — nasleduje syntéza zplsobena zvysSenim teploty na
cca 72 — 74 °C, coz je optimdlni teplota pro zahajeni aktivity 7aq polymerazy,
enzymu izolovaného z Thermus aquaticus, a nasyntetizovani nového vldkna DNA,

které je komplementarni k templatové molekule.

Nasleduje opétovné zvyseni teploty a zahdjeni procesu denaturace v novém cyklu. Po
ukonceni PCR jsou vzorky obvykle analyzovany pomoci elektroforézy, aby bylo zjiSténo,
zda bylo dosaZeno namnoZeni dostatecného mnoZstvi DNA ¢i zda je cilena sekvence viibec

ptitomna (Alcamo, 2001; Brown, 2016; Jelinek, 2021).

6.3 Elektroforéza

Elektroforéza, je separatni technika, kterd je Casto vyuzivdna pii izolaci a analyze
nukleovych kyselin a bilkovin. VyuZiva separace molekul v elektrickém poli na zékladé
jejich naboje. Molekuly DNA maji zaporné nabitou fosfatovou skupinu, coZ ma za nasledek,
ze se nukleové kyseliny v elektrickém poli pohybuji ke kladné nabité elektrodé — anodé

(Brown, 2016).

Jednim z vhodnych nosici je gel, ktery je vyuzivan v gelové elektroforéze. Tyto gely byvaji

nejcastéji tvofeny polyakrylamidem nebo agarézou. Ty maji schopnost vytvatet strukturu
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polymernich molekul s pory, jejichz velikost je ovlivnéna slozenim roztoku a koncentraci
polymeru. Velikost jednotlivych fragmentli Ize stanovit srovndnim s fragmenty o znamé
velikosti, které nazyvame standardy velikosti. K vizualizaci jednotlivych fragmentl se
vyuzivaji barviva navazujici se na strukturu nukleové kyseliny, tzv. interkalacni barviva.
Detekei pak 1ze provést pod UV svétlem. Prikladem takovych barviv jsou etidiumbromid,
ktery je mutagenem a postupné je nahrazovan barvivy, jako jsou naptiklad fluorescenéni

barviva (Brown, 2016; Smarda, 2005).
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II. PRAKTICKA CAST
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7 CILPRACE

Cilem této bakalaiské prace byla analyza 15 vzorka medt, ziskanych od soukromych

vcelait, ptipadné z obchodni sité. Cile prace byly stanoveny nésledovné:

e testovat medy na moznou ptitomnost Clostridium botulinum pouzitim molekuldrnich

metod,

e kultivaéni stanoveni ptitomnosti mikroorganismii v testovanych medech a jejich

naslednd identifikace metodou MALDI-TOF.
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8 METODIKA A MATRIAL

8.1 Testované druhy medu

Prakticka ¢ast byla zaméfena na testovani 15 vzorkii smiSenych medu. Prevazné se jednalo
o medy pochazejici od soukromych véelait z Ceské republiky. Tti vzorky, které pochazely
ze zahraniéi, konkrétné z Mad’arska, Recka a Chorvatska, byly zakoupeny v obchodni siti v

CR (Obrazek 3).

Tabulka 1 Testované druhy medu a jejich ptivod

Cislo vzorku | Lokalita | Cislo vzorku | Lokalita Cislo vzorku Lokalita
1 Vickova 6 Vickova 11 Havitov
2 Ludkovice 7 Mad’arsko 12 Havitov
3 Ludkovice 8 Prosté&jov 13 Havitov
4 Bystﬁ(’:e pod 9 Zeranovice 14 Lukov
Hostynem
s [Pymeerod 10| chorvatsko| 13 ook

Obrazek 3 Geografické zobrazeni piivodu testovanych vzorkd medu (vytvofeno pomoci
detske.napady.net a ucebnicemapy.cz)



https://detske.napady.net/rubriky/homepage/slepa-mapa-evropy
https://www.google.com/url?sa=i&url=https%3A%2F%2Fwww.ucebnicemapy.cz%2Fblog%2Fslepa-mapa-ke-stazeni.-20.html&psig=AOvVaw0JFhQE1KEJGuNmn8J7b2g0&ust=1652794465980000&source=images&cd=vfe&ved=2ahUKEwiJ3MKpkeT3AhVOCewKHS-6B9MQr4kDegUIARC_AQ
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8.2 1Izolace DNA

8.2.1 Pristroje a pomucky
e Analytické vahy (KERN)
e Vortex-Genie®?2 (Mo Bio Laboratories)
e Mechanicka tiepacka PSU-101 (Biosan)
e Termostat BT 120 (TME)
e Centrifuga Z 300 K (HERMLE)
e Centrifuga MiniSpin plus (Eppendorf)

e Mikropipety, sterilni Spicky, laboratorni sklo — kadinky, odmérné vélce,
centrifugacni zkumavky (50 ml), mikrozkumavky (2 a 1,5 ml), 1zi¢ka, stojan na

zkumavky, kahan.
¢ DNeasy® mericon® Food Kit (QIAGEN)
e Etanol (70%) (LachNer)
e Sterilni destilovana voda

e Chloroform (Sigma)

8.2.2 Postup

Pro izolaci DNA byla vyuzita nejoptimalnéj$i metoda, vychazejici z diplomové prace
Ing. Veroniky Pavlové (Pavlova, 2020). V prvnim kroku byl steriln€¢ navazen vzorek 10 g
medu do centrifugacni zkumavky o objemu 50 ml, jejiz obsah byl doplnén sterilni
destilovanou vodou na 45 ml. Vznikla suspenze byla inkubovéana na tfepacce pii 65 °C po
dobu 30 minut. Poté byly vzorky schlazeny na laboratorni teplotu a centrifugovany 30 minut
pii 4500 rpm. Vznikly supernatant byl opatrné odlit a zbyly sediment byl dale zpracovan
pomoci komercniho kitu pro potraviny - DNeasy® mericon® Food Kit (QIAGEN)
(DNeasy® mericon® Food Kit, 2014).

K sedimentu byl do zkumavky pfidan 1 ml lyza¢niho pufru a 2,5 ul proteinazy K. Takto
pfipravena smes byla opet umisténa do termostatu na tfepacku, tentokrat pii 60 °C po dobu
30 minut. Nasledné byly vzorky zchlazeny na pokojovou teplotu a posléze centrifugovany

pfi 2500 rpm po dobu 5 minut. Vznikly supernatant byl opatrné pfeveden do Cisté 2ml
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zkumavky, do které¢ bylo posléze ptiddno 500 pl chloroformu. Smés byla kratce tfepana na
vortexu a dale centrifugovéana pii 14 000 rpm po dobu 15 minut. Vznikld vodna faze, o
presné znamém odméireném mnozstvi, byla opatrné prevedena do Cisté 2ml zkumavky, k niz
byl pfiddn v poméru 1:1 PB pufr. Smés byla kratce promichdna na vortexu a jeji Cast
pipetovana do kolonky s kiemicitou membranou. Nésledovala centrifugace pii 13 000 rpm
po dobu 1 minuty. Prefiltrovany roztok byl vylit a stejny postup byl proveden se zbytkem
smési. DNA zistala zachycena na kolonce. Proto tedy byla kolonka pfenesena do Cisté 2ml
zkumavky, do které bylo piidano 500 pl pufru AW». Nasledovala opét centrifugace pfii
13000 rpm po dobu 2 minut. Pfefiltrovany roztok byl vylit a prazdnd kolonka
centrifugovana jesté jednou, aby doslo k dokonalému odstranéni pufru AW». Nakonec byla
kolonka ptfevedena do Cisté 2ml zkumavky, ptevrstvena 50 pl elu¢niho roztoku pufru EB a
centrifugovéna pti 13 000 rpm po dobu 1 minuty, pfi¢emz doslo k uvolnéni DNA do daného

pufru.

8.3 Stanoveni koncentrace DNA

8.3.1 Pristroje, pomiicky, chemikalie

e Multifunkéni modularni reader Infinite® M200 PRO s destickou NanoQuant Plate™
(TECAN)

e Mikropipety, sterilni Spicky,

e Etanol (70%), EB pufr z komercni sady DNeasy® mericon® Food Kit (QIAGEN)

8.3.2 Postup

Uspé&snost izolace DNA byla ovéfena spektrofotometricky proméfenim absorbance pii
vlnovych délkach 260 nm a 280 nm na pfistroji TECAN. Na desti¢ku, vyc¢iSténou ethanolem,
byly nejprve napipetovany 2 pl eluéniho roztoku pufru, ktery byl pouzit pii izolaci DNA, a
provedena kalibrace pfistroje - BLANK. Nasledn¢ byly na desticku, kterd byla opét

vyciSténa pomoci etanolu, naneseny 2 pl vzorku s izolovanou DNA a prométena absorbance.
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8.4 Polymerazova retézova reakce

8.4.1

Pristroje, pomucky, chemikalie
AURA PCR (BIOAIR INSTRUMENTSY)

Termocykler pro PCR Aeris™ (ESCO)

e Vortex V-1 plus (Biosan)

e Mikropipety, sterilni Spic¢ky, sterilni mikrozkumavky (1,5 ml), sterilni

mikrozkumavky v stripech s vicky (0,2 ml), stojan

e Sterilni voda pro PCR

o Go Tag® G2 Hot Start Green Master Mix (Promega) 5x ziedény

e Primery (Viz Tabulka 2) (East-Port)

e DNA izolovana postupem popsanym v kapitole 8.2.2

Tabulka 2 Primery pouzité pti PCR

Velikost
Primery Sekvence (5'— 3) PCR Publikace
produktu
Af GCTACGGAGGCAGCTATGTT .
782bp  |(Poormontaseri, 2014)
Ar CGTATTTGGAAAGCTGAAAAGG
Bf CAGGAGAAGTGGAGCGAAAA i
205bp |(Poormontaseri, 2014)
Br CTTGCGCCTTTGTTTTCTTG
Er CCAAGATTTTCATCCGCCTA .
389 bp |(Poormontaseri, 2014)
Ef GCTATTGATCCAAAACGGTG
I0OAr | GGGCCTAGAGGTAGCGTARTAL" _
=1 101 bp (Wojtacka, 2017)
I0A; |TCTTYATTTCCAGAAGCATATTTT
CBMLBs| CAGGAGAAGTGGAGCGAAAA .
205 bp (Wojtacka, 2017)
CBMLB: CTTGCGCCTTTGTTTTCTTG
CBMLE; CCAAGATTTTCATCCGCCTA .
389 bp (Wojtacka, 2017)
CBMLE:| GCTATTGATCCAAAACGGTGA
CBMLF; CGGCTTCATTAGAGAACGGA .
543 bp (Wojtacka, 2017)
CBMLF,; TAACTCCCCTAGCCCCGTAT

*R=AneboG; **Y=Cnebo T
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8.4.2 Postup

Dal8im krokem bylo vlastni provedeni PCR metody pro namnozeni usekit DNA ziskanych
z izolace popsané v kapitole 8.2.2. Prvnim tkolem byla pfiprava reakcni smési ve sterilnim
PCR boxu, ktery byl ptedem vysterilizovan UV svétlem po dobu 20 minut. Pro kazdy vzorek
bylo ptipraveno 20 pl reakéni PCR smési, kterd obsahovala izolovanou DNA, sterilni vodu
pro PCR, MasterMix a pftislusné dvojice primer uvedenych vyse v tabulce 2. Pro kazdy
vzorek bylo pouzito sedm rtiznych dvojic primert. To znamena, ze pro kazdy vzorek bylo
pripraveno sedm reak¢nich smeési, lisSicich se obsahem pouzitych primert. Mnozstvi
jednotlivych komponent PCR smési jsou uvedena v tabulce 3. Ta byla pfepocitana na pocet
vzorki, navySenych o kontrolu a rezervu, a z vyslednych mnozstvi pak pfipravena smés
vSech komponent mimo DNA. Kazd4 vznikla smés obsahovala jinou dvojici primerti. Smés
byla ditkkladné¢ promichdna na vortexu a posléze rozpipetovana po 19 pl do sterilnich
mikrozkumavek spojenych do stripii po 8. Do jednotlivych mikrozkumavek byly nasledné
pridany vzorky DNA o objemu 1 pl, ¢imz jsme ziskali kompletni PCR smés pro jednu
dvojici primerid. Jedna zkumavka obsahovala pouze 19 pl smési bez DNA, slouzici jako
kontrola. VSechny vzorky byly dikladn€ promichény na vortexu a vlozeny do termocykleru.

Stejnym postupem bylo provedeno smichani komponent i se zbylymi primery.

Tabulka 3 Obecné slozeni reakéni smési jednoho vzorku

SloZeni reakéni smési Objem slozky obsaZené v jenom vzorku [pl]
Go Taq® G2 Hot Start Green Master Mix 10
Sterilni voda pro PCR 7
Forward primer 1
Reverse primer 1
DNA 1
Celkovy objem 20

Po navoleni reak¢éniho programu uvedeného v tabulce 4 byl termocykler spustén. Po
ukonceni PCR byl vzorek uchovan pii 4 °C do nasledného vyhodnoceni pomoci gelové

elektroforézy.
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Tabulka 4 Zvoleny prabéh PCR

Teplota

Reak¢ni krok Cas [min] Pocet cykli
[°C]
Pocate¢ni denaturace (Hot Start)| 95 5
Denaturace 95 0,5
Pfipojeni primera 55 0,5 35

Syntéza fetézce DNA 72 2
Zavéretna extenze 72 10
Uchovani 4 00

8.5 Elektroforéza

8.5.1

8.5.2

Pristroje pomiicky a chemikalie

Véhy KB d=0,01 g (KERN)

Mikrovinna trouba (ELEKTROLUX)

Elektroforetickd vana vcetn¢ prislusenstvi (OWL)

Elektricky zdroj MAJOR SCIENCE MP-300

UV-Transiluminator InGenius (SYNGENE)

Odmérny vélec, Erlenmeyerova baiika, 1Zi¢ka, rukavice, mikropipety, sterilni Spicky

Agardza SeaKem (LONZA)

Elektroforeticky pufr TAE 1x koncentrovany (Sigma)

Fluorescenc¢ni barvivo Gel Nucleic Acid Stain (Biotium)

DNA Ladder 100 bp Plus, pegGOLD (ThermoFisher)

DNA ziskana postupem popsanym v kapitole 8.4.2

Postup

Prvnim ukolem byla pfiprava pfesné¢ znamého mnozstvi 1,5% agar6zového gelu. Do

Erlenmeyerovy baiky bylo odvdzeno vypocitané mnozstvi agardzy, ke kterému bylo

pfidano pfislusné mnozstvi 1x koncentrovaného TAE pufru. Vznikld smés byla zahtivana

v mikrovinné troubé do uplného rozpusténi agarézy. Po mirném zchlazeni, béhem kterého

byla sestavena aparatura s hfebinkem, bylo ke gelu ptfidano fluorescencni barvivo Gel

Nucleic Acid Stain v mnoZstvi 1 kapka na 50 ml gelu. Gel byl opatrné vlit do sestavené
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aparatury tak, aby nevznikly bubliny. Po zatuhnuti byl Setrné odstranén hiebinek a gel byl
vlozen do elektroforetické vany naplnéné 1x koncentrovanym TAE pufrem. Do jamek
vzniklych po vyjmuti hebinku bylo pipetovano 5 pl DNA produktu a pro srovnani 5 pl
srovnavaciho markeru DNA Ladder 100 bp Plus. Elektroforetickd vana byla nésledné
pfipojena k elektrickému zdroji, ktery byl nastaven na 90 V. Po probéhnuti separace do
2/3 gelu (Obrazek 4), byla elektroforéza zastavena a gel byl vlozen do transiluminatoru pod
UV svétlo a pomoci fotodokumenta¢niho systému GeneSnap byl zaznamenan vysledek

elektroforetické separace.

Obrazek 4 Sledovani pribéhu elektroforézy (archiv autorky)

8.6 Kultivacni stanoveni plotnovou metodou

8.6.1 Pristroje pomiicky a chemikalie
e Vihy d=0,01 g (KERN)
e Autokldv H+P Varioklav135S (H+P LABORTECHNIK AG)
e Bio Il Advance Biohazard Box (TELSTAR)
e Stomacher Lab Blander 400 (SEWARD)
e (CO> Water Jacket Blander 400 (SEWARD)

e Termostat INE 600 (MEMMERT)
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e Vodni ldzen (MEMMERT)

e Odmérny valec, reagencni lahve, mikropipety, sterilni Spicky, Petriho misky, 1zicka,
kadinka, sterilni sacky do homogenizatoru, zkumavky, stojan, kahan, hokejky,

rukavice
e PCA — Plate Count Agar (HIMEDIA)
e CHYGA — Chloramphenicol Yeast Glucose Agar (HIMEDIA)
e RCA — Reinforced Clostridial Agar (HIMEDIA)
e Sterilni destilovana voda
e Sterilni fyziologicky roztok

e Ethanol (70%) (LachNer)

8.6.2 Priprava kultiva¢nich pid

Do distych reagencnich lahvi byly pfipraveny navazky praSkovych smési podle navodu
vyrobce uvedeného na obalu. Navazky byly nasledné rozpusStény v ptislusSném mnozstvi
destilované vody a poté sterilizovany v autokldvu pii 121 °C po dobu 15 minut. Po
vychladnuti byly ptipravené piidy za aseptickych podminek rozlity do Petritho misek. Po

zatuhnuti byly pfichystany k samotnému kultiva¢nimu stanoveni.

8.6.3 Postup

Pro kultivacni stanoveni byla za aseptickych podminek provedena navazka 5 g medu do
sterilniho sacku. K té byl pfidan devitindsobek fyziologického roztoku a obsah sacku byl
zhomogenizovéan s pouzitim stomacheru. Cast vzniklého fedéni 107" byla napipetovana do
sterilni zkumavky a ta byla posléze vloZzena do vodni 14zné¢ vyhiaté na 80 °C po dobu
10 minut, z divodu aktivace spor. Spolecné, se zbylou Casti, pak bylo jednotlivé na ptislusné
misky pipetovano 100 pl inokula, které bylo pomoci vyzihané hokejky opatrné rozetieno po
povrchu agaru. Po zaschnuti byly misky kultivovany podle tabulky 5 dnem vzhlru. Po
uplynuti doby kultivace byl pozorovén nariist jednotlivych kolonii, které byly déle spocitany,

vyhodnoceny a identifikovany.
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Tabulka 5 Kultiva¢ni podminky stanoveni jednotlivych skupin mikroorganismu

Kultivaéni pida Stanoveni skupiny mikroorganismii | Podminky Kkultivace
celkovy pocet mikroorganismii (CPM) 30 CI?(? d(ilgbu 2
PCA T
pocet anaerobnich sporulujicich bakterii anacrobné pfi 30. C
po dobu 72 hodin
pocet kvasinek a mikroskopickych 25 °C po dobu 5 az
CHYGA vidknitych hub 7 dn
RCA pocet Clostridium spp. a dalSich anaerobn¢ pii 30 °C
anaerobnich bakterii po dobu 72 hodin

8.7 MALDI TOF

8.7.1 Pristroje pomiicky a chemikalie
e Bio Il Advance Biohazard Box (TELSTAR)
e PCA — Plate Count Agar (HIMEDIA)

e Sterilni o¢kovaci kli¢ky, rukavice

8.7.2 Postup

Z ptedchoziho postupu popsaného v kapitole 8.6.3 byly izolovany jednotlivé kolonie, které
byly nasledné identifikovany metodou hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF (Matrix
Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight), konkrétné MALDI Biotyper System
k proméfeni ptfitomnych proteind, které jsou nasledné porovnéany s referenc¢ni knihovnou

(MALDI Biotyper®, 2021).

Kolonie byly z jednotlivych misek izolovany a pfeockovany na PCA pomoci kiiZového
rozté€ru za ucelem ziskani €isté kultury a naristu jednotlivych kolonii. Separované kolonie
pak byly podrobeny identifikaci metodou MALDI-TOF. MALDI-TOF analyza byla
provedena ve spolupraci s Ing. Marikou Lhotskou v laboratofi mikrobiologie ve Vase

laboratofe s.r.o.
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9 VYSLEDKY A DISKUZE

9.1 Izolace DNA ze vzorku a stanoveni jeji koncentrace

Prvnim dilezitym krokem pro zjisténi ptitomnosti Clostridium botulinum v testovanych
vzorcich medu, byla izolace DNA s naslednym stanovenim jeji koncentrace. Méieni
koncentrace bylo provedeno na pfistroji TECAN proméfenim absorbanci pii vinovych

délkach 260 a 280 nm (Tabulka 6).

Tabulka 6 Vysledky stanoveni koncentrace DNA

Absorbance pf¥i vinovych
. oy x Koncentrace
Cislo vzorku délkach Pomér
260 nm 280 nm e

1 0,0584 0,0271 58,4 2,157
2 0,0368 0,0197 36,8 1,87
3 0,0349 0,0209 34,9 1,677
4 0,0127 0,0079 12,7 1,61
5 0,0257 0,0139 25,7 1,85
6 0,0092 0,0049 9,2 1,88
7 0,0036 0,0020 3,6 1,80
8 0,0128 0,0070 12,8 1,83
9 0,0546 0,0287 54,6 1,90°
10 0,0100 0,0058 10,0 1,72
11 0,0352 0,0189 35,2 1,86
12 0,0147 0,0078 14,7 1,88
13 0,0645 0,0349 64,5 1,85
14 0,0096 0,0053 9,6 1,81
15 0,0053 0,0031 53 1,71

"DNA zneéisténa RNA; ™" DNA znegisténa proteiny

Z tabulky je mozné vyc€ist hodnoty zméfenych absorbanci pii jednotlivych vinovych
délkach. Na zakladé téchto hodnot existuje vztah, jehoz vysledkem je Ciselné vyjadieni
odpovidajici Cistoté izolované DNA z daného vzorku. Tento vztah je dan pomérem
absorbanci pti 260 a 280 nm, jehoz idedlni hodnota je rovna 1,8. V ptipadé¢, Ze je tato hodnota
vyss$i nez 1,9, ukazuje to na ptipad, kdy je DNA zneciSténa RNA. Naopak v ptipad¢, kdy je

hodnota niz8i nez 1,7, ukazuje to na DNA zneciSt€nou proteiny. Na zakladé zmétenych
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koncentraci je viditelné, ze izolace DNA pouzitim komer¢niho kitu pro potraviny -
DNeasy® mericon® Food Kit (QIAGEN), byla provedena uspé$né, se ziskem DNA o
dostate¢né koncentraci a Cistoté. Mirné znecisténé byly pouze 4 vzorky. Na zakladé toho

byly vyizolované DNA podrobeny dalsi analyze.

9.2 PCR s elektroforetickym ovérenim

Dalsim krokem bylo zmnozeni useku DNA, specifického pro Clostridium botulinum,
vyuzitim PCR metody, pii niz byly zvoleny konkrétni dvojice primerd, navazujici se na
specifické misto ve struktufe DNA téchto bakterii. Po probéhnuti PCR byly vysledné
produkty analyzovany metodou gelové elektroforézy, pti¢emz byly spole¢né se srovnavacim
markerem (DNA Ladder 100 bp Plus) naneseny na agardzovy gel, separovany a

vizualizovany pod UV zéfenim.

Primery A (Af, Ar)

£

Marker 1 15 kontrola Marker

Primery B (Bf, Br)

" .

Marker 12 13 14 15 kontrola Marker

Primery C (Cf, Cr)

Marker 15 kontrola Marker

Primery I0A (10Ay, I0A;)

Marker 15 kontrola Marker

Obrazek 5 Vysledky priubéhu elektroforézy 1 (ziskdno pomoci GeneSnap)
Jednotlivé drahy oznacuji ¢isla vzorkd medd.
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Primery CBMLB (CBMLBy, CBMLB;)

Marker 14 Marker

Primery CBMLE (CBMLEy, CBMLE;)

Marker

Obrazek 6 Vysledky prubéhu elektroforézy 2 (ziskdno pomoci GeneSnap)
Jednotlivé drahy oznacuji ¢isla vzorkd medi.

Primery CBMLB (CBMLB+, CBMLB) Primery CBMLE (CBMLE, CBMLE )

-
- -

Marker kontrola

kontrola

Obrazek 7 Vysledky pribéhu elektroforézy 2 pokracovani (ziskano pomoci GeneSnap)
Vzorek medu €. 15 a kontrolni vzorek.
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Primery CBMLF (CBMLFy, CBMLF,)

=

11 12 13 14 15 kontrola Marker

Obrazek 8 Vysledky prubéhu elektroforézy 3 (ziskdno pomoci GeneSnap)
Jednotlivé drahy oznacuji ¢isla vzorkd medu.

Z vysledki elektroforézy (Obrazek 5-8) vyplyva, ze v PCR smési byla sice DNA pfitomna
v dostatené koncentraci tak, aby se projevila pod UV svétlem, ale nejednd se o vysledny
PCR produkt, ktery by odpovidal DNA Clostridium botulinum. Ptislusné fragmenty byly
porovnany s DNA markerem o znamé velikosti. Jejich velikost neodpovida velikosti PCR
produktu, ktery by byl v pfipad¢ pfitomnosti DNA této bakterie a pouzitim jednotlivych
specifickych primerti ziskan. Tyto velikosti byly uvedeny vySe (Tabulka 2). Velikost
fragmentu je podle pribéhu elektroforézy mala a jedna se tedy o kratké tiseky DNA, mezi
nimiz se nachazeji 1 nezreagované primery. Z tohoto vysledku lze tedy dojit k zavéru, Ze
v z&dném z 15 vzorkidl medu nebyla potvrzena ptitomnost bakterie Clostridium botulinum.
Tento zavér byl ovéfen kultivacni metodou s néslednou identifikaci pomoci hmotnostni

spektrometrické metody MALDI-TOF.

9.3 Kultiva¢ni stanoveni

Kultivaénim stanovenim byl pozorovan narGst mikroorganismli vyskytujicich se v
analyzovanych vzorcich medl. Toto stanoveni vypovidalo o pfitomnosti kultivovatelnych
specifickych skupin mikroorganismu v ptislusnych vzorcich. Diky tomu bylo mozZné zjistit
pfitomné indikatorové skupiny mikroorganismu (jako CFU/g medu; Tabulka 7). V Zadném
z testovanych vzorkli nebyl detekovan narist Clostridium spp., plisni ani kvasinek.

Ptitomnost kvasinek by mohla naznacovat, Ze se v medu nachéazi vyssi obsah vody.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

43

Tabulka 7 Identifikované mikroorganismy

CFU
Cislo vzorku . . . .| Pocet anaerobnich sporulujicich
Celkovy pocet mikroorganismu
mikroorganismui

1. ND* <10 CFU/g**
2. <10 CFU/g <10 CFU/g

3. <10 CFU/g <10 CFU/g

4. ND <10 CFU/g

5. ND <10 CFU/g

6. ND ND

7. <10 CFU/g <10 CFU/g

8. <10 CFU/g <10 CFU/g

9. <10 CFU/g <10 CFU/g
10. ND ND

11. <10 CFU/g <10 CFU/g
12. ND ND

13. <10 CFU/g ND

14. <10 CFU/g <10 CFU/g
15. <10 CFU/g <10 CFU/g

*ND = nedetekovan narlst na Zadné ze 3 paralelnich plotnach

** nartst 1 kolonie zjistén na 1 nebo 2 plotnach

9.4 Identifikace mikroorganismii

Poslednim ukolem byla identifikace mikroorganismi. Z piislusnych pad byly po

kultiva¢nim stanoveni izolovany jednotlivé kolonie, které byly pomoci kfizového roztéru

pfeneseny na PCA. Celkem se jednalo o 40 kolonii. Ty byly nésledn¢ identifikovany

metodou hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF ve spolupraci s Ing. Marikou Lhotskou v

laboratoii mikrobiologie ve Vase laboratoie s.r.0o. Analyzované proteiny pritomné v bunice

byly porovnany s referenéni knihovnou, podle které byl dany mikroorganismus

identifikovan (Tabulka 8).
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Tabulka 8 Identifikované mikroorganismy

Cislo vzorku Izolat Identifikovany MO Skore

1S Bacillus pumilus 1,81

: IR1 Bacillus pumilus 1,83
5 2pP2 Bacillus subtilis 1,98
2R Bacillus pumilus 1,80

3pP2 Bacillus pumilus 2,00

4 4R Bacillus licheniformis 2,01
SR Alkalihalobacillus clausii 1,70

. 7P Escherichia coli 2,01
7R2 Escherichia coli 2,05

. P2 Bacillus Z;ﬁjﬁg:fzz)(Priestia 1.82
8S Bacillus pumilus 1,89

9 9P Bacillus pumilus 1,87
" 11P2 Bacillus cereus 2,22
I11R Bacillus licheniformis 2,15

14P1 Bacillus altitudinis 1,72

14 14P3 Bacillus pumilus 1,97
14P4 Bacillus altitudinis 1,71

15 15P1 Bacillus pumilus 1,77

Identifikaci mikroorganismil odpovida skére v rozmezi 0 (minimum) az 3 (maximum), které
charakterizuje spolehlivost dané identifikace. Identifikované mikroorganismy tvoii pfevazné
sporulujici bakterie rodu Bacillus, které se do medu mohly dostat primarni kontaminaci, a to
tak, ze byly do ulu zaneseny samotnymi véelami. Jedna se totiz pievazné o bakterie, které se
bézné vyskytuji v pude, vzduchu, prachu nebo gastrointestinalnim traktu (Grabowski, 2015;
Snowdon, 1996). Jedinou identifikovanou bakterii, ktera se do vzorku medu musela dostat
pozdéji, je Escherichia coli, zachycena ve vzorku medu €. 7, kterd v prostfedi medu dlouho
neptrezivéa (Frank, 2010). Velkou ¢ast bakterii se viibec nepodafilo identifikovat. To mohlo
byt zpisobeno nizkou koncentraci daného mikroorganismu nebo nepiitomnosti spektra
v referen¢ni knihovné, které by bylo pro pfislusSny mikroorganismus charakteristické. Ani
touto metodou nebyla bakterie Clostridium botulinum identifikovdna, ¢imZ byl potvrzen

vysledek, vyplyvajici z molekuldrnich metod.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 45

9.5 Souhrnna diskuze

V medu lze pozorovat mikroorganismy, které jsou schopny odoldvat vysoké koncentraci
sacharidii, a tim 1 niz§i hodnoté vodni aktivity, kyselému prostfedi a jeho antimikrobnim
ucinkiim. Jejich vyskyt ale miize zna¢né¢ ovlivnit kvalitu medu a jeho zdravotni nezadvadnost

(Snowdon, 1996; Vorlova, 2002).

Mikrofloru medu tvoii mikroorganismy, které se do medu mohou dostat z plastt, pylu,
kvalitu medu je v§ak samotny zdravotni stav kazdé jednotlivé vcely, ktera med sklizi, prenasi
a upravuje, ¢imz vznikd nejpravdépodobnéjsi cesta prenosu mikroorganismi do medu

(Grabowski, 2015; Kacaniova, 2009).

Jednim z nejvétSich rizik alimentarniho onemocnéni spojeného s konzumaci medu u malych
déti do jednoho roku je konzumace medu, kterd u jinych osob zpravidla nezplsobuje
zdravotni komplikace. Jedna se o kojenecky botulismus, zptisobeny bakterii Clostridium

botulinum. (Spackova, 2017).

Vysledky této bakalatské prace byly porovnany se zavéry dalSich praci. Prvni z nich je
diplomova prace Ing. Veroniky Pavlové (Pavlova, 2020), ktera se zabyva sledovanim
diverzity mikrofléry medua. Tato prace byla navic inspiraci k provedeni praktické ¢asti mé
préace a bylo z ni vychazeno pii metodice izolace DNA ze vzorki medu. Lokality, ze kterych
byly vzorky medu ziskéany, jsou polohou velmi blizké. Dalo by se tedy ocekavat, ze vysledky
budou podobné. Stejné tomu tak bylo v pfipadé vyskytu sporulujici bakterie Clostridium
botulinum, ktera nebyla detekovana v zadném ze 70 testovanych vzorkt v diplomové praci
Pavlové (Pavlova, 2020). V diplomové praci Pavlové byly mikroorganismy dale
charakterizovany metodou DGGE s néaslednou sekvenaci, kterou se povedlo identifikovat
33 druhti vegetativnich forem bakterii. V porovnani s kultivaéni metodou se jedna bezesporu
o citlivéjsi metodu. Neodhalila vSak vyskyt sporulujicich bakterii rodu Bacillus (ptipadné
novych zastupct vyclenénych z tohoto rodu), které byly ziskany v této préci kultivacné s

naslednou identifikaci izolatd metodou MALDI-TOF.

Vysledky prace byly také srovnany s publikaci (Wojtacka, 2017), ktera byla inspiraci pro
pouziti primert v této bakalaiské praci (viz. kapitola 8.4). VySe zminéna studie se zabyvala
analyzou 50 litevskych medi na pfitomnost Clostridium botulinum s pouzitim
multiplex-PCR. Ta ukazala, Ze touto bakterii bylo kontaminovano 30 vzork. Stejné primery

byly pouzity i v dal§i podobné studii (Wojtacka, 2016), ve které bylo testovdno celkem
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102 vzorkd medu z nichz bylo 22 pozitivné testovano na ptitomnost Clostridium botulinum.

Opét byla pouzita multiplex-PCR s vyuzitim stejnych primera.

I prresto, Ze byly vyuzity stejné primery, jako ve vyse uvedenych studiich, a bylo provedeno
kultivacni stanoveni s néslednou identifikaci vybranych izolovanych mikroorganismt
metodou MALDI-TOF, se v zddném z testovanych vzorkd medt neprokazala ptfitomnost
Clostridium botulinum, coz znamena, ze tyto medy by nemély pro déti do jednoho roku
predstavovat riziko spojené s onemocnénim zvanym kojenecky botulismus. Je tfeba vSak
brat v tvahu, ze vysledky uvedené v této praci nelze zobecnovat na medy ziskané od vcelait

v dané oblasti, respektive v Ceské republice.
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ZAVER
Tato prace se zabyvala mikroflorou 15 vzorkli smésnych medi, ziskanych od soukromych
vcelail, se zaméefenim na vyskyt bakterii Clostridium botulinum a jejich detekci vyuzitim

molekularnich metod. Zavér téchto metod byl ovéten také kultivacné s néslednym vyuzitim

metody MALTI-TOF.

Z4dny z testovanych vzorki medd neobsahoval bakterie Clostridium botulinum, které by
mohly predstavovat ptipadné riziko pro déti do jednoho roku, s projevem alimentarniho
onemocnéni nazyvaného kojenecky botulismus. Po spé$né izolaci DNA z jednotlivych
vzorkli medu, ktera byla ovétena zmétenim piislusnych koncentraci, bylo provedenim PCR
s naslednym elektroforetickym vyhodnocenim zjisténo, Ze se v Zddném vzorku nenachézi
DNA, ktera by patfila této bakterii, produkujici nebezpecny toxin. Tento zavér byl ovéfen
také metodou MALDI-TOF, ktera navazovala na pfedchozi kultiva¢ni stanoveni. Ani ta v§ak
neukazala na pfitomnost této bakterie. Byly identifikovany jiné sporulujici bakterie rodu
Bacillus, které se do medu dostaly pravdépodobn€ primarni kontaminaci, zplsobenou
samotnymi v¢elami. Jedna se o zastupce vyskytujici se prevazné€ v piidé, na kterou mohly

vcely dosednout. Prevazné se jedna o Bacillus pumilus.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

bp base pairs (part bazi)
CPM celkovy pocet mikroorganismt
DNA deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)

CHYGA Chloramphenicol Yeast Glucose Agar

MALDI-TOF Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight

MO mikroorganismus

PCA Plate Count Agar

PCR Polymerase Chain Reaction (polymerazova fetézova reakce)
pH power of hydrogen

RCA Reinforced Clostridial Agar

RNA ribonucleic acid (ribonukleova kyselina)

SDS sodium dodecyl sulfate (dodecylsulfat sodny)

TAE tris-acetat-EDTA

Uuv ultraviolet (ultrafialové)
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