VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA
USTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGIi

FACULTY OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY

|IZOLACE DNA A IDENTIFIKACE NEPATOGENNICH DRUHU
KLOSTRIDIi IZOLOVANYCH ZE SYRU

DIPLOMOVA PRACE
MASTER'S THESIS

AUTOR PRACE Bc. ZBYNEK SEDLACEK
AUTHOR

BRNO 2012



VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA
USTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGII

FACULTY OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY

IZOLACE DNA A IDENTIFIKACE NEPATOGENNICH
DRUHU KLOSTRIDIi IZOLOVANYCH ZE SYRU

DNA ISOLATION AND IDENTIFICATION OF NONPATHOGENIC SPECIES OF CLOSTRIDIA
ISOLATED FROM CHEESES

DIPLOMOVA PRACE
MASTER'S THESIS

AUTOR PRACE Bc. ZBYNEK SEDLACEK

AUTHOR

VEDOUCI PRACE doc. Ing. BOHUSLAV RITTICH, CSc.
SUPERVISOR

BRNO 2012



Vysoké uceni technické v Brné
Fakulta chemicka
Purkynova 464/118, 61200 Brno 12

Zadani diplomove prace

Cislo diplomové préace: FCH-DIP0603/2011 Akademicky rok: 2011/2012
Ustav: Ustav chemie potravin a biotechnologii

Student(ka): Bc. Zbynék Sedlacek

Studijni program: Chemie a technologie potravin (N2901)

Studijni obor: Potravinarska chemie a biotechnologie (2901T010)

Vedouci prace doc. Ing. Bohuslav Rittich, CSc.

Konzultanti: doc. RNDr. Alena Spanové, CSc.

Nazev diplomové préce:
Izolace DNA a identifikace nepatogennich druh( klostridii izolovanych ze syr(

Zadani diplomové prace:

1. Vypracuijte literarni pfehled k dané problematice
2. Popiste pouzité experimentalni metody

3. Zpracuijte ziskané experimentalni vysledky

4. Vyhodnotte ziskané vysledky formou diskuse

Termin odevzdani diplomoveé prace: 11.5.2012

Diplomova prace se odevzdava ve tfech exemplafich na sekretariat Ustavu a v elektronické formé
vedoucimu diplomové prace. Toto zadani je pfilohou diplomové prace.

Bc. Zbynék Sedlacek doc. Ing. Bohuslav Rittich, CSc. doc. Ing. Jifina Omelkové, CSc.
Student(ka) Vedouci prace Reditel Gstavu
V Brné, dne 15.1.2012 prof. Ing. Jaromir Havlica, DrSc.

Dékan fakulty



ABSTRAKT

V potravinaistvi jsou pozadovany rychlé a piesné metody identifikace bakterii pii
mikrobiologickém testovani produktii. Molekuldrné diagnostické metody jsou zalozené na
izolaci DNA z bakterialnich bung¢k, ktera je amplifikovana v polymerazové tetézové reakci
(PCR). Vysledkem je fragment DNA o specifické velikosti, charakteristicky pro rod nebo
druh bakterie. Cilem prace bylo izolovat bakteridlni DNA v kvalité¢ vhodné pro pouziti v PCR.
DNA byla izolovana z 8 kmenu bakterii rodu Clostridium. Byl optimalizovan postup lyze
bun¢k s cilem nalézt optimalni koncentraci EDTA a proteindzy K v lyzaénim pufru. DNA
byla izolovéana fenolovou extrakci a pomoci magnetickych castic. Pro izolaci DNA pomoci
fenolové extrakce byly zjistény jako nejvhodnéjsi koncentrace pro lyzi bunék 10 mM EDTA a
10 ul proteinazy K (100 pg/ml). Pro izolaci DNA pomoci magnetickych ¢astic byly zjiStény
jako nejvhodnéjsi koncentrace pro lyzi bunék 10 MM EDTA a 15ul proteinazy K
(100 pg/ml). Izolovana DNA byla detegovana gelovou elektroforézou, kvantifikovana
spektrofotometricky a testovana v PCR. Jednotlivé druhy byly rozliSeny pomoci denatura¢ni
gradientové gelové elektroforézy (DGGE).

KLICOVA SLOVA Clostridium butyricum, Clostridium tyrobutyricum, izolace DNA,
PCR, DGGE

ABSTRACT

In the food industry speedy and accurate methods are requested for identification of
bacteria in microbiological testing of products. Molecular diagnostic methods are based on
isolation of DNA from bacterial cells which is amplified in polymerase chain reaction (PCR).
The result is a DNA fragment of a specific size, characteristic for the genus or species of
bacteria. The aim of the work was to isolate PCR-ready DNA. DNA has been isolated from 8
strains of genus Clostridium. The procedure of cell lysis was optimized in order to find the
optimal concentration of EDTA and proteinase K in the lysing buffer. DNA was isolated by
phenol extraction and using magnetic microspheres. Concentrations 10 mM of EDTA and
10 pl of the proteinase K (100 pg/ml) were the most suitable for the cell lysis to isolate DNA
by phenol extraction. For the isolation of DNA by magnetic microspheres concentrations
10 mM of EDTA and 15 ul of the proteinase K (100 pg/ml) were the best for cell lysis. The
isolated DNA was checked using a gel electrophoresis, quantificated by a spectrophotometry
and tested in a PCR. Particular species were distinguished in a denaturing gradient gel
electrophoresis (DGGE).

KEY WORDS Clostridium butyricum, Clostridium tyrobutyricum, DNA isolation, PCR,
DGGE



SEDLACEK, Z. Izolace DNA « identifikace nepatogennich druhii klostridii izolovanych ze
syrii. Brno: Vysoké uceni technické v Brn¢, Fakulta chemicka, 2012. 60 s. Vedouci
diplomové prace doc. Ing. Bohuslav Rittich, CSc.

PROHLASENI

Prohlasuji, ze jsem diplomovou praci vypracoval samostatné a Ze vSechny pouzité literarni
zdroje jsem spravné a Gplné citoval. Diplomova prace je z hlediska obsahu majetkem Fakulty
chemické VUT v Brné a muize byt vyuZita ke komer¢nim uceliim jen se souhlasem vedouciho
diplomové prace a dékana FCH VUT.

Podpis studenta

PODEKOVANI

Rad bych upfimné pod¢koval vedoucimu diplomové prace doc. Ing. Bohuslavu Rittichovi,
CSc. a pani doc. RNDr. Alené Spanové, CSc. za ochotu, pozitivni ptistup, odborné vedeni a
cenn¢ rady. Dale dékuji Ing. Barbofe GreguSové a Mgr. Kristyné Turkové za jejich cas,
vstficnost a uzitecné rady b&hem praktické ¢asti v laboratotfi. Podékovani patii mé rodiné za
podporu pii studiu.

Prace byla podporovana grantem 2B08070 Ministerstva $kolstvi, télovychovy a mladeze CR.



OBSAH

L TIVOO et 7
2. TEOTELICKA CAS.....viiiiiiiiiiiii e 8
2.1.  Vyznam bakterii vV pOtraVINATSIVI.......cccveiiiiiiieiiiie e 8
2.2.  Zastupci rodu Clostridium vyznamni v potravinaiském pramyslu.........ccccceevinennen. 8
2.3, DUTENT SYIT...eiiiiiiieiiiee it 8
2.4, RO CIOSIITIUM ... 9
241, TaXONOMIE....iiiiiiiiiiiiiieei ettt 10
2.4.2.  VYSKYE i 10
243, MEtaDOIISMUS ...t 10
2.5.  Vyuziti klostridii v primyslu, energetice a pii vyuZiti odpadl........c.cccovevvernennene 11
2.5.1.  Druhy produkujici VOAIK .........cccoiiiiiiiiiiiiiiciic e 12
2.5.2. SMESNE KUITUTY ... 12
2.5.3. HYAIOGENAZY .....veviiiieiieiete et 13
2.6. Izolace DNA a identifikace bunk ..........ccccoeiiiiiiiiiiiic e 13
2.6.1. LyZE DUNCK ... 14
2.6.2. Izolace DNA pomoci fenoloveé eXtrakCe ........oovvvviiiiiiiiii i 14
2.6.3.  Izolace DNA s vyuzitim magnetickych CAStiC .........cccvvviiiieiiiniiiiiiie, 15
2.6.3.1. Magnetické polymerni ¢astice PAHEMA-CO-GMA) .......ccccoovvvvniiiiniinnnn, 15
2.6.4.  Polymerdzova fet€ZOVA 1€aKCE ........ccveiiriiiiieiiiie e 16
2.6.5. INNIDITONY PCR ... 17
2.6.6.  Denaturacni gradientova gelova elektroforéza (DGGE)..........cccooevviiiiiennnn. 17

3 CHLPIACE ettt ettt et e e ne e 19
4. EXperimentalng CAST .......oooiviiiiieiiiieee et 20
A1, MALETIAL ...t 20
4.1.1. Bakterialni Kultura...........coooiiiiiiii e 20
412, ChemMiKAIE ....ooviiiiiiiiiie e 20
4.1.3. Roztoky pro izolaci a purifikaCi DNA ... 21
4.1.4. Roztoky pro gelovou elektroforézu..........covvviiiiiiiiiiiiii 22
4.1.5. Komponenty Pro PCR .........ooiiiiiieee e 22
4.1.6. ROZEOKY PrO DGGE ......ccvvciicieciecese sttt 22
4.1.7. Kultivadnd MeEdIUM .....cooiiiiiiii e 23
418, PTISITOJC veiuviiiiiiiiciieee e 23
B.2. IMBEOAY ..ot bbbttt 24
4.2.1. KUltivace DUNEK. .......c.ooiiiiiiiii e 24
4.2.2. Meéieni absorbance bUNCK............coouiiiiiiiiiiii e 24
4.2.3. Izolace bakterialnd DINA........ccooiuiiiiiiii e 25
4.2.3.1. Lyze bakteridlnich bunk ...........cccooovoiiiiii e 25
4.2.3.2. Fenolova extrakce DNA ..o 25
4.2.3.3. STAZENT DNA ..o 25
4.2.4. Izolace DNA za vyuziti magnetickych nosicli..........ccooevviiiiiiiiniiicie 25
4.2.5. Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a €istoty DNA ..........cccoceiiienns 26
4.2.6. Gelova elektroforéza DINA........c.oooiiiiiiiie e 26
4.2.7. Polymerazova fet€Zova 1€aKCe .......uvvviiiiiiiii e 26
4.2.7.1. Slozeni smEsi Pro PCR.......ccociviiiiiiiiiic s 26



4.2.7.2. PIIMEIY bbb 27

4.2.7.3. AmPlIfiIKaCni PrOGram ......cocvviiiiiiiiiie i 28
4.2.8.  Denaturacni gradientova gelova elektroforéza (DGGE)........ccccovviiiciiiicnnnn, 28

ST VA ) T | QPO PR UPRPPR 30
5.1.  Kultivace bakterii rodu ClOSTIAIUM........ccooiiiiiiiiiiiiiece e, 30
5.2.  Vliv koncentrace EDTA v lyza¢nim roztoku na kvalitu a mnozstvi DNA............... 30
5.2.1.  Kultivace bunc¢k a meteni optické hustoty ..........ccooeviiiiiiiiiiiiiiicec, 30
5.2.2. Izolace DNA metodou fenoloveé eXtrakCe ........ccooovviieeriiieiieiiienie e 31
5.2.3.  Grafické vyhodnoceni vlivu EDTA v lyza¢nim pufru na izolaci mnozstvi DNA
metodou fenolové extrakce u 8 kment klostridii .........coceevviiiiiiiiiienine 33

5.2.3.1. Shrnuti - vliv mnozstvi EDTA v lyza¢nim pufru na kvalitu a mnozstvi
izolované DNA metodou fenoloveé extrakce .........ccovveiiiiieeniciieennene, 35

5.24. Izolace DNA pomoci magnetickych nosicl..........oocvvrveniiiiienieiiec e 35
5.2.5.  Grafické vyhodnoceni vlivu EDTA v lyza¢nim pufru na izolaci DNA pomoci
magnetickych nosicli u 8 kmentl KIostridii ........cccoveviiiiiiiiiiiiiiecee 37

5.2.5.1. Shrnuti - vliv mnoZstvi EDTA v lyza¢nim pufru na kvalitu a mnozZstvi
izolované DNA pomoci magnetickych CAStiC ........ccoveviviiiiiiiiiiciicien 39

5.3.  Vliv mnozstvi proteinazy K v lyzaénim roztoku na kvalitu a mnoZstvi izolované
DN A et bbb bbbt 39
5.3.1. Kultivace bun€k a METFENT AgQOnm «eveeeeeererrrrerrrrrermreieieieesrseeesrersesiersrserrereeee. 39
5.3.2.  Izolace DNA metodou fenoloveé extrakce ..........ccvveriiiiiiieiiniiiiciecc e, 39
5.3.3.  Grafické vyhodnoceni vlivu mnoZstvi proteinazy K na izolaci DNA z rliznych
Kkmentl KIOSTIIAIT .....veeeiiieeic e 42

5.3.3.1. Shrnuti - vliv mnozstvi proteindzy K v lyzaénim pufru na kvalitu a
mnoZzstvi izolované DNA metodou fenolové extrakce...........cocvvvvviieninnnnnnne 44

5.3.4. Izolace DNA pomoci magnetickych nOSICU.......cviververiiirierieiseieeeseeeeee, 44
5.3.5.  Grafické vyhodnoceni vlivu mnozstvi proteindzy K v lyza¢nim pufru na izolaci
DNA pomoci magnetickych nosicti u 8 kmeni klostridif .........coevvrcviiinnnine 46

5.35.1 Shrnuti - vliv mnozstvi EDTA v lyza¢nim pufru na kvalitu a mnozstvi
izolované DNA pomoci magnetickych CAStiC ..........oeviiiiiiiiiiiiiiiin, 48

5.4.  PCR s univerzalnimi primery pro doménu Bacteria...........ccocevvvrinininniiiniennn, 48
5.5.  Rodové specificka PCR pro rod ClOStridium..........cccccoviiriiiiiiiniiieneeese e 49
5.6. PCR s primery pro denatura¢ni gradientovou elektroforézu............cccoccevvvrnnennne. 50
5.7.  Denaturacni gradientova elektroforéza ...........c.coceoiiiiiiiiiiiiii, 51
B. DUSKUZE ... s 53
6.1.  Kultivace bakterii rodu ClOSTIAIUM.........coooviiiiiiiiiiiic e, 53

6.2.  Vliv koncentrace EDTA v lyza¢nim roztoku na kvalitu a mnozstvi izolované DNA53
6.3.  Vliv mnoZstvi proteinazy K v lyza¢nim roztoku na kvalitu a koncentraci izolované

DN A et b E Rttt bbbt et 54
6.4. PCR s primery specifickymi pro doménu Bacteria a rod Clostridium..................... 55
6.5.  PCR pro denaturacni gelovou elektroforézu ...........ccoovvveiiiiiniieniiiiiicieec e, 55
6.6.  Denaturacni gradientova elektroforéza ...........cccoooiiiiiiiiiiii, 55
T ZZAVET c.i ittt bbb h bbb bRt bbb bbbt 56
8. LITEIAtUIA ... 57
0. PIIIONY 1.t s 60



1. UVOD

Bakterie jsou nepostradatelnou soucasti ptirody a vyskytuji se vSude kolem nas. Mnoho
druhti bakterii je obsazeno v potravinach, kde jim zakladni slozky potravin poskytuji zdroj
energie pro rust a rozmnozovani. Nekteré bakterie v potravindch maji prospésnou funkcei a
podili se na senzorickych vlastnostech a trvanlivosti potraviny. Téchto vlastnosti se vyuziva
pfi vyrobé. V opacném piipadé za urcitych podminek bakterie rozklddaji matrici potravin a
jsou indikatory hnilobnych procest vedoucich k tplnému rozkladu potravin. Pfi rozkladnych
procesech dochédzi ke vzniku nezddoucich metabolitli, ale i1 toxinti, které mohou mit
vyznamny vliv na lidské zdravi.

Moderni molekularné diagnostické metody pouzivaji pro stanoveni bakterii jejich DNA.
Principem je izolace molekuly DNA z bakterii pfitomnych v potraviné a jeji nasledna analyza.
Nejbeéznéji pouzivanou metodou zalozenou na amplifikaci bakterialni DNA je polymerazova
fetézova reakce (PCR). Pomoci uvedené metody lze rychle a velmi ptesné identifikovat
bakterie v potravinové matrici.

S rozvojem biotechnologii dochazi k hledani technologicky zajimavych druht bakterii,
pouzitelnych na vyrobu nejriznéjSich produkti. Pii vyrobé syrii polotvrdého typu (emental,
gouda, eidam, madeland) byl sledovan vznik vady nazyvané pozdni dufeni syrd. Z téchto
vadnych syrii byly izolovany bakterie schopné vysoké produkce plynt, jejichz hlavni slozkou
je vodik a oxid uhli¢ity. Ke vzniku vady dochdzi pti nedodrzeni spravnych technologickych
postupi. Vadu zpusobuji bakterie rodu Clostridium, ptedev§im druh C. tyrobutyricum.
Pomoci molekularné diagnostickych metod lze identifikovat i dalsi druhy C. butyricum,
C. sporogenes, C. pasteurianum, C. tetanomorphum atd. Tyto bakterie schopné rozkladu
velkého mnozstvi substratl a produkce vodiku jsou z primyslového hlediska velmi zajimavé.
Produkuji mnoho vyuzitelnych metabolitl. Jedna se predevsim o kyselinu méselnou, aceton a
butanol.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Vyznam bakterii v potravinaistvi

Bakterie se komeréné pouzivaji v potravinaiském pramyslu piedevsim z dtvodu tvorby
chuti, viin¢ a ke konzervaci potravin V procesech zrani. Mnoh¢ produkty metabolismu bakterii
patii mezi senzoricky aktivni latky, které jsou nepostradatelné pro chut’ a aroma urcitych typa
potravin. Bakterie se v potravinach vyskytuji jak na povrchu, tak i rozptylené v textuie
potravin, vytvaieji smé€sné kultury vzajemné napomahajici Klepsi adaptaci na wvnéjsi
podminky prostiedi.

Metabolity jsou ziskavany v procesu nazyvaném fermentace. Fermentace se rozlisuji podle
typu produktt, ptitomnosti kysliku, typu akceptorti, donori elektronu a dalSich faktort.

Dulezitou podminkou uvedenych procest je zajisténi takovych technologickych postupii,
které brani Vv rozvoji kontaminujici mikroflory. Kontaminujici mikrofléra mé za nasledek
vznik neptiznivych metaboliti a ovliviiuje nezadoucim zptisobem kvalitu potravin. Z hlediska

vvvvvv

kvalitou®.

2.2. Zastupci rodu Clostridium vyznamni v potravinaiském pramyslu

V potravinaistvi patéi rod Clostridium mezi vyznamné rody a indikatory nedostate¢ného
oSetfeni potravin. Tvoii odolné spory, které piezivaji napiiklad pti pasteraci mléka, a mohou
tak zptsobovat vady v mléénych vyrobcich. Jedna se ptedev§im o druh Clostridium
tyrobutyricum. Ne¢které druhy jsou psychrofilni a schopné rast pii teplotach -1 °C.
Z potravinafského hlediska nepfipustna je tvorba toxint, které jsou produkovany patogennimi
druhy Clostridium botulinum a Clostridium perfringens. Tyto toxiny jsou bilkovinné povahy a
jejich vznik je pfic¢inou Spatné tepelné upravy potravin. Botulotoxin produkovany Clostridium
botulinum patii vibec k nejuc¢innéj$im znamym toxinim a je nazyvan klobasovy jed, 1 mg
toxinu dokaze usmrtit az 16 000 lidi. Nejvetsi nebezpeci piedstavuji syrova jidla anebo tepla
jidla, ktera byla opakované ohfivana®.

Zdravotni nezdvadnost a jakost potravin a krmiv je hlavnim cilem hygieny potravin, a
proto se pii vyrobé krmiv a potravin musi nastavovat podminky zabranujici rozmnozeni
nezadoucich mikroorganism, jako je rod Clostridium.

2.3. Dufeni syru

Syr je mlécny vyrobek vyrobeny vysraZzenim mléénych bilkovin z mléka za plsobeni
syfidla nebo jinych vhodnych koagula¢nich €inidel, prokysanim a oddélenim syrovatky. Syry
délime na pfirodni a tavené syry, podle obsahu tuku v susin€, konzistence (mekké a tvrdé
syry), syry zrajici a nezrajici, s plisni na povrchu atd.

Kvalita syrt je ovliviiovana celou fadou faktorti. Mezi hlavni faktory patii jakost vstupni
suroviny mléka, dale dodrzeni technologickych podminek vyroby, spravné prokysani, soleni,
zrani, skladovéni, kontaminace vyrobnich prostor a mnoho dalSich aspektt.

Nékteré druhy bakterii zptisobuji tzv. dufeni syru (Obrazek 1). Dufeni je vada zptisobena
kontaminaci syru plynotvornymi bakteriemi’. Dufeni syri lze rozdélit na dasné a pozdni.
Casné dufeni syrGi zptisobuji aerobnimi bakterie Enterobacter a Escherichia. Fermentuji
laktosu za vzniku kyseliny mlé¢né, oxidu uhli¢itého a vodiku. Jedna se o koliformni bakterie
pusobici jako indikatory kontaminace technologickych zafizeni a naradi. Pfi¢inou pozdniho



dufeni syrd jsou anaerobni bakterie rodu Clostridium?®. Tyto bakterie tvori odolné spory, které
Casto prezivaji pasteracni techniky a kontaminuji mlécné vyrobky. Pfitomnost téchto spor
Vv surovém mléce je Casto dusledkem pouziti nekvalitnich a nedostatecné opracovanych krmiv
obsahujicich tyto spory. Bakterie rodu Clostridium zptsobuji pozdni dufeni tvrdych a
polotvrdych syra tim, ze fermentuji kyselinu mlé¢nou na kyselinu maselnou, vodik a oxid
uhlicity. Nepiijemny pach zplisobeny kyselinou mlécnou a husté drobné dirky piechazejici
postupem ¢asu k velkym dirdm jsou typickym znakem vady'. Clostridium tyrobutyricum patii
mezi nejvyznamngéjsi druh kontaminujici syry v souvislosti s vadou pozdniho dufeni. U syra
postizenych touto vadou S vy$sim mnozstvi kyseliny maselné byla vzdy identifikovana DNA
tohoto druhu®,

Syry postizené vadou lze vyuzit pii vyrobé tavenych syrii, nesmi vSak piekrocit 15 %
obsahu ve smési pro taveni. Vyssi obsah v tavici smési by mél za nasledek dufeni tavenych
syra®. Jako prevence vzniku vady se oblas pouZiva jako konzervacni &inidlo bakteriocin
nizin. Konzervaéni ucinky maji také bakterie rodu Lactobacillus, které jsou soucasti
mléénych virobku®.

Obrizek 1 Pozdni dureni syrii’

2.4. Rod Clostridium

Rod Clostridium patii mezi obligatné anaerobni rody bakterii. Nékteré druhy jsou vsSak
aerotolerantni a mohou se rozmnoZovat pii nizké koncentraci kysliku v prostfedi. Optimalni
teplota rustu bunck je 20 — 40 °C pii pH 4 — 7. Buniky jsou grampozitivni a maji ty€inkovity
tvar. Charakteristickou vlastnosti rodu je tvorba spor, které jsou obvykle vétsi nez matetska
bunika a velmi odolné proti fyzikalnim a chemickym ciniteldm. Umisténi spory v buiice je
jednou z identifika¢nich vlastnosti bun&k sledovanych pod mikroskopem® (Obrazek 2).

Obrdzek 2 Bakterie rodu Clostridium®



Klostridia velmi dobfe rozkladaji sacharidy a proteiny za anerobnich podminek.
Sacharolytické a proteolytické vlastnosti se uplatiiuji pifi utilizaci nejraznéjSich druht
substratii, jednoduchych sacharidt, hexos, pentos, oligosacharidl a polysacharidii. Glukoza je
béznym zdrojem uhliku pro butyrat nebo butanol produkovany klostridiemi. Laktoza ze
syrovatky, sachar6za zmelasy, Skrobu, brambor, pSeni¢né mouky nebo celuldzy
(C. sacharolyticum) a dextrézy jsou také dobie vyuzitelné. Rozklad bilkovin neboli
proteolyza je doprovazena vznikem nepiijemnych zapachajicich produktti, naptiklad pfi
rozkladu masa (C. sporogenes). Jiné druhy klostridii hraji dulezitou roli pti kolobéhu dusiku
v piirod&. Fixuji dusik ze vzduchu pomoci enzymu nitrogenaza (C. pasteurianum)®.

2.4.1. Taxonomie

Zarazeni klostridii podle taxonomie:

Doména: Bacteria
Kmen: Firmicute
T¥ida: Clostridia
Rad: Clostridiales
Celed: Clostridiaceae
Rod: Clostridium

2.4.2. Vyskyt

Bakterie rodu Clostridium se vyskytuji pfevazné na mistech s omezenym pfistupem
kysliku, jako je ptida, vodni sedimenty, bahno, vykaly, odpadni vody, ale i v zazivacim ustroji
zivocichd. Do potravin a zivociSnych produktt se spory dostavaji z pﬁdys. Silaze pouzivané
na vyrobu krmiv je vhodné stabilizovat bakteriemi mlécného kvaSeni produkujici kyselinu
mlécnou, ktera ma baktericidni u¢inky. Takto stabilizovana silaz potlacuje rlist sporotvornych
druhii bakterii, jejichz spory by mohly pfechdzet do ZivociSnych produkti a indikovat
nezadouci zmény?.

2.4.3. Metabolismus

Bakterie rodu Clostridium jsou charakteristické tvorbou vodiku fermentaci sacharida
pomoci dvou odlisnych typ metabolismu v zavislosti na vnéjSich podminkéch. Prvnim typem
je acidogeneze, ktera vede k produkci organickych kyselin acetatu a butyratu. Druhym typem
metabolismu je solvatogeneze generujici rozpoustédla aceton a ethanol’. Vychozi dréhou pro
produkci metaboliti je glykolyza jejimz hlavnim produktem je pyruvat (Obrazek 3).

Pyruvat vychazejici z glykolyzy je oxida¢né dekarboxylovan za pfitomnosti koenzymu A.
Reakci katalyzuje oxidoreduktdza obsahujici ferrodoxin jako kofaktor. Pfitomnost
ferrodoxinu ma za nasledek vznik plynného vodiku diky nizkému redoxnimu potencidlu
kofaktoru. Kondenzaci dvou acetylkoenzymi a sérii redukci, dekarboxylaci a dalSimi
reakcemi vznikaji metabolity jako: 2-hydroxybutyrat, aceton, propanol, butanol a kyselina
maselna. Produkci metabolitii 1ze ovlivnit pH prostfedi. Pfi tvorbé kyseliny méselné dochazi
k poklesu pH vmédiu a to ma za nasledek tvorbu rozpoustédel butanolu a acetonu.
Neutralizace média uhli¢itanem vapenatym vede K posileni produkce kyseliny méaselné”.
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Obrizek 3 Metabolismus bakterii rodu Clostridium®

2.5. Vyuziti klostridii v primyslu, energetice a p¥i vyuziti odpadi

O vodiku se uz dlouhou dobu mluvi jako o alternativnim zdroji energie. Jako zdroj energie
ma vysokou perspektivu do budoucna, protoze pii jeho spalovani vznika vodni para. Mnoho
studii se zabyva produkci vodiku, jednotlivé postupy se li§i naptiklad typem substratu,
podminkami reakce, mechanismy reakci, vytézky reakci atd. Hleda se optimalni produkéni
druh schopny zajistit vysokou efektivitu procesu. Bakterie rodu Clostridium izolované
z vadnych syrt produkuji vodik bez piistupu svétla a vzduchu v procesu nazyvaném tmava
fermentace®. Schopnost bakterii rodu Clostridium utilizovat sacharolytické substraty, ale
I potravinafské odpady, odpadni kaly a lignocelul6zové materialy je velmi 7adouci'. V tachto
procesech bakterie dosahuji vyznamnych vytézka vodiku na mol substratu.

Mezi velmi diskutované substraty pro produkci vodiku patii syrovatka. Syrovatka je
odpadni produkt, ktery vznikd v mlékarenském primyslu pii vyrobé€ syrii. Po sraZzeni mléka a
vzniku cerstvého syru dochazi k dezintegraci suroviny, pfi které je syr zbaven piebytecné
vody. Tento produkt se nazyva syrovatka a obsahuje disacharid laktosu sloZzenou z glukézy a
galaktdzy. Obsahuje také mlécné proteiny a tuk. V soucasnosti je syrovatka minimalné
zpracovana a piedstavuje problém. Jako odpadni voda obsahuje vysoké mnozstvi organickych
latek. Dtive se vyvazela na pole, kde byla rozstfikovana, aby obohatila pidu. Kvuli nizké
hodnoté pH syrovatky vsak tento zptsob neni pro pudu vhodny. Celosvétové vyprodukuje
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mlékarensky primysl 10° tun syrovatky za rok. Jeji vyuZiti pro vyrobu vodiku by vyznamng
ulehcilo nakladani s timto odpadnim produktemg.

Za Ucelem zefektivnéni fermentace jsou sestavovdna konsorcia bunck, ktera umoziuji
utilizaci nejraznéjSich substrati. V takto konstruovanych bunécnych reaktorech je potieba
udrzovat stabilni prostiedi, sledovat proces fermentace a provadét kontrolni identifika¢ni
metody bunék. Optimalizace produkce za vyuziti odpadnich surovin by v budoucnu méla byt
hlavnim smyslem dalSich studii.

V priamyslu se ov§em nékteré druhy rodu Clostridium pouzivaji pro kvasnou vyrobu jejich
metabolitl. Kyselina maselnd nachazi uplatnéni v potravinaiském a napojovém pramyslu.
Cista kyselina maselna se pouziva v mlékaistvi. Jeji estery slouzi jako potravinaiska aditiva
pro zvyraznéni chut€é a aroma. Ddéle se uplatiuje Vv chemickém, farmaceutickém a
kosmetickém primyslu. Jeji derivaty hraji vyznamnou roli v primyslu plasti®, Organicka
rozpoustédla butanol a aceton maji nejriiznéj$i vyuziti pfi organickych syntézach nebo jako
slozky Ccisticich prostfedkii. Klostridia jsou také soucasti aktivniho kalu pfi anaerobnich
procesech ¢isténi odpadnich vod v Cistirnach.

Enzymy izolované z bakterii rodu Clostridium nachazi uplatnéni pti hydrolyze proteini a
sacharidii v potravinafstvi'’. Ekologicky vyznam maji enzymy, které degraduji nejriizngjsi
pesticidy a xenobiotika. Toxiny klostridii se pouzivaji v medicinskych aplikacich na vyrobu
vakein'?,

2.5.1. Druhy produkujici vodik

Produkci vodiku bakteriemi rodu Clostridium se zabyva tada studii a védeckych praci,
v primyslovém méfitku vSak zatim uplatnéni nenachazi. Klostridie jsou charakteristické
zvlastni formou metabolismu, pomoci kterého jsou schopny produkovat vodik. Redukovany
ferodoxin ptendsi elektrony na enzym hydrogenazu, ktera pouziva protony (H") jako findlni
akceptory elektronti vedouci k tvorbé vodiku’. Nizky redoxni potencial umozituje provedeni
reakce. Hodnota redoxniho potencidlu pro rast bakterii rodu Clostridium se pohybuje kolem
—300 mV?% Tvorba vodiku nastavd prfi generaci mastnych kyselin (acidogenezi) b&hem
exponencialni faze rastu bun€k. Bakterie rodu Clostridium pouZivaji 2 zpusoby tvorby,
maselné nebo octové kvaseni. Mezi nejznaméjsi producenty vodiku patii kmen Clostridium
butyricum dosahujici vyssich vytézku vodiku v porovnani s ostatnimi druhy a kmeny pfi
pouziti gluk6ézy a sachardzy jako substratu®, Vyznamnym producentem detegovanym
v mlénych vyrobcich je Clostridium tyrobutiricum. Klostridie obsahuji Sirokou S$kalu
enzymi a jsou schopné hydrolyzovat mnoho substratli za tvorby vodiku. Patii sem druhy
Clostridium acetobutyricum, C. beijerinckii, C. thermolacticum, C.thermocellum,
C. sacharoperbutylacetonicum, C. paraputrificum®®.

Pro patogenni druhy Clostridium botulinum a Clostridium perfirgens neni tvorba vodiku
charakteristicka, jelikoz hodnoty jejich redoxnich potenciali jsou vyssi a mohou dosahovat
hodnot kolem +30 mV, coZ je nepiiznivé pro pribsh reakce?.

2.5.2. Smésné kultury

Pro produkcei vodiku se v posledni dobé zacinaji uplatiiovat fermentace, kterych se ucastni
vice druhlt mikroorganismii. Tento zpisob lze nazvat hybridnim systémem. Smeés
mikroorganisml poskytuje fadu vyhod a zvySuje efektivitu procesu. Odpadni substraty jsou
vétsinou slozité matrice a pii pouziti vice druht mikroorganismi dochazi k jejich rychlejSimu
vyuziti. Vice druhd bunck o vhodném enzymovém vybaveni je schopno zcela rozkladat
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komplexni substraty. Naptiklad jeden druh $tépi laktozu na glukézu a galaktéozu a druhy
fermentuje glukozu az na vodik, nebo jeden z druht produkuje metabolit, ktery podporuje rust
a aktivitu dalSich druhii bunék. V reaktorech je potfebné zajistit piesné definované slozeni
bunék a zabranit kontaminaci z vnéjSiho prostfedi. Pfi¢inou problému muze byt i pierustani
jednéch bun¢k na tkor druhych. Proto je nutné sledovat sloZzeni bun¢k v reaktoru a provadét
pravidelné odbéry a identifikace bundk’.

2.5.3. Hydrogenazy

Klicovym enzymem katylyzujicim tvorbu vodiku z protont, nebo oxidaci protonli je
hydrogenaza. Reakce
H, <> 2H" +2¢” (1)
je reversibilni a je pfimo zavisld na redoxnim potencidlu komponent, které reaguji
s hydrogenazami. Studium hydrogenaz je dulezité pro porozuméni mechanismu produkce
vodiku, kontrolnich bunéénych mechanismi a kone¢nému zvySeni produkce vodiku.
Hydrogenazy byly poprvé popsany v roce 1931 Stephensonem a Sticklandem. V dnesni dobé
jsou znamy riizné druhy hydrogenéz, které se ucastni tvorby a spotteby vodiku™. Podle atomi
kovl obsazenych v aktivnich mistech enzymi se hydrogenazy rozdéluji do 3 skupin na: (Fe)
hydrogenazy, (FeFe) hydrogenazy a (NiFe) hydrogenazy’. (NiFe) hydrogenazy jsou
nejrozséahlejsi skupinou hydrogenaz. (FeFe) hydrogenazy jsou soucéasti metabolismu bakterii
rodu Clostridium a katalyzuji fermentace bez piistupu svétla, které jsou charakteristické pro

rod Clostridium. Spole¢né s enzymem oxidureduktazou se ucastni reakci za vzniku vodiku
NADH-Fd oxidoredukiza

NADH+H" +2Fd* — NAD" +2Fd" +2H" (2)
(FeFe) Hydrogenaa
2Fd*" +2H" —  2Fd* +H, (3)

Aktivita enzymu je ovlivnéna vnéj§imi podminkami, jako jsou pH, teplota, koncentrace
soli, rychlost ristu bun¢k a parcialni tlak vodiku. Nastavenim vhodnych podminek reakce pro
hydrogendzy miZzeme ovlivnit vytézky vodiku. ZvySeni vytézkd vodiku je mozné docilit
genetickymi manipulacemi. Byl sledovan gen zodpovédny za expresi hydrogenazy, ktera
vychytava vznikajici vodik a vyznamné tak snizuje vytézek reakce. Tento gen byl nahrazen
genem zodpovédnym za expresi hydrogenazy, ktera produkuje vodik ve zvySeném mnoZstvi.
Nahrazenim genu jinym genem bylo docileno vyssich vyt&zki vodiku'®,

2.6. lzolace DNA a identifikace bunék

Pro spravnou identifikaci buné€k je dilezitym krokem izolace bun¢k. Nejcastéji se upravuji
podminky ristu pro studovany druh, ktery je zvyhodnén naptiklad zménou pH, teplotou,
pfidavkem rastovych faktorti, antibiotik atd. Pfipravuji se i tzv. selektivni pidy. DalSimi
zpusoby izolace jsou makroskopicky kontrolovatelné metody. Mezi tyto metody patii
naptiklad izolace ¢arkovanim nebo konveéné€ pouzivany kiizovy roztér (viz Obrazek 4). Podle
morfologickych znaki (vzhled kolonii) poté uréujeme &istotu bun&ené kultury™.
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Mezi hojné vyuzivané metody patii barveni podle Grama, které nam umoznuje rozlisit
mezi G* a G~ bakteriemi®.

Moderni metody identifikace mikroorganismi jsou zalozeny na izolaci a identifikaci DNA.
Rozvoj molekularné diagnostickych metod nastal objevem PCR v roce 1983. Tyto metody
jsou Casové nenaro¢né, presné a vysoce citlivé. Zavedeni téchto metod umoziuje spolehlivou
identifikaci a charakterizaci bakteridlnich druhti pouzivanych v potravinéch16.

2.6.1. Lyze bunék

Prvnim krokem pfi izolaci DNA je lyze bakteridlnich bunék. Bakteridlni buiiky obsahuji
pevnou bunécnou sténu slozenou z vrstvy peptidoglykanti, ktera se vyskytuje u vSech druha
bakterii. Ve wvnitinim prostoru bunky jsou uloZeny chromosomy obsahujici DNA
stabilizovanou pomoci proteini®. Pro izolaci DNA z bungk je potiebné bundtnou sténu
rozru$it a pfitomnou DNA extrahovat. Pro naruseni peptidoglykanovych vrstev se pouzivaji
detergenty, které denaturuji proteiny bunécéné stény, nebo antibakteridlni enzym lysozym
degradujici bunécnou sténu a usnadiujici extrakci DNA. Pro optimalni prubéh reakce je
dilezité zajistit vhodné reakcni prostiedi pomoci pufrti. Pufry obvykle obsahuji EDTA
(ethylendiamintetraoctovou kyselinu) a Tris-HCI. EDTA slouzi jako chelata¢ni ¢inidlo pro
vychytavani iontl kovl. Jednd se pfedev§im o vapenaté ionty, které jsou kofaktory nukledz
Stépicich izolovanou DNA. Tyto nukledzy jsou soucasti vétSiny bakterii. Tris-HCI
(hydroxymethyl)aminomethan je pouzivan jako pufr, ktery napomahd udrZovat stabilni
hladinu pH. V dalsim kroku je do pufru pfidavan enzym lysozym, ktery naruSuje bunéénou
sténu bakterii. Po naruSeni bunétné stény bakterii je pfidavan detergent dodecylsiran sodny
(SDS) snizujici povrchové napéti, az dojde k prasknuti bunécné stény. Pro zvySeni kvality
izolované DNA se k lyza¢nim roztokim ptfiddva enzym proteindza K, kterd Sté€pi pifitomné
bilkoviny vazané ke struktufe DNA. Dochazi ke vzniku hrubého lyzatu bunék, ktery se
pouziva k izolaci DNAY.

2.6.2. Izolace DNA pomoci fenolové extrakce

Extrakce DNA se provadi ve dvou krocich pomoci organickych rozpoustédel fenolu,
chloroformu a 3-methylbutan-1-olu (isoamylalkoholu). Organicka rozpoustédla se nemisi
s vodnym roztokem bunécéného lyzatu, takze dochazi k ustanoveni rovnovahy a vzniku dvou
fazi. Vodna faze (pufr) obsahuje DNA, organickéd faze obsahuje proteiny a zbytky hrubého
lyzatu bunsk®®, V prvnim kroku je pfidavan fenol. Po oddé€leni fazi je v druhém kroku
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ptidavana smés chloroformu a isoamylalkoholu v poméru 24:1. Isoamylalkohol zvySuje
rozpustnost fenolu v chloroformu a napomaha k odstranéni jeho stop ve vodné fazi. Po
protiepani je roztok centrifugovan pro dokonalé oddé€leni fazi. Na fazovém rozhrani vzniké
bild vrstva srazenych proteinti. Vodnad vrstva obsahujici DNA je odebrana a pro zvyseni

o . 17
Cistoty vysrazena ethanolem™'.

2.6.3. Izolace DNA s vyuzitim magnetickych ¢astic

V soucasné dobé je kladen diraz na rychlost, efektivitu a bezpecnost prace. Tradi¢ni
zpusoby izolace DNA pomoci organickych rozpoustédel vyzaduji ¢as, opatrnost z divodu
prace z nebezpecnymi latkami a také je nelze aplikovat na vzorky obsahujici DNA o nizké
koncentraci. Mezi alternativy konvecnich metod patii separace pomoci magnetickych castic.
Tyto ¢astice obsahuji na svém povrchu funkéni skupiny, pomoci kterych dochazi k interakci
s DNA. Uvnitf ¢astic se nachazi magnetické jadro tvotfené oxidy zeleza umoziujici separaci
v magnetickém poli. Tato metoda kombinuje rychlost, jednoduchost a izolovand DNA je
ziskavana o vysoké &istots™.

Pro spravnou uc¢innost reversibilni imobilizace DNA je zapotfebi vytvofit spravné
podminky. Smés pro izolaci DNA pomoci magnetickych ¢astic je tvofena sterilni vodou,
NaCl, PEG 6000 (polyethylenglykolem), magnetickymi nosi¢i a hrubym lyzatem bunék, ktery
obsahuje DNA. Sterilni voda vytvari reakcni prostiedi. NaCl neutralizuje molekulu DNA a
zvySuje osmoticky tlak prostfedi. PEG 6000 o dostate¢né koncentraci umoznuje sbaleni
izolované DNA piechodem Sroubovice DNA do kondenzované formy kulovitého az
spiralovitého tvaru®®. Dochazi k adsorpci DNA na povrch magnetického nosice a po inkubaci
smési pii laboratorni teploté jsou Castice separovany ze smeési pomoci vnéj$iho magnetického
pole. Po separaci magnetickych castic jsou castice s navazanou DNA promyty ethanolem
z diivodu zvyseni Cistoty izolované DNA. Magnetické Castice jsou znova separovany ve
vnéjsim magnetickém poli a po oddéleni ethanolu je k ¢asticim pfidan TE pufr. V TE pufru
probihé eluce DNA z magnetickych &astic'®.

2.6.3.1. Magnetické polymerni éastice P(HEMA-co-GMA)

Magnetické polymerni mikronosice P(HEMA-co-GMA) - poly(2-hydroxyethyl-
methakrylat-co-glycidyl-methakrylat) nasly uplatnéni pii izolaci DNA zriznych typt
matric”* (Obrazek 5). Hydroxyethylmethakrylat je hydrofilni, biokompatibilni, inertni
0 neutrdlnim ndboji. Magnetické nosi¢e P(HEMA-co-GMA) jsou netoxické, nerozpustné ve
vod¢, mechanicky stabilni s nizkou afinitou na nespecifické adsorpce biologicky aktivnich
latek (proteinti)®. Na povrchu magnetickych &astic jsou hydroxylové skupiny, které jsou malo
reaktivni. Pro zvySeni efektivity izolace DNA jsou hydroxylové skupiny nahrazovany
karboxylovymi funkénimi skupinami pomoci roztoku manganistanu draselného, ktery oxiduje
hydroxylovou funk¢ni skupinu na karboxylovou. Jadro magnetickych castic P(HEMA-co-
GMA) je tvofeno oxidem zeleznato-Zelezitym F630423.
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Obrdzek 5 Magnetické castice P(HEMA-co-GMA)?

2.6.4. Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce je molekularné diagnosticka metoda zalozend na opakované
syntéze urcitého fragmentu DNA. DNA je dlouhd, nerozvétvend, dvoufetézcova molekula
slozend ze 4 podjednotek deoxyribonukleotidi obsahujici baze adenin, cytosin, guanin a
thymin. Nukleotidy jsou spojeny spolu kovalentni fosfodiesterovou vazbou, ktera ptipojuje 5°
uhlik deoxyribozy na 3 uhlik dalsi deoxyribozy®*. Molekula DNA je podrobena denaturaci,
pti které dojde k rozruSeni vazeb organickych bazi v dvoutetézci DNA. K volnym fetézcim
DNA se postupné¢ navazuji komplementarni primery slouzici pro DNA polymerazu, ktera
syntetizuje nové vlakno za pifitomnosti deoxyribonukleotidii v prostedi. Cyklus se n€kolikrat
opakuje, az dojde k nahromadéni specifického fragmentu DNA 0 stejné velikosti parii bazi'®

(Obrazek 6).
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Zakladni kroky v PCR se rozli$uji podle teploty na:
» Denaturace molekuly DNA (94 °C)
» Navazani primert k oddélenym fetézciim (50 — 65 °C)

» Syntéza novych fetézcii DNA pomoci DNA polymerazy (65 — 75 °C)

Nastaveni podminek reakce je rizné a zavisi na ucelu stanoveni. Voli se pocet cyklu, ¢asy
mezi jednotlivymi kroky a teploty jednotlivych procesii. Zpravidla se pocet cykli pohybuje
v rozmezi 25 — 35 cykli. Délka vysledného fragmentu DNA se pohybuje v desitkach az
tisicich part bazi. Detekce je provadéna elektroforézou na agar6zovém nebo
polyakrylamidovém gelu. Dalsi technikou detekce je kvantitativni méfeni mnozstvi produktu
PCR v realném &ase (RT-PCR).

2.6.5. Inhibitory PCR

Polymerazova fetézova reakce je vysoce citlivd metoda a pritomnost necistot mtize ovlivnit
celkovy vysledek. Béhem ptipravy reakce v laboratofi je potieba pracovat sterilné a peclive.
Z n¢kterych typd komplexnich vzorkd nebo zkmend nékterych bakterii obsahujicich
extrabunééné nebo intrabunécné inhibitory PCR je problém izolovat DNA vhodné kvality.
Tyto inhibitory se rozdéluji podle ptivodu na exogenni a endogenni. Endogenni inhibitory se
vyskytuji jako kontaminanty ve smési pro PCR. MulZe se jednat o chemikalie, které se
pouzivaji pii procesu izolace DNA, jako je napft. fenol. V piipadé izolace bakterialni DNA
Z komplexnich smési nebo potravinafskych vyrobku mize byt zdrojem inhibitori n¢ktera ze
slozek v matrici. Napiiklad u mlécnych vyrobkd se jednd o ionty vapniku. Exogenni
inhibitory jsou soucasti vnéjSiho prostiedi a mohou kontaminovat vzorek v disledku
nedostate¢né purifikace DNA. Inhibitory se mohou vyskytovat ptimo v bunkéch a uvoliovat
se bchem izolace DNA. Jednad se o intracelularni inhibitory, mezi které patii nukleazy,
proteinazy a nejriiznéjs$i bunécné proteinyzs.

2.6.6. Denaturacni gradientova gelova elektroforéza (DGGE)

Druhového rozliSeni mikroorganismi lze docilit za pouZiti denaturacni gradientové
elektroforézy, ktera je zaloZend na rozdilné elektroforetické mobilit¢ denaturované DNA
vV 6% polyakrylamidovém gelu (Obrazek 7). Podél gelu je vytvofen linearni gradient
koncentrace denatura¢niho ¢inidla v rozmezi od 30% do 50 % (mocovina, formamid).
Fragmenty DNA vzniklé v PCR migruji polyakrylamidovym gelem =za plisobeni
denatura¢nich ¢inidel. Pevnost dvoutetézcové DNA je dana Cetnosti pard bazi G-C (guanin,
cytosin) v molekule DNA. Nejpevnéjsi fragmenty DNA putuji v gelu do casti s vyssi
koncentraci denatura¢niho ¢inidla a naopak. Kazdy fragment DNA v zavislosti na sloZeni
parti bazi G-C ma identickou teplotu tani. Dulezitou soucésti primerd, které se u€astni PCR
reakce pro DGGE elektroforézu, je GC svorka tvofena nukleotidy (guanin, cytosin), ktera po
denaturaci fragmentd DNA zabraiiuje odpojeni obou vlaken DNA od sebe. Denaturacni
gradientova elektroforéza nachazi uplatnéni pti analyze komplexnich vzorki z potravin nebo
pudy, u kterych lze za pouziti fingerprintového standardu jednoznacné rozlisit jednotlivé
druhy mikroorganismﬁ.27
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Obrazek 7 Denaturacni gelova elektroforéza INGENYphorU



3. CIL PRACE
Cilem prace bylo izolovat DNA v kvalit¢ vhodné pro PCR z 8 vybranych kmenti rodu
Clostridium izolovanych ze syri. Bylo optimalizovano sloZeni roztok pouzivanych pii lyzi
bungk, zejména koncentrace EDTA a proteinazy K. DNA byla izolovana fenolovou extrakci a
pomoci magnetického nosice a pouzita v PCR. Produkty PCR byly separovany denatura¢ni
gradientovou gelovou elektroforézou (DGGE) za ucelem druhové identifikace kment.
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4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1. Material

4.1.1. Bakterialni kultura

V diplomové praci byly pouzity druhy bakterii Clostridium tyrobutyricum a Clostridium
butyricum izolované ze syrd. Jednalo se o kmeny C. butyricum E 16 A, C. butyricum 581,
C. butyricum 89K25B, C. tyrobutyricum S 18/2, C. tyrobutyricum S 5 a C. tyrobutyricum 580.
Tyto bakterie byly dodany spole¢nosti MILCOM Praha (pracovisté Tabor). Jako pozitivni
kontroly byly pouzity kmeny Clostridium tyrobutyricum DSM 2637 a Clostridium
butyricum DSM 10702 (DSMZ - Deutche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen, Braunschweig, SRN).

4.1.2. Chemikalie

Agaréza pro elektroforézu (Top Bio, Praha, CR) p.a

Akrylamid (Serva, Heidelberg, SRN) p.a.

Amonium persulfat (APS) (Sigma, St. Louis, USA) p.a.

Bakteriologicky pepton (Oxoid, Basingstoke, Velka Britanie) p.a.

DNA standard 100 bp (100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1 000, 1 200, 1 500 bp)
(Malamité, Moravské Prusy,CR) p.a.

Disodna stil ethylendiamintetraoctové kyseliny (Penta, Chrudim, CR) p.a.
Dodecylsulfat sodny (SDS) (Sigma, St. Louis, USA) p.a.

Ethanol 96 % (Lachema, Brno, CR) p.a.

Ethidiumbromid (5 mg/ml) (Sigma, St. Louis, USA) p.a.
Ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN) p.a.
Fenol (Lachema, Brno, CR) p.a.

Formamid (Sigma, St. Louis, USA) p.a.

Glukoéza (Lachema, Brno, CR) p.a.

Hydroxid sodny (Lachema, Brno, CR) p.a.

Chloroform (Lachema, Brno, CR) p.a.

Isoamylalkohol (3-methylbutan-1-ol) (Lachema, Brno, CR) p.a.

Kvasni¢ny extrakt (Oxoid, Basingstoke, Velka Britanie) p.a.

Kyselina boritd (Lachema, Brno, CR) p.a.

Kyselina chlorovodikova (Merck, Darmstadt, Némecko) p.a.

Kyselina octova (Lachner, Neratovice, CR)

Lab-Lemco prasek (Oxoid, Basingstoke, Velka Britanie) p.a.

L-cystein (Sigma, St. Louis, USA) p.a.

Lysozym (Reanal, Budapest, Mad’arsko) p.a.

Mocovina (Sigma, St. Louis, USA) p.a.

N,N — methylen bis-acrylamid (Sigma, St. Louis, USA) p.a.

N,N,N,N — tetramethylethylendiamin (Temed) (Ampreso, Solon, USA) p.a.
Octan sodny (Lachema, Brno, CR) p.a.

Parafinovy olej (Fargon, Olomouc, CR) p.a.

PCR agaréza (Top-Bio, Praha, CR) p.a.

Proteinaza K (100 pg/ml) (Sigma, St. Louis, USA) p.a.

RCM 0149 médium (Reinforced Clostridial Medium) (Oxoid, Basingstoke, Velka Britanie)
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Tris-HCI (Serva, Heidelberg, SRN) p.a.
4.1.3. Roztoky pro izolaci a purifikaci DNA

» 1 M Tris-HCI (pH 7,8; 8,0)

121 g Tris-HCI bylo rozpusténo v 800 ml destilované vody, pH roztoku bylo upraveno
pomoci koncentrované HCI na hodnotu 7,8 (8,0). Roztok byl doplnén destilovanou vodou na
objem 1 litr a sterilizovan 20 min pii 121 °C.

» 0,5MEDTA (pH 8,0)
186,1 g EDTA bylo rozpusténo v 800 ml destilované vody, pH bylo upraveno piidanim
NaOH. Roztok byl doplnén destilovanou vodou na 1 litr a sterilizovan 20 min pii 121 °C.

» Lyzaéni roztok A (10 mM Tris-HCI pH 7,8; 5 mM EDTA, pH 8,0)

Roztok A pro koncentraci EDTA 5mM byl pfipraven smichanim 10 ml 1 M Tris-HCI
(pH7,8) s 1 ml 0,5M EDTA (pH 8,0) a doplnén destilovanou vodou do 100 ml. Obdobné
smichanim 2, 3 a 4 ml 0,5M EDTA byly ptipraveny roztoky A o koncentraci EDTA 10, 15 a
20 mM.

» Lyzacny roztok B (10 mM Tris-HCI pH 7,8; 5 mM EDTA, pH 8,0; lysozym 3 mg/ml)
K lyzaénimu roztoku A bylo ptidano 3 mg/ml lysozymu.

» Roztok proteinazy K (10 mg/ml)
Navéazka 10 mg proteindzy K byla rozpuSténa v 1 ml sterilni destilované vody. Roztok byl
uchovavan pti —20 °C. Pied pouzitim byl roztok zfedén na koncentraci 100 pg/ml.

» Roztok dodecyl sulfatu sodného (20 %)

20 g dodecyl sulfatu sodného (SDS) bylo rozpusténo v 80 ml destilované vody pii sou¢asném
zahtivani na 68 °C, pH roztoku bylo upraveno pomoci 1M HCI na 7,0. Roztok byl doplnén
destilovanou vodou na objem 100 ml.

» Smés chloroform-isoamylalkohol
Chloroform a isoamylalkohol byly smichany v poméru 24:1.

» Fenol (pH 7,8)
Fenol byl ptedestilovan a pH bylo upraveno hydrogenuhli¢itanem sodnym na hodnotu 7,8.
Poté byl fenol ptevrstven TE pufrem a skladovan pii —20 °C.

» Roztok octanu sodného (3 M)

40,81 g CH3COONa'3H20 byl rozpustén v 80 ml destilované vody a pH bylo upraveno
ledovou kyselinou octovou na hodnotu 5,2. Roztok byl doplnén destilovanou vodou na
vysledny objem 100 ml. Roztok byl sterilizovan 20 minut pii teploté 121 °C a skladovén pfi
teploté 4 °C.

» TE pufr (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 1 mM EDTA, pH 8,0)
1 ml 1M Tris-HCI (pH 8,0) byl smichan s 0,2 ml 0,5M EDTA (pH 8,0) a roztok byl doplnén
destilovanou vodou do 100 ml.
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4.1.4. Roztoky pro gelovou elektroforézu

» TBE pufr (5xkoncentrovany; 54 g Tris-HCI, 27,5 g kyseliny borité a 20 ml 0,5 M EDTA;
pH 8,0)

Navazka byla doplnéna destilovanou vodou na 1 000 ml a pH bylo upraveno pomoci NaOH

na hodnotu 8,0. Pied pouzitim byl TBE pufr 10x zfedén destilovanou vodou na vyslednou

koncentraci 45 mM Tris-baze, 45 mM kyseliny borité a 1 mM EDTA.

» Nanaseci pufr (6x koncentrovany)
4 mg bromfenolové modii a 250 mg Ficollu 400 bylo rozpusténo v 10 ml destilované vody.

> PCR nanéseci pufr Yellow load (Top-Bio, Praha, CR)

» Velikostni standard DNA Malamité (100 bp Zebticek) (100, 200, 300, 400, 500, 600, 700,
800, 900, 1 000, 1 200, 1 500 bp) (Moravské Prusy, CR)

» Roztok ethidiumbromidu (0,5 pg/ml)
100 pl roztoku EtBr (5 mg/ml) bylo ziedéno 500 ml sterilni destilované vody.

Slozeni roztokl pro izolaci a purifikaci DNA, gelovou elektroforézu bylo prevzato z prace
Spanova a Rititch 28

4.1.5. Komponenty pro PCR

Voda pro PCR — voda pro injekce CSL 4 (Biotika, Slovenska Cupéa, SR)

Pufr pro PCR kompletni — reakéni pufr 10x PCR Blue Buffer (750 mM Tris-HCI 8,8 pH;
200 mM (NH4)2S0y4, 0,1 %Tween 20, 25 mM MgCI,) pro Tag-DNA polymerazu 1.1 (Top-
Bio, Praha, Ceska Republika)

PCR pufr bez MgCl; — reakéni pufr 10x PCR Blue Buffer (750 mM Tris-HCI 8,8 pH;

200 mM (NH,4),S04, 0,1 % Tween 20) pro Tag-DNA polymerazu 1.1 (Top-Bio, Praha, CR)
Smés dNTP (10 mM) (Top-Bio, Praha, CR)

Oligonukleotidové primery (10 pmol/pl) — (Generi-Biotech, Hradec Kralové, CR)

pro doménu Bacteria — R_eub, F_eub (Haarman®)

pro rod Clostridium — F1, F2 (Rekha®)

primery pro DGGE — Chis150f, ClostIr (Hung®")

Tag-DNA polymeraza 1.1 (1 U/ul) (Top-Bio, Praha, CR)

PCR vkladajici pufr Yellow load (Top-Bio, Praha, CR)

4.1.6. Roztoky pro DGGE

» Tris/acetat/EDTA (TAE) pufr (0,5x koncentrovany) (40 mM Tris-HCI pH 7,4, 20 mM
acetat sodny, 1 mM disodna stl ethylendiamintetraoctové kyseliny)

Byl ptipraven 50x koncentrovany TAE. Bylo navazeno 242 g Tris-HCI, 82 g acetatu sodného,

18,5 g disodné soli ethylendiamintetraoctové kyseliny a vSe bylo rozpusténo v 800 ml

destilované vody. Ptipraveny roztok byl doplnén destilovanou vodou do objemu 1 I. Pro

pouziti v DGGE byl pufr fedén 100% na 0,5 koncentrovany TAE.
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» Roztok A (Roztok pro vytvofeni gradientu v gelu — koncentrace mocoviny 0 % a
formamidu 0 %, polyakrylamid 6 %)

1 ml TAE, 20 ml 30 % polyakrylamidu bylo smichano a doplnéno vodou do 100 ml. Pro

vytvoreni gradientu v gelu bylo pouzito 24 ml 30 % roztoku A, ktery vznikl smichanim 12 ml

zasobniho roztoku A a 12 ml zasobniho roztoku B.

» Roztok B (Roztok pro vytvofeni gradientu v gelu — koncentrace mocoviny 60 % a
formamidu 60 %, polyakrylamid 6 %)

1 ml TAE, 20 ml 30 % polyakrylamidu, 25,2 g mocoviny, 24 ml formamidu bylo smichano a

doplnéno destilovanou vodou do objemu 100 ml. Pro vytvofeni gradientu v gelu bylo pouzito

24 ml 50 % roztoku B, ktery vznikl smichanim 4 ml zasobniho roztoku A a 20 ml zasobniho

roztoku B.

» 20 % roztok APS (Amonium persulfat)
Byl ptipraven 20 % roztok rozpusténim 40 mg APS ve 200 pl vody.

4.1.7. Kultivaéni médium

RCM 0149 médium (Reinforced Clostridial Medium), (Oxoid, Basingstoke, Velka
Britanie) bylo pouzito pro kultivaci bun¢k. Bylo navazeno 38 ¢ RCM 0149 média ve formeé
prasku a rozpusténo v 1 litru destilované vody pro piipravu kapalného média. Pfipravené
médium bylo sterilizovano pti 121 °C po dobu 15 minut. Seznam jednotlivych slozek média a
jejich hmotnostni zastoupeni uvadi Tabulka 1.

Tabulka 1 SlozZeni kultivacniho média RCM 0149

Slozka Mnozstvi (g/1)
Kvasni¢ny extrakt 3,0
Lab-Lemco prasek 10,0

Bakteriologicky Pepton 10,0
Skrob 1,0
Glukosa 5,0
Cystein 0,5
Chlorid sodny 50
Octan sodny 3,0
Agar 0,5

4.1.8. Pristroje

Anaerostat OXOID (Oxoid, Basingstoke, Velka Britanie)

Cell Density Meter CO8000 (WPA Biowave, Cambridge, Velka Britanie)
Centrifuga EBA 20 (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Némecko)

Centrifuga MINI Spin 13 400 min-1 (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

DGGE elektroforéza (INGENYphorU, Goes, Holandsko)

Digitalny fotoaparat Nikon Coolpix S560 a Dimage Z5 (Konica Minolta, USA)
Exikator typ N 86 KN.18 (KNF Neuberger Labport, Freiburg, Némecko)
Laboratorni vahy OHAUS CS 200, 200 g x 0,1 g (Ohaus, New Persey, USA)
Laboratorni vahy OHAUS Pioneer, 110 g x 0,0001 g (Ohaus, New Persey, USA)
Magnetickd micha¢ka s vyhiivanim (Biosan, Blu¢ina, CR)
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Mikropipety Discovery HTL o objemul0 pl, 20 pl 200 pl, 1 000 ul (PZ HTL, Varsava,
Polsko)

MikrovInna trouba SMW 2320 (Sencor, Praha, CR)

Minicykler PTC-100TM (MJ Research , Watertown, USA)

NanoPhotometer™ (Implen, Mnichov, Némecko)

Ockovaci box (Fatran, CR)

pH papirky (Sigma-Aldrich, St. Louis,USA)

Termocykler DNA Engine, Pelteir Thermal Cycler-200 (Bio-Rad Lab., Philadelphia, USA)
Termostat — Mini incubator (Labnet, Woodbridge, USA)

Termostat FTC 901 (VELP SCIENTIFICA, Milano, Italie)

Transiluminator TVR 312A (Spectroline, Albany, USA)

Vortex lab dancer vario (Laneko, Dublin, Irsko)

Zatizeni pro elektroforézu Easy-Cast, model B1 (Owl Scientific, Rochester, USA)
Zatizeni pro elektroforézu Mini gel unit 7x10 cm (Hoefer, Holliston, USA)

Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Enduro 300 V (Labnet, Woodbridge, USA)
Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Lighting Volt Power Supply, model OSP-300
(Owl Scientific, Rochester,USA)

BéZné laboratorni sklo, umélohmotny materidl a bézné laboratorni pomicky

4.2. Metody

4.2.1. Kultivace bunék

Buniky byly kultivovany v tekutém médiu RCM 0149 za anaerobnich podminek pfi teploté
37 °C po dobu 16 hodin. Do zkumavek bylo napipetovano 4 ml média, 1 ml bunééné kultury
a 0,65 ml parafinu. Nepolarni parafin vytvofil nepropustnou vrstvu na hladiné¢ média, ktera

zabranila ptistupu vzduchu do média. Byly vytvofeny anaerobni podminky pro buiiky.

4.2.2. Meéreni absorbance bunék

Absorbance bungk byla stanovena pomoci pfistroje Cell density meter biowawe WPACO
8000, pii vinové délce 600 nm (Asoonm) (Obrazek 8). Jako slepy vzorek bylo pouzito médium
RCM 0149. Buiiky byly fedény na stejnou absorbanci z divodu sjednoceni a porovnéni
vychozich koncentraci bunék pro jednotlivé kmeny bakterii. Maximalni hodnota absorbance

As00nm byla 2.
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Obrizek 8 Pristroj pro méfeni optické hustoty Biowawe WPACO 8000%
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4.2.3. 1Izolace bakterialni DNA

4.2.3.1. Lyze bakterialnich bunék

Suspenze bun¢k (2 ml) byla napipetovana do zkumavky Eppendorf. Suspenze byla sto¢ena
na centrifuze pti 14 500 ot/min po dobu 5 minut. Supernatant byl slit a sediment suspendovan
v 1 ml lyza¢niho roztoku A. Suspenze byla centrifugovana pii 14 500 ot/min po dobu 5 min.
Supernatant byl slit a k sedimentu bylo pfidano 0,5 ml lyza¢ni roztoku B. Vzorky byly
inkubovany pii laboratorni teploté¢ 1 hodinu. Ke smési bylo pfidano 12,5 pl 20 % SDS a 5 pl
proteinazy K (100 pg/ml). Po promichani byly vzorky inkubovany do druhého dne pfi teploté
55 °C. Hruby lyzat bunék byl pouzit pro izolaci DNA metodou fenolové extrakce a pomoci

magnetickych nosica®,

4.2.3.2. Fenolova extrakce DNA

Khrubému lyzatu bun€k bylo pfidano stejné¢ mnozstvi fenolu. Smés byla opatrné
promichana kyvavym pohybem a centrifugovana pii 14 500 ot/min po dobu 5 minut. Byla
odebrana vodni faze s DNA do cisté Eppendorfovy zkumavky. Vodni faze byla doplnéna TE
pufrem a bylo ptfiddno 700 pul smési chloroform-isoamylalkohol (24:1). Smés byla opatrné

promichana 4 minuty a poté centrifugovana pti 14 500 ot/min po dobu 5 min. Horni vodni
faze byla opét odebrana do &isté zkumavky Eppendorf?.

4.2.3.3. SraZeni DNA

Ke vzorklim byla ptidana 1/20 objemu 3M octanu sodného a smés byla promichana. Dale
byl pfidan 2,5 nasobek objemu ethanolu 96 %. Po promichani byla DNA srazena pii teploté
—20 °C po dobu 30 minut a nasledné centrifugovana pii 14 500 ot/min po dobu 15 min.
K sedimentu byl pfidan 70% ethanol a smés byla opét centrifugovana pii 14 500 ot/min po
dobu 2%0 min. Sediment DNA byl vysusen v exsikatoru. DNA byla rozpusténa v 500 ul TE
pufru®.

4.2.4. lzolace DNA za vyuZiti magnetickych nosic¢u

Pro izolaci bakterialni DNA byly pouzity castice poly(2-hydroxyethyl-methakrylatu-co-
glycidyl-methakrylatu) [P(HEMA-co-GMA)] s pracovnim nazvem F-kol 135x obsahujici
funkéni karboxylové skupiny (2,61 mM/g). Castice byly piipraveny na Ustavu
makromolekularni chemie Akademie véd CR v Praze Ing. D. Horakem, CSc. Byla namichana
izola¢ni smés ve sloZeni uvedeném v Tabulce 2.

Tabulka 2 Smés pro izolaci DNA pomoci magnetickych nosicu

Krok Slozka Objem (ul)
1 Voda 50
2 NaCl (5 M) 200
3 DNA 100
4 PEG 6000 (40 %) 100
5 F-kol 135x (2 mg/ml) 50

Smés byla namichana ve zkumavkach Eppendorf a inkubovana 15 minut pfi laboratorni
teploté. Zkumavky byly vlozeny do magnetického separatoru a Castice byly separovany po
dobu 15 minut. Po uplynuti doby byl odebran supernantant, zkumavky vyjmuty a bylo
ptidano 500 pl 70 % ethanolu. Vzorek byl promichdn a vloZen do separatoru. Po 2 minutach
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byl ethanol odebran. Zbytek ethanolu byl odpafen a DNA adsorbovana na magnetickych
nosi¢ich byla eluovana do 60 ul TE pufru 30 minut. Magnetické Céstice byly separovany

28
vV magnetickém pésu.

4.2.5. Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA

Spektrofotometrické stanoveni bylo provedeno pomoci piistroje NanoPhotometer. Roztok
DNA rozpusttny v TE pufru byl napipetovan pomoci automatické pipety do
spektrofotometru. Byla méfena absorbance v rozmezi vinovych délek 220 — 320 nm. Jako
slepy vzorek byl pouzit TE pufr. Byla odeftena hodnota absorbance pii 260 nm (DNA),
280 nm (proteiny), 230 nm (fenol). Koncentrace DNA byla vypoétena z absorbance pii
260 nm. Cistota DNA byla stanovena z poméru absorbanci Agonm/Azsonm. Pomér absorbanci
¢ist¢ DNA se pohyboval v rozmezi 1,8 — 2,0. Pomér niz$i nez 1,8 byl zpiisoben piitomnosti
proteint, pomér vy3§i n&z 2,0 byl zptisoben piitomnosti RNAZ.

4.2.6. Gelova elektroforéza DNA

Byl ptipraven 0,8% agar6zovy gel. Bylo navazeno 0,8 g agardzy, ktera byla kvantitativné
prevedena do Erlenmayerovy banky obsahujici 100 ml destilované vody. Roztok agar6zy byl
ptiveden 5% K varu v mikrovinné troub¢é z duvodu rozpusténi agarézy. Do pfipravené vany
s hiebinkem byl roztok nalit po mirném vychladnuti a ponechan pfiblizné 30 minut do
ztuhnuti gelu. Na podlozce z polyethylenu byla namichana smés pro gelovou elektroforézu
DNA. 10 pl DNA, 5 pl TE pufru a 3 pl nanaseciho pufru bylo smichano a smés byla nanesena
do komirek v gelu. Gel byl vlozen do elektroforetické vany a prevrstven TBE pufrem. Po
spravném zapojeni elektrod byla spusténa gelova elektroforéza pii napéti 80 V po dobu
90 minut. Po uplynuti doby byl gel vyjmut a opatrné vlozen do vanicky s ethidium bromidem,
kde byl barven 30 minut. Po 30 minutach byl gel vloZen do transiluminatoru a vyhodnocen

v UV svétle pii vinové délce 305 nm. Byla provedend fotograficka dokumentace?.

4.2.7. Polymerazova retézova reakce

4.2.7.1. SloZeni smési pro PCR

Komponenty pro PCR byly skladovéany pfi teplot¢ —20 °C. Po rozmrazeni komponent pro
PCR byla smés pro PCR piipravena z jednotlivych slozek v pofadi uvedeném v Tabulce 3.
Smés pro PCR byla pfipravovana ve specialnim boxu, vyzafenym UV zafivkou po dobu
15 minut. Pro urychleni ptipravy smési pro PCR byl nejprve namichan master mix, ktery
obsahoval vSechny komponenty v mnozstvi pro danou PCR a pocet testovanych vzorek,
krom& DNA matrice. DNA matrice byla po napipetovani master mixu pfidana do smési.
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Tabulka 3 Smeés pro PCR

Komponenta Domél?a Ro_d_ PCR pro
Bacteria | Clostridium | DGGE
Objem (ul)
Voda pro PCR 19,0 18,0 30,0
Reak¢ni pufr 10x 2,5 2,5 5,0
Smés ANTP (10 mM) 0,5 0,5 2,0
Primer F1 (10 pmol/pl) 0,5 0,5 2,0
Primer F2 (10 pmol/ul) 0,5 0,5 2,0
Tag-DNA polymeraza (1 U/ul) 1,0 1,0 4,0
Matrice DNA (10 ng/ul) 1,0 2,0 5,0
Celkovy objem (ul) 25,0 25,0 50,0

Namichand smés byla pfed pouzitim centrifugovdna. V reakci byly pouZzity primery
uvedené v Tabulce 4. Negativni kontrola byla pfipravena smichanim smési pro PCR a vody
pro PCR, ktera nahradila DNA matrici. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA izolovana
z bungk Clostridium tyrobutyricum DSM 26377 a Clostridium butyricum DSM 10702. Takto
pfipravend smés byla vloZzena do cyklatoru a po nastaveni pfislusnych podminek pro
specifickou reakci byla provedena PCR. Podminky pro PCR jsou uvedeny v Tabulce 5.

4.2.7.2. Primery
Pro PCR reakce byly pouzity primery uvedené v Tabulce 4.

Tabulka 4  Seznam primeru pouzitych pro charakterizaci bakterii rodu Clostridium

Teplota Velikost
Specifita primerti | Nazev primeru hybzl(g)zace oroduktu PCR Literatura
pro doménu R_eub, F_eub 55 466 Haarman?
Bacteria - -
pro rod 30
Clostridium F1, F2 53 619 Rekha
primery pro Chis150f, Clostlr, 31
DGGE GC-svorka > 540 Hung
Nézev primeru Sekvence primeru
F eub TCCTACGGGAGGCAGCAGT
R_eub GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT
F1l CTCAACTTGGGTGCTGCATTT
F2 ATTGTAGTACGTGTGTAGCCC
Chis150f AAAGGRAGATTAATACCGCATAA
Clostlr TTCTTCCTAATCTCTACGCA
GC-svorka GCCCGCCGCCCCccaGLecee
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4.2.7.3. Amplifikacni program
Amplifika¢ni programy pro bakterie rodu Clostridium jsou uvedeny v Tabulce 5.

Tabulka5 Podminky pro PCR

Doména Bacteria Rod Clostridium PCR pro DGGE
Krok i i i

o T (°C) | Cas (min) | T (°C) | Cas (min) | T (°C) | Cas (min)

1 95 5 94 5 95 3

2 95 0,5 94 0,5 95 1

3 55 0,5 53 0,5 57 1

4 72 0,5 72 1 72 15

5 72 10 72 8 72 20
Pocet cykla 30 30 30

Popis jednotlivych krokd (Tabulka 5): 1. Prodlouzena denaturace DNA pied prvnim
cyklem, 2. Denaturace DNA, 3. Hybridizace primerti, 4. Syntéza nového vldkna DNA,
5. Prodlouzena syntéza fetézce po poslednim cyklu. Po ukonceni reakce byly vzorky
obsahujici amplifikovanou DNA (produkty PCR) naneseny na 1,5% agardézovy gel
v mnozstvi 25 ul DNA plus 5 ul nanaseciho pufru. Na gel bylo naneseno 5 ul Zebticku (DNA
standard). Elektroforéza byla nastavena na 90 minut pti napéti 80 V. Po uplynuti doby byl gel
odebran z elektroforetické vany a barven ethidium bromidem (0,5 pg/ml) cca 30 min. Po
30 minutach byl gel vlozen na transiluminator a byl pofizen snimek gelu.

4.2.8. Denaturacni gradientova gelova elektroforéza (DGGE)

Byla provedena PCR s primery pro DGGE obsahujici GC svorku. PCR produkty byly
separovany v DGGE elektroforéze v systému INGENYphorU (Goes, Holandsko). Byla
pfipravena lazen s 0,5% koncentrovanym TAE pufrem. Pufr byl zahfivan na pracovni teplotu
60 °C. Byla sestavena elektroforeticka kazeta obsahujici prostor pro denatura¢ni gradientovy
gel s hiebinkem. Elektroforeticka kazeta byla propojena s peristaltickou pumpou a
michadlem, na kterém byl umistén dévkovac s roztoky pro vytvofeni gradientu. Aparatura
byla propojena pomoci soustavy gumovych trubi¢ek zakoncenych tenkou jehlou umisténou
v prostoru pro gel elektroforetické kazety. Gradientovy gel byl pfipraven tak, aby vysledna
koncentrace akrylamidového roztoku (akrylamid:bisakrylamid v poméru 37,5:1) byla 6 % a
denatura¢ni gradient byl v rozmezi od 30 % do 50 % (100 % denaturaéni ¢inidlo = 40 %
formamid a 7 mol/l mocovina). Bylo ptipraveno 24 ml roztoku A o 30% koncentraci
denatura¢nich ¢inidel a 24 ml roztok B 0 50% koncentraci denatura¢nich ¢inidel. Do roztokt
A a B bylo ptidano 60 pl 20% APS a 12 pl polymerac¢niho ¢inidla TEMED (N,N,N",N’-
tetramethylethylendiamin). Po ptidani ¢inidel zacali roztoky A a B polymerovat za vzniku 6%
polyakrylamidového gelu. Roztoky A a B byly pfevedeny do davkovace a po spusténi
peristaltické pumpy byly postupné michany, davkovany do prostoru pro gel v elektroforetické
kazet€. Vytvofeny denaturacni gradientovy gel byl ponechan 1,5 hodiny do zatuhnuti. Po
zatuhnuti gradientového gelu byl do prostoru kolem hiebinku nanesen zaostfovaci 6%
polyakrylamidovy gel na vytvotfeni komurek pro vzorky a srovnani separovanych molekul na
stejnou uroven. Po zatuhnuti zaostfovaciho gelu byl vytaZzen hiebinek. Pfipravena
elektroforetickd kazeta s gelem byla umisténa do lazn¢ s TAE pufrem. Byly zapojeny
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elektrody, nastaveno nizké napéti (12 V) a zapojena centrdlni cirkulace TAE pufru. Byly
pripraveny produkty PCR pro separaci smichanim 20 pl produkti PCR a 5 pl nanaseciho
pufru. Byly naneseny vzorky do komirek zaostfovaciho gelu. Byla spusténa denatura¢ni
gradientova elektroforéza po dobu 6h pii napéti 180V (Obrazek 7). Gel byl barven
v ethidium bromidu a vizualizovan pod UV svétlem na transiluminatoru®,
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5. VYSLEDKY

5.1. Kultivace bakterii rodu Clostridium

Byly kultivovany buiiky 8 kment bakterii rodu Clostridium. Po 16 hodinach kultivace pii
37 °C za anaerobnich podminek byla kultivace zastavena. Béhem kultivace byla sledovéana
tvorba plynt (vodik, oxid uhli¢ity) formou bublinek v kultiva¢nich zkumavkach (Obrazek 9).
Po kultivaci byla proméfena absorbance bun¢k. Rozdilné absorbance bunék byly sjednoceny
pomoci fedéni médiem RCM 0149 na hodnotu podle nejniz§i naméfené absorbance.
Ptipravené bunky byly podrobeny lyzi za vzniku hrubych lyzat bunc¢k.

Obrazek 9 Tvorba bublinek plynii béhem kultivace bunck

5.2. Vliv koncentrace EDTA vlyzaénim roztoku na kvalitu a mnoZstvi
izolované DNA
Byl sledovan vliv koncentrace EDTA v lyza¢nim roztoku na kvalitu a mnozstvi izolované
DNA. Hrubé lyzaty bun€k byly pfipraveny z 8 kment bakterii rodu Clostridium. DNA byla
izolovana metodou fenolové extrakce a pomoci magnetickych c¢astic. Spektrofotometricky
byla stanovena Cistota a koncentrace DNA. Detekce DNA byla provedena gelovou
elektroforézou.

5.2.1. Kultivace bunék a méreni optické hustoty
Odlisné kmeny narostly do riizné absorbance vrozmezi od 1,2 do 1,75. Hodnoty

v

absorbance (Tabulka 6).
Tabulka 6 Optickd hustota bunék-vliv EDTA

Objem | Kone¢ny objem (ml
Kmen Asoonm- (l’:l') pro A}\Iaoor:n. 1,(2 )
C. tyrobutyricum S 18/2 1,55 1,90
C. tyrobutyricum S 5 1,38 1,73
C. butyricumE 16 A 1,39 1,74
C. tyrobutyricum 580 1,42 150 1,77
C. butyricum 581 1,20 ' 1,50
C. butyricum 89K25B 1,67 2,00
C. tyrobutyricum DSM 2637 | 1,71 2,10
C. butyricum DSM 10702 1,75 2,10
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5.2.2. 1Izolace DNA metodou fenolové extrakce

Byla pfipravena sada 4 lyzac¢nich roztokii A a B s mnozstvim EDTA 5, 10, 15 a 20 mM.
Byla provedena lyze bun€k pomoci lyzaénich roztoku A a B za vzniku hrubych lyzath bunck
podle postupu uvedeném v odstavci 4.2.3.1. Do lyzacni smési bylo pfidano 10 pl
proteinazy K. Bylo pfipraveno 500 pl hrubého lyzatu bunék. DNA byla izolovana metodou
fenolové extrakce ze 400 pl hrubého lyzatu bunék, pro jejichz ptipravu bylo pouzito rizné
mnozstvi EDTA. Po nésledném sraZenim ethanolem byla izolovand DNA rozpousténa pies
noc ve 100 pl TE pufru. Izolace DNA byla ovéfena metodou agardzové gelové elektroforézy
(Obrazek 10).

Obrazek 10 Agarozova gelova elektroforéza DNA izolované z riiznych kmenui klostridii (0,8%
agarozovy gel) — vliv EDTA

DNA

RNA

5>mM EDTA 10 mM EDTA

152" 3" 4755651 %8
DNA

RNA

15 mM EDTA 20mM EDTA

Tabulka 7 Agarézovda gelova elektroforéza DNA izolované z riiznych kmenii  klostridii

—vlivEDTA
Koncentrace EDTA v lyza¢nim
Béh Kmen pufru(mM)/izolace DNA
5 10 15 20
1 C. tyrobutyricum S 18/2 ++ 4+ +
2 C. tyrobutyricum S 5 + +++ ++
3 C. butyricum E 16 A ++ F++ + i
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Pokrac¢ovani Tabulky 7 Agardzova gelova elektroforéza DNA izolované z riznych kmenii klostridii —

vliv EDTA
Koncentrace EDTA v lyza¢nim
Béh Kmen pufru(mM)/izolace DNA

5 10 15 20

4 C. tyrobutyricum 580 ++ +++

5 C. butyricum 581 + +++
6 C. butyricum 89K25B ++ +++ ++ ++
7 C. tyrobutyricum DSM 2637" |  + +++ + +
8 C. butyricum DSM 10702 + +++ + ++

+, + +, + + + DNA detegovand o rizn¢ intenzité,

— DNA nebyla detegovana

Na gelu byla detegovana relativné intaktni DNA a RNA v riznych mnoZzstvich bez
viditelnych stop degradace. Nejintenzivnéjsi bandy byly detekovany pii koncentraci 10 mM

EDTA v lyza¢nim pufru.

DNA izolovana z hrubych lyzatd bunék ptipravenych pomoci lyzacnich roztokd s riznou
koncentraci EDTA byla prométena spektrofotometricky pomoci piistroje NanoPhotometer
(Tabulka 8). Vzorek DNA byla nanesen v mnozstvi 3 pl pti LID faktoru 10. Jednotlivé vzorky

DNA byly 3x proméfeny.
Tabulka 8 Cistota @ mnozstvi DNA stanovené spektrofotometricky po izolaci fenolovou
extrakc?
e EDTA | DNA Absorbance — DNA 260/280
(mM) | (ng/ul) | 230 | 260 | 280 | 0 | © IS s | IS

C. tyrobutyricum S 18/2 392 | 043079 | 0,46 | 1,70 | 11,00 | 15,24 | 0,01 | 0,02
C. tyrobutyricum S 5 292 1032059035169 1250 17,32 | 0,02 | 0,02
C. butyricum E 16 A 447 | 0,47 | 090 | 0,51 | 1,77 | 4,00 | 554 | 0,00 | 0,00
C. tyrobutyricum 580 . 453 | 050|091 |053|168 | 450 | 6,24 | 0,04 | 0,06
C. butyricum 581 335 | 037|067 |040 168 17,00 23,56 | 0,00 | 0,00
C. butyricum 89K25B 279 | 0,32 056|033 1,68 |15,00| 20,79 | 0,01 | 0,01
C. tyrobutyricum DSM 2637" 248 | 0,27 | 0,50 | 0,29 | 1,77 | 7,00 | 9,70 | 0,02 | 0,02
C. butyricum DSM 10702 326 | 0,39 | 0,66 | 0,40 | 1,66 | 8,00 | 11,09 | 0,01 | 0,02
C. tyrobutyricum S 18/2 421 | 042|085 |048|1,78 | 7,50 | 10,39 | 0,01 | 0,02
C. tyrobutyricum S 5 478 10,49 | 096 | 054 | 1,78 | 450 | 6,24 | 0,02 | 0,02
C. butyricum E 16 A 676 | 0,76 | 1,35 | 0,78 | 1,75 [ 14,00 | 19,40 | 0,01 | 0,01
C. tyrobutyricum 580 10 572 | 058|115 |065| 1,76 | 3,50 | 4,85 | 0,02 | 0,02
C. butyricum 581 341 | 035|069 |040 175|700 | 970 |0,01 (0,01
C. butyricum 89K25B 317 | 0,34 063|037 |1,67| 750 | 10,39 | 0,03 | 0,04
C. tyrobutyricum DSM 2637" 558 | 0,62 | 1,12 | 0,65 | 1,73 | 14,00 | 19,40 | 0,01 | 0,02
C. butyricum DSM 10702 470 | 051|094 056 | 1,69 | 850 | 11,78 | 0,03 | 0,04
C. tyrobutyricum S 18/2 15 461 | 0,60 | 0,86 | 0,65 | 1,46 | 8,50 | 11,78 | 0,01 | 0,02
C. tyrobutyricum S 5 264 | 0,37 | 055|040 | 1,40 |12,00| 16,63 | 0,01 | 0,01
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Pokracovani Tabulky 8 Cistota a mnozstvi DNA stanovené spektrofotometricky po izolaci fenolovou

extrakci
e enTA | DNA Absorbance — DNA 260/280
(mM) | (ng/ul) | 230 | 260 | 280 ﬁ o IS c IS
C. butyricum E 16 A 427 0,60 |087|055|162]| 200 | 2,77 | 0,02 | 0,02
C. tyrobutyricum 580 366 0501075052145 | 6,00 | 832 | 0,06 | 0,08
C. butyricum 581 15 434 056|088 |061|147| 250 | 3,46 | 0,06 | 0,08
C. butyricum 89K25B 289 0,47 | 0,60 | 0,49 | 1,22 | 6,50 | 9,01 | 0,03 | 0,04
C. tyrobutyricum DSM 26377 485 0,64 | 0,96 | 0,61 | 1,60 | 8,00 | 11,09 | 0,01 | 0,02
C. butyricum DSM 10702 386 0571079048 | 1,70 | 200 | 2,77 | 0,01 | 0,01
C. tyrobutyricum S 18/2 451 059092062151 200 | 2,77 | 0,05 | 0,06
C. tyrobutyricum S 5 537 0,751109|0,69 | 160 | 350 [ 485 | 0,01 0,02
C. butyricum E 16 A 570 083116 | 0,69 | 1,71 | 8,00 | 11,09 | 0,02 | 0,02
C. tyrobutyricum 580 20 697 1,03 (1,41|083 | 173 | 450 | 6,24 | 0,01 | 0,01
C. butyricum 581 746 1,10 (152|083 | 1,70 | 3,50 | 4,85 (0,01 | 0,01
C. butyricum 89K25B 385 0541079 1033|153 | 350 | 485 | 0,01 0,01
C. tyrobutyricum DSM 2637" 523 0,73 |1,06 | 063|170 | 400 | 554 | 0,01 | 0,01
C. butyricum DSM 10702 767 1,10 | 153|088 | 1,74 | 2,00 | 2,77 | 0,01 | 0,02

Byla izolovand DNA o koncentraci, kterd se pohybovala v rozmezi 264 — 746 ng/ul. Pomér

absorbanci Agonm/Azsonm byl vV rozmezi od 1,40 do 1,78, coz naznacilo, Ze vzorky obsahovaly
zvySené mnozstvi proteinll. Pii koncentraci 10 mM EDTA v lyza¢nim roztoku byla DNA
nejlépe detegovana s nejlepSim pomeérem Azgonm/Azgonm urcujici Cistotu.

5.2.3. Grafické vyhodnoceni vliva EDTA v lyza¢nim pufru na izolaci mnoZstvi DNA
metodou fenolové extrakce u 8 kmenu klostridii

Byla sledovana zavislost mnozstvi EDTA v lyzacnim pufru na mnozstvi izolované DNA.
Z namétenych koncentraci izolované DNA pomoci spektrofotometru byl sestrojen Graf 1.
Stanovené koncentrace DNA z jednotlivych kmenti byly porovnany mezi sebou a byly
zjistény rozdily mezi jednotlivymi kmeny (Graf 2). Byl sledovan vliv mnozstvi EDTA
Vv lyza¢nim pufru na vysledném poméru absorbanci A 260/280 izolované DNA, jehoz hodnota
rozhoduje o Cistoté izolované DNA (Graf 3). Optimalni pomér absorbanci Azgonm/A2sonm S€
nachazel v rozmezi 1,8 — 2,0.
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Graf 1 Zavislost koncentrace EDTA na mnozstvi izolované DNA 7 8 bakterialnich kmenii
(fenolova extrakce)
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Nejvyssi koncentrace DNA byly stanoveny pii koncentraci 20 MM EDTA v lyzacnim
roztoku.
Graf 2 Zavislost koncentrace DNA jednotlivych bakteridlnich kmenii na mnozstvi EDTA
Vv lyzacnim pufru (fenolova extrakce)
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Druh a kmen bakterii

Na zéklad¢ stejné vychozi hodnoty Asgonm byly porovnany koncentrace izolované DNA
jednotlivych bakterialnich kmenti. Kmen C. tyrobutyricum 89K25B vykazoval nejnizsi
hodnoty =~ koncentraci DNA. Nejvyssi hodnoty koncentraci DNA vykazoval kmen
C. butyricum E 16 A.
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Graf 3 Zavislost koncentrace EDTA v lyzac¢nim pufiru na poméru absorbance Aagonm/PAzgonm U
DNA izolovanou fenolovou extrakci
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Nejlepsi poméry absorbance Azgonm/Azsonm byly zaznamenany pii koncentraci 10 mM

v v

roztoku.

5.2.3.1. Shrnuti - vliv mnoZstvi EDTA v lyzaénim pufiru na kvalitu a mnoZsti izolované
DNA metodou fenolové extrakce
Nejvyssi mnozstvi DNA bylo izolovano lyza¢nim pufrem o koncentraci 20 mM EDTA.
Cistota byla v porovnani s ostatnimi koncentracemi niz§i. S ohledem na kvalitu a mnoZstvi
izolované DNA byla stanovena koncentrace 10 mM EDTA v lyza¢nim pufru jako
nejvyhodnéjsi.

5.2.4. lzolace DNA pomoci magnetickych nosic¢u

DNA byla izolovana pomoci magnetickych nosici P(HEMA-co-GMA) ze 100 pl hrubého
lyzatu bunék, pro jejichz ptipravu bylo pouzito rizné mnozstvi EDTA. Po pfecisténi Castic
ethanolem byla izolovand DNA rozpousténa pfes noc v 50 pl TE pufru. DNA izolovana ze
100 pl hrubého lyzatu bunék pfipravenych pomoci lyzaénich roztokt s riznym mnozstvim
EDTA byla proméfena spektrofotometricky pomoci pfistroje NanoPhotometer (Tabulka 9).
Vzorek DNA byla nanesen v mnozstvi 3 ul pfi LID faktoru 10. Jednotlivé vzorky DNA byly
3% promé&feny.
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Tabulka 9 Cistota a mnozstvi DNA stanovené spektrofotometricky po izolaci pomoci magnetickych

nosicu

Absorbance DNA 260/280
Kmen EDTA | DNA 260

(mM) | (ng/ul) | 230 | 260 | 280 0 | © IS o 1S
C. tyrobutyricum S 18/2 26,75 | 0,07 | 0,08 | 0,06 | 1,64 | 4,75 | 8,65 | 0,02 | 0,03
C. tyrobutyricum S 5 37,00 | 0,10 | 0,11 | 0,09 | 1,70 | 0,50 | 0,91 | 0,00 | 0,00
C. butyricumE 16 A 3165 (009|012 |010|1,49|385| 7,01 |0,01 0,01
C. tyrobutyricum 580 . 18,75 | 0,03 | 0,06 | 0,05 | 152 | 0,75 | 1,37 | 0,03 | 0,04
C. butyricum 581 30,00 [ 0,09 | 0,10 | 0,07 | 1,59 | 150 | 2,73 | 0,03 | 0,05
C. butyricum 89K25B 33,75 [ 0,10 | 0,10 | 0,08 | 1,53 | 4,25 | 7,74 | 0,02 | 0,03
C. tyrobutyricum DSM 26377 33,25 [ 0,09 |050|0,07|160]| 125 2,28 | 0,00 | 0,00
C. butyricum DSM 10702 26,50 | 0,09 | 0,10 | 0,06 | 1,61 | 2,50 | 4,55 | 0,06 | 0,09
C. tyrobutyricum S 18/2 55,75 | 0,14 | 0,17 | 0,14 | 1,50 | 6,25 | 11,38 | 0,00 | 0,00
C. tyrobutyricum S 5 47,75 (011 1|0,14| 0,11 | 150 | 7,25 | 13,21 | 0,03 | 0,04
C. butyricumE 16 A 4650 | 0,12 0,14 | 0,21 |150| 050 | 091 | 0,03 0,04
C. tyrobutyricum 580 10 39,75 (0,10 0,11 | 0,09 | 151 | 1,75 | 3,19 | 0,01 | 0,01
C. butyricum 581 3950 [(0,09|0,11|0,09 |151| 100 | 1,82 (0,01 0,01
C. butyricum 89K25B 34,75 0,09 |0,11|0,09 | 1,46 | 2,75 | 5,01 | 0,01 | 0,01
C. tyrobutyricum DSM 26377 86,00 | 0,14 | 0,20 | 0,245 | 1,44 | 400 | 7,29 | 0,02 | 0,03
C. butyricum DSM 10702 51,50 | 0,40 | 0,14 | 0,11 | 1,47 | 1,50 | 2,73 | 0,02 | 0,03
C. tyrobutyricum S 18/2 36,00 | 0,08 | 0,10 | 0,08 | 1,44 | 1,00 | 1,82 | 0,04 | 0,06
C. tyrobutyricum S 5 32,25 | 0,07 009|008 |147|075| 1,37 | 0,01 | 0,01
C. butyricumE 16 A 26,50 | 0,10 | 0,08 | 0,06 | 1,52 | 250 | 4,55 | 0,02 | 0,03
C. tyrobutyricum 580 15 35,00 | 0,08|0,11|0,08 152|100 1,82 (0,01 0,01
C. butyricum 581 3825 (0111|012 | 0,10 | 1,43 | 0,75 | 1,37 | 0,02 | 0,03
C. butyricum 89K25B 27,25 | 0,06 | 0,08 | 0,07 | 1,31 | 1,75 | 3,19 | 0,00 | 0,00
C. tyrobutyricum DSM 26377 26,65 | 0,05 (0,09 |008 |153|0,15| 0,27 | 0,01 | 0,01
C. butyricum DSM 10702 29,00 | 0,07 | 0,09 | 0,07 | 1,36 | 2,00 | 3,64 | 0,01 | 0,01
C. tyrobutyricum S 18/2 2550 | 0,07 | 0,04 | 0,06 | 1,48 | 0,50 | 0,91 | 0,00 | 0,01
C. tyrobutyricum S 5 17,00 | 0,05 | 0,05 | 0,04 | 155|100 1,82 | 0,02 | 0,03
C. butyricum E 16 A 36,75 | 0,09 |0,13|0,11|150| 0,25 | 0,46 | 0,00 | 0,00
C. tyrobutyricum 580 20 23,25 | 0,07 (0,33 |005|160 | 1,75 | 3,19 | 0,00 | 0,01
C. butyricum 581 21,75 | 0,06 | 0,06 | 0,05 | 1,42 | 1,25 | 2,28 | 0,00 | 0,00
C. butyricum 89K25B 22,00 | 0,05 | 0,08 | 0,06 | 1,23 | 2,00 | 3,64 |0,01] 0,02
C. tyrobutyricum DSM 2637" 3250 (0,12 |0,11 | 0,08 163|050 091 | 0,03 0,04
C. butyricum DSM 10702 38,25 (0111|013 |01 1,33 | 175 3,19 | 0,03 | 0,03

Byla izolovana DNA o koncentraci, ktera se pohybovala v rozmezi 17 — 86 ng/ul. Pomér
absorbanci Agonm/Azsonm DYl V rozmezi 1,31 do 1,70. Naméfené hodnoty byly pravdépodobné
zpusobeny zvySenym vyskytem proteint ve vzorcich.
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5.25. Grafické vyhodnoceni vlivu EDTA v lyza¢nim pufru na izolaci DNA pomoci
magnetickych nosi¢i u 8 kmeni klostridii

Byla porovnana riznad mnozstvi EDTA v lyza¢nim roztoku na zakladé¢ stanovené
koncentrace izolované DNA pomoci magnetickych nosici. Z naméfenych hodnot byl
sestrojen Graf 4. Testované bakteridlni kmeny byly porovnany na zaklad¢ stanoveného
mnozstvi izolované DNA pomoci magnetickych c¢astic (Graf 5). Byla vyhodnocena
nejvyhodnéjsi koncentrace EDTA v lyzaéni smési porovnanim stanovenych poméri
absorbanci Azeonm/A280nm (G raf 6)

Graf 4  Zavislost koncentrace EDTA na mnozstvi izolované DNA z 8 bakterialnich kmenii
(magnetické cdstice)

100 ~ @ C.tyrobutyricum S 18/2
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Nejvyssi koncentrace DNA u izolace pomoci magnetickych nosi¢li byly stanoveny pfi
koncentraci EDTA 10 mM v lyza¢nim roztoku.
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Graf 5  Zavislost koncentrace DNA jednotlivych bakterialnich kmenii na mnozstvi EDTA
V lyzacnim pufru (magnetické castice)

100 -
90 O5 mM EDTA
80 - B10 mM EDTA
70 | 015 mM EDTA

020 mM EDTA

60 |
50 -
40
30
20 |
10 |

¢ DNA (ng/pl)

Kmen bakterii

Byly zjistény rozdily mezi jednotlivymi kmeny v mnozstvi izolovan¢ DNA. Kmen
C. butyricum 89K25B vykazoval nejnizsi hodnoty stanovenych koncentraci DNA. Ostatni
kmeny vykazovali podobné hodnoty koncentraci izolované DNA.

Graf 6  Zavislost koncentrace EDTA v lyzacnim pufru na poméru absorbance A 260/280

urcujict kvalitu izolované DNA (magnetické castice)
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Nejlepsi poméry absorbance Azgonm/Azgonm byly zaznamenany pii koncentraci 5 mM
EDTA v lyza¢nim roztoku. Se zvySujicim se koncentraci EDTA v lyza¢ni smési klesala
Cistota izolované DNA pomoci magnetickych castic.
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5.25.1. Shrnuti - vliv mnozstvi EDTA v lyzacnim pufiu na kvalitu a mnoZstvi izolované
DNA pomoci magnetickych castic
S ohledem na kvalitu a mnozstvi izolované DNA byla zvolena koncentrace 10 mM EDTA
V lyzaénim pufru jako nejvyhodnéjsi pro izolaci DNA pomoci magnetickych nosi¢l u
testovanych 8 kment klostridii.

5.3. Vliv mnozstvi proteinazy K v lyzaénim roztoku na kvalitu a mnoZstvi
izolované DNA

Byl sledovan vliv mnozstvi proteinazy K v lyza¢nim roztoku na kvalitu a koncentraci
izolované DNA. Z 8 bakteridlnich kment klostridii byly pfipraveny hrubé lyzaty bunék.
Z hrubych lyzati bunck byla izolovana DNA pomoci fenolové extrakce a magnetickych
¢astic. Spektrofotometricky byla stanovena Cistota a koncentrace DNA. Detekce DNA byla
provedena gelovou elektroforézou.

5.3.1. Kultivace bunék a méreni Agyonm

Byla naméfena absorbance (Agoonm) testovanych kment klostridii v rozmezi 1,4 — 1,89.
Hodnoty Asoonm bunék byly sjednoceny fedénim pomoci RCM média na hodnotu 1,4 podle
nejnizs$i namétené Agoonm (Tabulka 10).

Tabulka 10 Opticka hustota bunék- vliv proteindazy K

Objem Kone¢ny objem pro
Kmen Asoon (njwl) P 14 (mll))

C. tyrobutyricum S 18/2 1,76 1,90
C tyrobutyricum S 5 1,47 1,60
C. butyricumE 16 A 1,51 1,60
C. tyrobutyricum 580 1,42 150 1,55
C. butyricum 581 1,40 ’ 1,50
C. butyricum 89K25B 1,74 1,90
C. tyrobutyricum DSM 2637" | 1,89 2,0
C. butyricum DSM 10702 1,83 2,0

5.3.2. Izolace DNA metodou fenolové extrakce

Byly pfipraveny lyzacni roztoky A a B o koncentraci EDTA 10 mM testované
v pifedchozim méfeni v odstavci 5.2. K lyza¢nim roztokim byla béhem lyze bunék pfidana
proteinaza K 0 koncentraci (100 pg/ml) v mnozstvi 5, 10, 15 a 20 ul z divodu zvySeni Cistoty
smeési. Byla provedena lyze bunék pomoci lyzacnich roztoku A a B za vzniku 500 pl hrubého
lyzéatu bunék.

DNA byla izolovana metodou fenolové extrakce ze 400 pl hrubého lyzatu bunék, pro
jejichz ptipravu bylo pouzito rizné mnozstvi proteindzy K. Po ptecisténi ethanolem byla
izolovana DNA rozpusténa pies noc ve 100 ul TE pufru. DNA byla detegovana metodou
agarozové gelové elektroforézy (Obrazek 11).
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Obrazek 11 Agarozova gelova elektroforéza DNA izolované z riiznych kmenii klostridit (0,8%

agarozovy gel) —vliv proteindzy K
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Tabulka 11 Agarézovd gelova elektroforéza DNA izolované z riznych kmenii klostridii — vliv

proteinazy K

Béh

Objem proteindzy K v lyzacnim pufru (ul) /izolace DNA

Kmen

5 10 15 20
1 C. tyrobutyricum S 18/2 ++ +++ ++ ++
2 C. tyrobutyricum S 5 ++ +++ ++ ++
3 C. butyricumE 16 A ++ +++ ++ +
4 C. tyrobutyricum 580 + +++ ++ +
5 C. butyricum 581 ++ ++ + +
6 C. butyricum 89K25B + +++ ++ +
7 | C. tyrobutyricum DSM 26377 ++ ++ + +
8 C. butyricum DSM 10702 ++ H + +

+, + +, + + + DNA detegovana o rizné intenzité,

— DNA nebyla detegovana

Byla detegovana relativné intaktni DNA u vSech testovanych koncentraci proteinazy

K v lyza¢nim pufru. Nejintenzivnéjsi bandy bez znamek degradace byly detegovany u objemu
10 wl proteinazy K v lyzaéni smési.

40




Pomoci pfistroje NanoPhotometer byla stanovena koncentrace DNA izolovana z hrubych
lyzatd bunék piipravenych v pufru s10 mM EDTA a riznym objemem proteinazy K
(Tabulka 12). Objem vzorku byl 3ul pii LID faktoru 10. Vzorky DNA byly 3x prométeny.

Tabulka 12 Cistota a mnozstvi DNA stanovené spektrofotometricky po izolaci fenolovou extrakci

Absorbance DNA 260/280
Kmen EDTA | DNA 260

(mM) | (ng/ul) | 230 | 260 | 280 ﬁ o IS o IS
C. tyrobutyricum S 18/2 244 | 0,25 | 0,49 | 0,29 | 1,72 {14,00| 19,40 | 0,00 | 0,00
C. tyrobutyricum S 5 170 | 0,19 | 0,34 | 0,24 | 1,78 |13,50| 18,71 | 0,03 | 0,04
C. butyricum E 16 A 278 | 031|056 034|167 |450]| 6,24 | 0,01 (0,01
C. tyrobutyricum 580 . 240 | 0,27 | 0,48 | 0,29 | 1,72 {10,00| 13,86 | 0,01 | 0,01
C. butyricum 581 127 | 012 (025|014 | 1,79 | 2,00 | 2,77 | 0,00 | 0,00
C. butyricum 89K25B 233 | 029043 (029|166 150 2,08 |0,00 (0,00
C. tyrobutyricum DSM 2637" 287 1033058036 1,61 16,00( 22,17 | 0,02 | 0,03
C. butyricum DSM 10702 243 1031049 |029| 1,69 |750] 10,39 | 0,01 (0,01
C. tyrobutyricum S 18/2 182 | 0,17 | 0,36 | 0,20 | 1,81 | 2,00 | 2,77 | 0,04 | 0,05
C. tyrobutyricum S 5 240 | 0,28 048 | 0,27 | 1,80 | 9,50 | 13,17 | 0,00 | 0,00
C. butyricum E 16 A 285 | 029|057 034|166 |250]| 3,46 | 0,01 (0,01
C. tyrobutyricum 580 10 360 | 041|072 0,43 | 168|750 | 10,39 | 0,02 | 0,02
C. butyricum 581 204 10,19 040 (021|188 |450]| 6,24 | 0,01 (0,01
C. butyricum 89K25B 173 0,19 (0,35 | 0,19 | 1,84 (23,00 31,88 | 0,02 | 0,03
C. tyrobutyricum DSM 2637" 203 | 0,22 041 (021|196 |7,00]| 9,70 | 0,03 0,04
C. butyricum DSM 10702 237 | 028|048 | 0,28 | 1,71 {13,00| 18,02 | 0,02 | 0,03
C. tyrobutyricum S 18/2 316 |0,35]| 0,64 | 0,40 | 1,63 |22,00| 30,49 | 0,02 | 0,02
C. tyrobutyricum S 5 258 | 0,28 052|036 | 145 |4,00]| 554 | 0,03 | 0,05
C. butyricumE 16 A 329 |0,36 0,67 |042]| 1,60 | 8,00 | 11,09 | 0,00 | 0,00
C. tyrobutyricum 580 15 321 | 039|066 |043| 171|750 10,39 | 0,03 | 0,04
C. butyricum 581 296 | 035|060 (041 1,47 (18,00 24,95 | 0,01 | 0,01
C. butyricum 89K25B 293 |0,33/060 (039153 |500]( 693 |[0,01]|0,01
C. tyrobutyricum DSM 2637" 376 | 0,46 | 0,78 | 0,54 | 1,45 | 2,50 | 3,46 | 0,01 | 0,02
C. butyricum DSM 10702 322 |037|067 043|157 |3,00]| 416 | 0,01 | 0,02
C. tyrobutyricum S 18/2 243 | 0,24 10,49 | 033|150 (450 6,24 | 0,02 | 0,03
C. tyrobutyricum S 5 338 | 042|070 | 045|161 | 200 | 2,77 |0,01 | 0,02
C. butyricum E 16 A 309 (035063 (042|152 [20,00| 27,72 | 0,02 | 0,03
C. tyrobutyricum 580 20 320 |0,38|066|042|159|850]| 11,78 | 0,01 0,01
C. butyricum 581 256 | 0,30 | 053 (035|154 (26,00 36,03 (0,01 0,01
C. butyricum 89K25B 271 10,32 055|036 (1,55 (10,50( 14,55 | 0,01 | 0,01
C. tyrobutyricum DSM 2637" 294 1035|061 |039|158|150( 208 |0,01]|0,02
C. butyricum DSM 10702 288 [ 0,39 061|040 164|450 6,24 | 0,01 0,01

Byla izolovana DNA v koncentracich 127 — 376 ng/ul. Pii mnozstvi 5 a 10 ul proteinazy K
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V lyza¢nim roztoku byly hodnoty poméru absorbanci Azgonm/Azgonm V rozmezi 1,66 — 1,96
V porovnani s hodnotami pro mnozstvi proteinazy K 15 a 20 ul, které byly v rozmezi
1,45-1,710. Buiikky podrobené¢ pusobeni lyzacnich roztoki obsahujicich 5 a 10 pl

vvvvv

5.3.3. Grafické vyhodnoceni vlivu mnoZstvi proteinazy K na izolaci DNA z riuznych
kmeni klostridii

Lyzac¢ni roztoky s riznym obsahem proteinazy K byly porovnany na zaklad¢ stanovené
koncentrace izolované DNA pomoci fenolové extrakce, z naméfenych hodnot byl sestrojen
Graf 7. Bakterialni kmeny byly porovnany podle stanovené koncentrace DNA izolované
metodou fenolové extrakce (Graf 8) Byly porovnany naméfené hodnoty absorbance
Aosonm/Azsonm, pomoci kterych byl vybran lyza¢ni roztok s nejvhodnéj$im pomérem
absorbance Azsonm/Azsonm (Viz Graf 9).

Graf 7 Zavislost mnoZstvi proteindazy KV lyzacnim roztoku na koncentraci izolované DNA

(fenolova extrakce)
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Nejvyssi hodnoty koncentrace DNA byly stanoveny po izolaci DNA z hrubych lyzati
bungk ptipravenych lyza¢nim pufrem obsahujici 15 pl proteinazy K.
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Graf 8 Zavislost mnozstvi izolované DNA na objemu proteindzy K V lyzacnim pufru u

bakteridalnich kmenu (fenolova extrakce)
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Bakterialni druh

Byly zjistény rozdily ve stanovené koncentraci DNA mezi jednotlivymi kmeny.
Nejvyssich vytézku DNA bylo dosazeno u kment C. butyricum E 16 A a C. tyrobutyricum
580. U kmene C. butyricum 89K25B byly stanoveny nejnizsi koncentrace DNA v porovnani
s jednotlivymi kmeny.

Graf 9  Zavislost mnozstvi proteindzy K V lyzacnim roztoku na poméru absorbance A 260/280

urcujici kvalitu izolované DNA (fenolova extrakce)
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Pti pouziti 10 pl proteinazy K v lyzacnim roztoku byla izolovand a detegovana DNA o
nejvyssi Cistoté v porovnani s ostatnimi mnozstvimi proteinazy K v lyzaénich roztocich.
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5.3.3.1. Shrnuti - vliv mnoZstvi proteinazy K v lyzaénim pufru na kvalitu a mnoZstvi
izolované DNA metodou fenolové extrakce
Mnozstvi 10 pl proteinazy K v lyzacnim pufru bylo stanoveno jako nejvyhodngjsi
s ohledem na kvalitu a mnozstvi izolované DNA.

5.3.4. Izolace DNA pomoci magnetickych nosica

DNA byla izolovana pomoci magnetickych nosici P(HEMA-co-GMA) ze 100 pl hrubého
lyzatu bunék pro jejichZ ptipravu bylo pouZzito rizné mnozstvi proteinazy K. Po piecisténi
¢astic ethanolem byla izolovana DNA rozpousténa ptes noc v 50 pl TE pufru.

Kvalita izolované DNA byla ovétena pomoci agarozové gelové elektroforézy pro vzorky s
objemem 10 pl proteinazy K v lyza¢nim pufru (Obrazek 12).

Obrazek 12 Agarozova gelova elektroforéza DNA izolované z riiznych kmenii klostridii (0,8%

agarozovy gel) —VIiv proteindzy K

10 pl f)roteinézy

Tabulka 13 Agarézovda gelova elektroforéza DNA izolované z riiznych kmenit klostridii
—viiv proteindzy K

Béh Kmen Pr";g‘r(‘ilz)aK

1 C. tyrobutyricum S 18/2 ++
2 C. tyrobutyricum S 5 ++
3 C. butyricum E 16 A +
4 C. tyrobutyricum 580 -
5 C. butyricum 581 -
6 C. butyricum 89K25B -
7 C. tyrobutyricum DSM 2637" —
8 C. butyricum DSM 10702 -

+, + +, + + + DNA detegovana o rtizné intenzit¢;

— DNA nebyla detegovana

U kmenu C.tyrobutyricum S 18/2, C tyrobutyricum S5 a C. butyricum E 16 A byla
detegovana relativné intaktni DNA (Obrazek 12). Pfi izolaci DNA pomoci magnetickych
¢astic nebyla detegovana RNA na gelu.

DNA izolovana ze 100 pl hrubého lyzatu bunék ptipravenych pomoci lyzacnich roztoki
sriaznym objemem proteinazy K byla proméfena spektrofotometricky pomoci piistroje
NanoPhotometer (Tabulka 14). Vzorek DNA byl nanesen v mnozstvi 3 pl pti LID faktoru 10.
Jednotlivé vzorky DNA byly 3x proméieny.
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Tabulka 14 Cistota a mnozstvi DNA stanovené spektrofotometricky po izolaci pomoci magnetickych

nosicu

Absorbance DNA 260/280
Kmen EDTA | DNA 260

(mM) | (ng/ul) | 230 | 260 | 280 % o IS o IS
C. tyrobutyricum S 18/2 27,25 | 0,08 | 0,38 | 0,06 | 1,68 | 2,75 | 3,81 | 0,01 | 0,01
C. tyrobutyricum S 5 40,75 (0,16 | 0,13 [ 0,10 | 1,54 | 2,25 | 3,12 | 0,00 | 0,00
C. butyricum E 16 A 35,25 | 0,10 | 0,12 | 0,09 | 1,65 | 2,75 | 3,81 | 0,03 | 0,04
C. tyrobutyricum 580 . 26,50 | 0,07 | 0,07 | 0,05 | 1,63 | 0,50 | 0,69 | 0,01 | 0,01
C. butyricum 581 3525 | 011|010 [ 0,07 | 1,70 | 1,75 | 2,43 | 0,02 | 0,03
C. butyricum 89K25B 36,75 | 0,12 | 0,10 [ 0,07 | 1,62 | 0,75 | 1,04 | 0,01 | 0,02
C. tyrobutyricum DSM 2637" 25,25 | 0,06 | 0,07 [ 0,04 | 1,65 | 0,75 | 1,04 | 0,01 | 0,02
C. butyricum DSM 10702 59,00 | 0,21 | 0,18 | 0,13 | 1,66 | 4,00 | 5,54 | 0,03 | 0,04
C. tyrobutyricum S 18/2 100,00 | 0,22 | 0,27 | 0,19 | 1,76 | 2,00 | 2,77 | 0,01 | 0,01
C. tyrobutyricum S 5 78,00 | 0,47 | 0,23 | 0,17 | 1,59 | 1,00 | 1,39 | 0,00 | 0,00
C. butyricum E 16 A 78,50 | 0,27 | 0,25 | 0,21 | 1,54 | 1,50 | 2,08 | 0,01 | 0,01
C. tyrobutyricum 580 10 38,50 | 0,13 | 0,10 [ 0,08 | 1,63 | 0,50 | 0,69 | 0,01 | 0,01
C. butyricum 581 59,00 | 0,17 | 0,19 | 0,45 | 1,55 | 1,00 | 1,39 | 0,01 | 0,01
C. butyricum 89K25B 4750 | 0,12 | 0,15 | 0,22 | 1,52 | 3,50 | 4,85 | 0,01 | 0,01
C. tyrobutyricum DSM 2637" 66,00 | 0,23 | 0,22 | 0,17 | 1,58 | 1,00 | 1,39 | 0,03 | 0,04
C. butyricum DSM 10702 70,50 | 0,21 |0,23 0,18 | 1,55 | 1,50 | 2,08 | 0,00 | 0,00
C. tyrobutyricum S 18/2 60,00 | 0,23 | 0,20 | 0,214 | 1,58 | 2,00 | 2,77 | 0,01 | 0,01
C. tyrobutyricum S 5 78,00 | 0,33 | 0,21 | 0,20 | 1,80 | 2,00 | 2,77 | 0,01 | 0,01
C. butyricum E 16 A 55,00 | 0,26 | 0,19 | 0,13 | 1,67 | 3,00 | 4,16 | 0,02 | 0,02
C. tyrobutyricum 580 15 31,00 [ 0,14 | 0,09 | 0,05 | 1,84 | 2,00 | 2,77 | 0,00 | 0,00
C. butyricum 581 48,50 | 0,16 | 0,17 | 0,23 | 1,76 | 1,50 | 2,08 | 0,00 | 0,00
C. butyricum 89K25B 32,00 | 0,08 | 0,08 0,06 |158 | 3,00]| 4,16 |0,01| 0,01
C. tyrobutyricum DSM 2637" 39,00 | 0,10 | 0,20 [ 0,06 | 1,79 | 1,00 | 1,39 | 0,01 | 0,01
C. butyricum DSM 10702 38,00 | 0,09 | 0,09 | 0,06 | 1,81 | 1,00 | 1,39 | 0,00 | 0,00
C. tyrobutyricum S 18/2 40,75 |1 0,13 | 0,11 | 0,05 | 1,67 | 1,25 | 1,73 | 0,01 | 0,02
C. tyrobutyricum S 5 44,00 (0,14 | 0,12 [ 0,09 | 1,66 | 2,00 | 2,77 | 0,02 | 0,03
C. butyricumE 16 A 19,75 | 0,05 | 0,05 | 0,03 | 1,69 | 0,75 | 1,04 | 0,02 | 0,02
C. tyrobutyricum 580 20 23,00 | 0,06 | 0,07 [ 0,05 | 1,69 | 1,00 | 1,39 | 0,01 | 0,01
C. butyricum 581 50,00 | 0,15 | 0,13 [ 0,20 | 1,69 | 3,00 | 4,16 | 0,01 | 0,01
C. butyricum 89K25B 31,00 | 0,07 | 0,08 | 0,06 | 1,63 | 1,00 | 1,39 | 0,01 | 0,01
C. tyrobutyricum DSM 2637" 46,00 | 0,12 | 0,12 | 0,08 | 1,70 | 3,00 | 4,16 | 0,00 | 0,01
C. butyricum DSM 10702 29,25 | 0,04 | 0,06 | 0,04 | 1,70 | 0,75 | 1,04 | 0,02 | 0,03

Byla izolovana DNA o koncentraci, kterd se pohybovala v rozmezi 19,75 — 100 ng/ul.

Byl

naméfen pomér absorbanci Azgonm/Azsonm V rozmezi 1,52 — 1,84 urcujici ¢istotu izolované

DNA pomoci magnetickych ¢astic.
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5.3.5. Grafické vyhodnoceni vlivu mnoZstvi proteinazy K v lyza¢nim pufru na izolaci
DNA pomoci magnetickych nosi¢i u 8 kmeni klostridii

Byl se strojen graf zavislosti koncentrace izolované DNA pomoci magnetickych ¢astic na
mnozstvi proteinazy K v lyzaénim roztoku (viz Graf 10). Na zakladé stejné optické hustoty
bun¢k byly porovnany stanovené koncentrace izolované DNA mezi jednotlivymi kmeny
klostridii (Graf 11). Bylo vyhodnoceno nejvyhodnéj$i mnozstvi proteinazy K v lyzaéni smési
podle stanovenych pomért absorbanci Azgonm/Azsonm (Graf 12).

Graf 10 Zavislost stanovené koncentrace DNA izolované z 8 bakterialnich kmenii na mnozstvi

proteinazy K (magnetické castice)
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Nejvyssi koncentrace DNA u izolace pomoci magnetickych nosi¢ti byly stanoveny pfi
objemu 10 pl proteinazy K v lyzaénim roztoku.
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Graf 11 Zavislost mnozstvi izolované DNA na mnozstvi proteindzy K V lyzacnim pufru u

bakteridalnich kmenu (magnetické castice)
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Druh a kmen bakterii

Byly zjistény rozdily mezi jednotlivymi kmeny v mnozstvi izolované DNA pomoci
magnetickych ¢astic. Kmen C. tyrobutyricum 580 vykazoval nejnizsi hodnoty stanovenych
koncentraci DNA. Ostatni kmeny vykazovali podobné hodnoty koncentraci izolované DNA.

Graf 12 Zavislost poméru absorbance Aggonm! Aogonm Urcujici kvalitu izolované DNA na mnoZstvi

proteinazy KV lyzacnim pufru (magneticke castice)
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Nejvyhodné&jsi poméry absorbance Azsonm/Azsonm DYly zaznamenany pii objemu 15 ul
proteindzy K Vv lyza¢nim roztoku. VéEtsi objem (15 ul a 20 pl) proteindzy K v lyzacnich
roztocich mél vliv na Cistotu izolované DNA pomoci magnetickych ¢astic.
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5.3.5.1. Shrnuti - vliv mnoZstvi EDTA v lyzacnim pufru na kvalitu a mnoZstvi izolované
DNA pomoci magnetickych Castic
Sohledem na kvalitu izolované DNA byl zvolen jako nejvhodnéjsi objem 15 pl
proteinazy K. Nejvyssi koncentrace DNA izolované pomoci magnetickych castic byly
docileny pfi objemu 10 ul proteinazy K v lyzacnim roztoku. Rozdily mezi objemy 10 ul a
15 ul proteinazy K v lyza¢nim roztoku nebyly velké v zavislosti na stanovené koncentraci
izolované DNA.

5.4. PCR s univerzalnimi primery pro doménu Bacteria

Kvalita izolované DNA byla ovéfena pomoci gelové elektroforézy. Bylo sledovano zda-li
neni izolovana DNA degradovana (viz Obrazek 10 a Tabulka 8). Amplifikace izolované DNA
byla ovéfena v PCR s primery R eub a F eub specifickymi pro doménu Bacteria podle
Haarmanové %, Pro amplifikaci byla vybrana DNA izolovana z hrubého lyzatu bunék pomoci
lyza¢nich roztokd o koncentraci 10 MM EDTA a s objemem 10 ul proteinazy K metodou
fenolové extrakce. PCR smés byla ptipravena podle Tabulky 3 a programu podle Tabulky 5.
DNA byla fedéna na koncentraci 10 ng/ul TE pufrem. Produkty PCR (466 bp) byly
detegovany po amplifikaci DNA pomoci gelové elektroforézy (Obrazek 13).

Obrazek 13 PCR produktu specifickych pro doménu Bacteria (466 bp). Gelova elektroforéza na
1,5 % agaroze.

PR S | N S W A Sy « W N0

Tabulka 15 PCR produkti specifickych pro doménu Bacteria

. ot Intenzita

B¢h Bakterialni kmen Produkti PCR
1 C.tyrobutyricum S 18/2 +++
2 C tyrobutyricum S 5 +++
3 C. butyricumE 16 A +++
4 C. tyrobutyricum 580 +++
5 C. butyricum 581 +++
6 C. butyricum 89K25B +++
7 DNA standard (100 bp) ++
8 | C. tyrobutyricum DSM 2637" +H+
9 C. butyricum DSM 10702 +++
10 Negativni kontrola —
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+, + +, + + + DNA detegovand o rizn¢ intenzit¢,
— DNA nebyla detegovana

U vsech kment klostridii byl detegovan specificky PCR produkt o velikosti 466 bp a silné
intenzité.

5.5. Rodové specificka PCR pro rod Clostridium

Byla provedena rodové specifickdi PCR s primery F1 a F2 pro rod Clostridium podle
Rekha®. DNA byla izolovana zhrubého lyzatu bungk pomoci lyzagnich roztokii
0 koncentraci 10 MM EDTA a objemu 10 ul proteinazy K metodou fenolové extrakce. Pro
izolaci DNA z hrubych lyzati pomoci magnetickych ¢&astic byly pouzity lyzac¢ni pufry
0 koncentraci 10 mM EDTA a objemu 15 pl proteinazy K. DNA byla fedéna na koncentraci
10 ng/ul. PCR produkty o velikosti 619 bp byly detegovany pomoci gelové elektroforézy
(Obrazek 14).

Obrdzek 14 PCR produkti specifickych pro rod Clostridium (619 bp)

34 %5 67 8 9101112
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Tabulka 16 PCR produktii specifickych pro rod Clostridium

. . Intenzita PCR
Bakterialni kmen 1?2;1 ]?E;I produktli

(@) (b)

C.tyrobutyricum S 18/2 3 1 +++ +

C tyrobutyricum S 5 4 2 +++ +
C. butyricumE 16 A 5 3 +++ ++
C. tyrobutyricum 580 6 4 +++ ++
C. butyricum 581 7 5 +++ +++
C. butyricum 89K25B 8 6 ++ +++
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Pokrac¢ovani Tabulky 16 PCR produktii specifickych pro rod Clostridium

. . Intenzita PCR
Bakteridlni kmen ]?;:)h ]?Sl produktt

(a) (b)

C. tyrobutyricum DSM 2637" | 9 | 7 ++ +
C. butyricum DSM 10702 10 8 + +++
DNA Standard (100 bp) 1 10 +++ +++

Negativni kontrola 211 9 - -
Pozitivni kontrola 12 | 11 +++ +++

DNA izolovana pomoci fenolové extrakce (a), magnetickych nosicl (b). Gelova elektroforéza
na 1,5% agaroze.
+, + +, + + + DNA detegovand o rizn¢ intenzité,
— DNA nebyla detegovana

U vSech kment klostridii byl detegovan specificky produkt PCR o velikosti 619 bp.
Intenzivnéj$i amplikony byly detegovany u DNA izolované metodou fenolové extrakce nez
pomoci magnetickych ¢astic.

5.6. PCR s primery pro denaturaéni gradientovou elektroforézu

Byla provedena PCR s primery Chis150f, Clostlr pro DGGE obsahujici GC svorku podle
Hung®!, kter4 zabraiiuje odd&leni obou fetdzct DNA v gradientu gelu. PCR byla provedena se
vSemi testovanymi kmeny. DNA byla izolovana z hrubého lyzatu bunék pomoci lyzaénich
roztokt o koncentraci 10 mM EDTA a objemu 10 ul proteinazy K metodou fenolové extrakce
a hrubého lyzatu bun€k pomoci lyzacnich roztoki o koncentraci 10 mM EDTA a objemu
15 ul proteinazy K pomoci magnetickych ¢astic. DNA byla fedéna na koncentraci 10 ng/ul.
PCR produkty o velikosti 540 bp byly detegovany pomoci gelové elektroforézy (Obrazek 15).

Obrazek 15 PCR produktii pro DGGE (540 bp)

162" 3" "4 75 "ghaz’ 8 -9 10 1t 12 13 14 15
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Pokracovani Obrazku 15 PCR produktit pro DGGE
1 @2 r el 54 905 4y 80084, 20, 3 12._13 14 .15
b)

E

-

bdas

Tabulka 17 PCR produktit pro DGGE

Intenzita PCR
Bakterialni kmen B¢h produktli
(@) (b)
C.tyrobutyricum S 18/2 1 +++ +++
C tyrobutyricum S 5 2 +++ +++
C. butyricumE 16 A 3,9 | +H/++ | ++/++
C. tyrobutyricum 580 4,10 | ++/++ +/+
C. butyricum 581 5 11| ++/++ +/+
C. butyricum 89K25B 6,12 | ++/++ | ++/++
C. tyrobutyricum DSM 2637 7 +++ +++
C. butyricum DSM 10702 8,13 | +/+ +/+
DNA Standard (100 bp) 15 ++ +++
Negativni kontrola 14 — —

DNA izolovana pomoci magnetickych nosict (a), fenolové extrakce (b). Gelova elektroforéza
na 1,5% agardze
+, + +, + + + DNA detegovana o rizné intenzitg,
— DNA nebyla detegovéana

Byl detegovan specificky produkt PCR o velikosti 540 bp Vv ruznych intenzitach
ujednotlivych druhtt klostridii. U druhd Clostridium tyrobutyricum byly detegovany
intenzivnéj§i amplikony v porovnani s druhem Clostridium butyricum. V porovnani obou
metod izolace byly detegovany intenzivngjs$i amplikony u izolace pomoci magnetickych
¢astic nez u metody fenolové extrakce.

5.7. Denaturac¢ni gradientova elektroforéza

Produkty PCR obsahujici GC svorku pfipravené v PCR pro denatura¢ni gradientovou
elektroforézu byly rozdéleny v 6% polyakrylamidovém gelu v gradientu denaturacnich ¢inidel
(Obrazek 16). Podle intenzity produkti PCR (viz Obrazek 15) bylo naneseno do komdrek
Vv gelu rizné mnozstvi produktt PCR. Intenzivnéjsi produkty PCR byly naneseny v mnozstvi
15 ul a 5 pl nanéseciho pufru, méné intenzivni produkty v mnozstvi 30 pl a 10 pl nanéaseciho
pufru.
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Obrazek 16 Denaturacni gradientova elektroforéza bakterii rodu Clostridium v 6 %
polyakrylamidovém gelu

Tabulka 18 Denaturacni gradientova elektroforéza bakterii rodu Clostridium

Kmen Bé¢h | Intenzita produktd PCR
C.tyrobutyricum S 18/2 2,3 +++
C tyrobutyricum S 5 4,5 +++
C. tyrobutyricum DSM 26377 | 6, 7 +H+
Pozitivni kontrola 1 +

+,++,+++ DNA detegovana o rtizné intenzit¢;
— DNA nebyla detegovana

Pomoci denaturaéni gelové elektroforézy byly detegovany intenzivni amplikony u druht
Clostridium tyrobutyricum. Porovnanim obou metod izolace DNA byly detegovany
amplikony stejné intenzity u metody fenolové extrakce i pomoci magnetickych ¢astic. Jako
pozitivni kontrola byla pouzita smés produktii PCR druhi C. tyrobutyricum DSM 26377 a
C. butyricum DSM 10702, ktera vytvofila 2 bandy (Obrazek 16 béh 1).
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6. DISKUZE

6.1. Kultivace bakterii rodu Clostridium

Bakterialni kmeny druha Clostridium tyrobutyricum a Clostridium butyricum byly vybrany
k testovani Vv diplomové praci zduvodd vyskytu komplikaci béhem izolace DNA
v predchozich experimentech. Diivodem téchto komplikaci byla izolace degradované DNA,
pravdépodobné Cinnosti vnitrobunénych nukledz degradujicich DNA. Cilem prace bylo
izolovat DNA v kvalité vhodné pro PCR. Bakterie rodu Clostridium testované v diplomové
praci byly kultivovany za anerobnich podminek podle prace Tima a kol.**. B&hem kultivace
byl v kultiva¢nich zkumavkach pozorovan vznik bublinek plynu u kmend Clostridium
tyrobutyricum a Clostridium butyricum popsany v literatute ** *. Buiiky byly podrobeny lyzi
a Z hrubych lyzat bungk byla izolovana DNA podle Sambrooka®’.

6.2. Vliv koncentrace EDTA vlyzaénim roztoku na kvalitu a mnoZstvi
izolované DNA

U bakterii rodu Clostridium testovanych v diplomové praci byl sledovan vliv koncentrace
EDTA v lyza¢nim roztoku na kvalitu a mnozstvi izolované DNA. Obecn¢ lze piedpokladat,
ze ¢im vyssi koncentrace EDTA v lyzacnim roztoku, tim by se mélo dosahnout kvalitnéjsi
DNA o vyssi koncentraci. EDTA v lyzaénim roztoku vyvazovala kationy nezbytné pro
aktivaci nukleaz, které zptsobovaly degradaci DNA. Byla testovana série lyzacnich roztokt
0 koncentraci EDTA 5, 10, 15 a 20 mM a byla stanovena nejvyhodnéjsi koncentrace EDTA.

DNA z vybranych kmenu bakterii rodu Clostridium byla dale izolovana pomoci fenolové
extrakce. Koncentrace DNA se pohybovaly v rozmezi od 264 — 746 ng/ul (viz Tabulka 8).
Nejvyssich hodnot koncentraci izolované DNA bylo dosazeno pii pouziti 20 mM EDTA
Vv lyza¢nim roztoku (viz Graf 1) Koncentrace 10 mM EDTA v lyza¢nim roztoku poskytovala
druhé nejvyssi hodnoty stanovenych koncentraci DNA v porovnani s ostatnimi. U koncentraci
5 a 15mM EDTA byla naméfena niz§i koncentrace DNA. Druh Clostridium butyricum
E 16 A poskytoval nejvyssi hodnoty koncentraci izolované DNA (viz Graf 2). Na kvalitu
DNA stanovenou pomérem absorbanci Ajsonm/Azsonm mél nejlepsi vliv lyzaéni roztok o
koncentraci EDTA 10 mM (viz Graf 3). Hodnoty poméru Aggonm/Azsonm byly V rozmezi
1,40 — 1,78 (viz Tabulka 8).Vyssi koncentrace EDTA v lyza¢nim roztoku 15 a 20 mM mély
horsi vliv na ¢istotu izolované DNA. Divodem mohlo byt vyvazani vSech kationti ve vzorcich
i takovych, které jsou dilezité pro enzymy katalyzujici proces lyze jako jsou lysozym a
proteinaza K% Celkové hodnoty pomérit Azsonm/Azsonm byly nizsi nez jsou obvyklé u Cisté
DNA. Optimalni pomér Azeonm/Azgonm j€ Mezi 1,8 — 2,0. Nizsi hodnoty pomért mohly byt
zpusobeny vysSS§im obsahem proteinit V testovanych vzorcich. Izolovana DNA byla
detegovana pomoci gelové elektroforézy (viz Obrazek 10). DNA izolovana pomoci lyzacniho
roztoku o koncentraci EDTA 10 mM poskytla nejintenzivnéjsi bandy a byla zvolena jako
nejvyhodnéjsi.

DNA z vybranych kmenu bakterii rodu Clostridium byla izolovana pomoci magnetickych
castic. Na rozdil od izolace metodou fenolové extrakce bylo pouzito 4x niz§i mnozstvi
hrubych lyzati bunck. NejvysSich hodnot koncentraci izolované DNA bylo dosazeno pfi
mnozstvi 10 MM EDTA v lyza¢nim roztoku (viz Graf 4). Ostatni mnozstvi EDTA v lyza¢nim
pufru poskytly podobné hodnoty koncentraci izolované DNA (viz Graf 4). Koncentrace DNA
se pohybovaly v rozmezi 17 — 86 ng/ul (viz Tabulka 9). Druh Clostridium butyricum E 16 A
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vykazoval nejvyssi hodnoty koncentraci izolované DNA (viz Graf 5). Na kvalitu izolované
DNA stanovenou pomérem absorbanci Azgonm/Azgonm mMEl0 nejlepsi vliv mnozstvi 5 mM
EDTA v lyza¢nim pufru (viz Graf 6). Hodnoty poméru Azsonm/Azsonm byly Vv intervalu hodnot
1,31 — 1,70 (viz Tabulka 9). U izolace DNA pomoci magnetickych ¢astic bylo vybrano
mnozstvi 10 MM EDTA v lyzaénim pufru jako nejvyhodnéjsi s ohledem na kvalitu a
mnozstvi izolované DNA z testovanych kmeni klostridii. Z diivodu nizsich vytézki DNA
v porovnani s fenolovou extrakci nebyla DNA izolovana pomoci magnetickych ¢astic
podrobena gelové elektroforéze za ucelem kontroly jeji intaktnosti.

6.3. Vliv mnoZzstvi proteinazy K v lyza¢nim roztoku na kvalitu a koncentraci
izolované DNA

Béhem lyze bunck byl sledovan i vliv mnozstvi proteindzy K Vv lyzacnim roztoku na
kvalitu a koncentraci izolované DNA. Byl pfedpokladan zvySeny obsah proteinti a pfitomnost
nukledz degradujicich DNA. Piedpokladalo se, ze vyssi koncentrace proteinasy K v lyza¢nim
roztoku zvysi koncentraci a zlepsi kvalitu izolované DNA. Byly pfipraveny lyza¢ni roztoky 0o
celkovém mnozstvi proteindzy K5, 10, 15 a 20 ul a byl stanoven nejvyhodnéjsi objem
proteinazy K.

DNA byla izolovana metodou fenolové extrakce. Mnozstvi 15 a 20 pl proteinazy K
V lyza¢nim roztoku mélo lep$i vliv na velikost hodnot koncentraci izolované DNA
v porovnanim s 5 a 10 ul proteinazy K (Graf 7). Koncentrace DNA se pohybovaly v rozmezi
127 — 376 ng/ul (viz Tabulka 12). Pii objemu 15 ul proteinazy K v lyzaéni smési bylo
dosazeno nejvyssich hodnot koncentraci izolované DNA (Graf 7). Druhy Clostridium
butyricum E 16 A a Clostridium tyrobutyricum 580 poskytovaly nejvyssi hodnoty koncentraci
izolované DNA mezi testovanymi kmeny (Graf 8). Nejlepsi vliv na kvalitu izolované DNA
mél objem 10 pl proteindzy K v lyzacni pufru (viz Graf 9). Hodnoty pomért absorbanci
Aogonm/Azgonm S€ pohybovaly v rozmezi 1,45 — 1,96 (viz Tabulka 12). U objema 15 a 20 ul
byly naméfeny nizs$i hodnoty pomérti Azgonm/Azsonm. 1zolovana DNA byla podrobena gelové
elektroforéze (viz Obrazek 11); izolovana DNA nejevila stopy degradace. Nejintenzivngjsi
bandy byly detegovany u objemu 10 pl proteinazy K v lyza¢nim pufru.

Z vybranych kmenu bakterii rodu Clostridium byla izolovana DNA pomoci magnetickych
¢astic. Bylo pouzito 4% niz8i mnozstvi hrubych lyzati buné€k neZ pfi izolaci metodou fenolové
extrakce. NejvySSich hodnot koncentraci izolované DNA bylo dosaZeno pfi mnozstvi 10 pl
proteinazy K v lyza¢nim pufru (viz Graf 10). Koncentrace DNA se pohybovaly v rozmezi
19,75 — 100 ng/ul (viz Tabulka 14). Bylo zjisténo, ze hodnoty koncentraci DNA byly u vSech
analyzovanych kmenti podobné (viz Graf 11). Na kvalitu izolované DNA stanovenou
pomérem absorbanci Azgonm/Azgonm MEl nejlepsi vliv objem 15 ul proteinazy K v lyza¢nim
pufru (viz Graf 12). Hodnoty poméru Azsonm/Azsonm DYly Vv intervalu hodnot 1,52 — 1,84
(viz Tabulka 14). Jako nejvyhodnéjsi mnozstvi proteinazy K, pii izolaci DNA pomoci
magnetickych ¢astic bylo zvoleno mnozstvi 15 ul proteinazy K v lyza¢nim pufru s ohledem
na kvalitu a koncentraci izolované DNA. Z divodu nizSich vytézki DNA v porovnani
s fenolovou extrakci nebyla DNA izolovand pomoci magnetickych ¢éastic podrobena gelové
elektroforéze za ucelem kontroly jeji intaktnosti. Vyjimkou byly vzorky DNA jejichz lyze
probihala pfi koncentraci 10 mM EDTA a objemu 10 pl proteinazy K v lyza¢nim pufru.
Gelovou elektroforézou byly detegovany 3 druhy (viz Obrazek 12 a Tabulka 13) bez stop
degradace. Koncentrace detegovanych vzorkti DNA se pohybovaly v rozmezi 78 — 100 ng/pul.
Na gelu nebyla detegovana RNA.

54



6.4. PCR s primery specifickymi pro doménu Bacteria a rod Clostridium

Intaktnost izolované DNA byla provéiena v PCR reakci s primery F_eub a R_eub pro
doménu Bacteria podle Haarmanové 2°. U viech kmeni klostridii byl detegovéan intenzivni
produkt PCR o velikosti 466 bp (Obrazek 13).

Dale byla provedena rodoveé specifickd PCR pro rod Clostridium s primery F1 a F2 podle
Rekha®. Bylo potvrzeno, ze testované kmeny patii do rodu Clostridium. Byl detegovan
specificky produkt PCR o velikosti 619 bp (Obrazek 14).

6.5. PCR pro denaturacni gelovou elektroforézu

Byla provedena PCR pro denatura¢ni gelovou elektroforézu. Pomoci primerd Chis150f a
Clostlr obsahujicich GC svorku byla amplifikovana oblast r16S DNA spolecna pro vSechny
bakterie rodu Clostridium podle Hung®. Pomoci gelové elektroforézy v 1,5% gelu byly
detegovany produkty PCR rizné intenzity o velikosti 540 bp (viz Obrazek 15).
Nejintenzivnéj$i amplikony byly detegovany u kment C. tyrobutyricum S 18/2,
C. tyrobutyricum S 5 a C. tyrobutyricum DSM 26377 (viz Obrazek 15).

PCR pro DGGE byl provedena s DNA izolovanou metodou fenolové extrakce a pomoci
magnetickych ¢astic. Produkty PCR, jejichz vychozi DNA byla izolovana pomoci
magnetickych ¢astic, poskytovaly amplikony o vyssi intenzité v porovnani s metodou
fenolové extrakce, kromé& druht C.tyrobutyricum S 18/2, C. tyrobutyricum S5 a C.
tyrobutyricum DSM 2637, u kterych byly intenzity amplikoni srovnatelné.

6.6. Denaturacni gradientova elektroforéza

Produkty PCR obsahujici GC svorku byly separovany v gradientu gelu denaturacnich
&inidel (mocovina, formamid) podle Hung™. V DGGE byly detegovéany intenzivni bandy
ukment C. tyrobutyricum S 18/2, C. tyrobutyricum S5 a C. tyrobutyricum DSM 2637"
(viz Obrazek 16).

Testovana DNA byla izolovana metodou fenolové extrakce a pomoci magnetickych castic.
Byly detegovany bandy o stejné intenzit¢ u obou metod izolace DNA (Obrazek 16). Obé
metody izolace DNA poskytovaly srovnatelné vysledky.

55



7. ZAVER

V diplomové praci bylo analyzovano 8 kment bakterii rodu Clostridium izolovanych ze
syra s vadou pozdniho dufeni. U testovanych kment se nedafilo v pfedchozich experimentech
izolovat DNA ve vhodné kvalité, dochdzelo k jeji degradaci. Degradace DNA byla
pravdépodobné zplisobend piitomnosti vnitrobunéénych nukledz. Cilem prace bylo
optimalizovat postup lyze bunék a minimalizovat vliv vnitrobunéénych inhibitori na
degradaci DNA. Intaktnost izolované DNA byla ovéfena pomoci PCR. Druhové rozliSeni
bylo provedeno pomoci denaturacni gradientové elektroforézy.

Pfi optimalizaci postupu lyze bunék byl sledovan vliv koncentrace EDTA a
proteinazy K v lyzaénim pufru na mnozstvi a kvalitu izolované DNA. Poté byla DNA
izolovana metodou fenolové extrakce a pomoci magnetickych castic. V zavislosti na mnozstvi
a kvalit¢ DNA byly stanoveny nejvhodnéjsi koncentrace EDTA a proteinazy K v lyzacnim
pufru. Pro izolaci metodou fenolové extrakce byla zjiSténa jako nejvyhodnéjsi koncentrace
10 mM EDTA a 10 ul proteinazy K. U izolace DNA pomoci magnetickych castic byla
zjiSténa jako nejvhodnéjsi koncentrace 10 mM EDTA a 15 pl proteindzy K.

Intaktnost izolované DNA byla ovétena pomoci PCR pro doménu Bacteria, pii které byl
detegovan specificky produkt PCR u vSech testovanych kment. Byla provedena PCR
specificka pro rod Clostridium, byl detegovan specificky produkt PCR u vS§ech analyzovanych
kment.

Byla provedena PCR s primery obsahujici GS svorku pro denaturaéni gradientovou
elektroforézu (DGGE). U vSech testovanych kmenti byly pomoci PCR Vv uspofddani pro
DGGE detegovany produkty PCR. Pomoci denaturacni gradientové elektroforézy byly
3 kmeny urceny jako Clostridium tyrobutyricum.

Z porovnani izola¢nich metod DNA - fenolové extrakce a izolace pomoci magnetickych
¢astic - bylo zjisténo, Ze obé metody poskytuji srovnatelné vysledky.
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9. PRILOHY

Vysledky diplomové prace byly prezentovany formou posteru a ve sborniku abstrakti byl
publikovan abstrakt.

Konference Vyziva, potraviny a zdravy zivotni styl (14. - 15. 4. 2012) Brno

SEDLACEK, Z., GREGUSOVA, B., SPANOVA, A., RITTICH, B. Izolace a identifikace
nepatogennich druhii klostridii izolovanych ze syri. In: Shornik abstraktii predndsek a
plakatovych sdelent konference. Brno: NutriAcademy, 2012, s. 20. ISBN 978-80-87502-05-1.

Nedodrzenim spravnych technologickych postupti pii vyrobé polotvrdych syri, mutze
dochazet ke vzniku vady nazyvané pozdni dufeni syri. Pficinou vzniklé vady jsou
plynotvorné bakterie rodu Clostridium. Tyto bakterie jsou charakteristické produkci oxidu
uhli¢itého, vodiku a kyseliny maselné, ktera udéluje vyrobkiim nepfijemnou vini a chut’.
Vodik produkovany biologickymi Ciniteli za vyuziti dostupnych substratl je predmétem
mnoha studii. Vyznamnych vytézkt vodiku dosahuji ptedev§im druhy C. #yrobutyricum a C.
Butyricum, které jsou schopny vyuzit Siroké pole substrati. Metody rychlé a piesné
identifikace bakterii jsou zddané v potravinaiském pramyslu pti mikrobiologickém testovani
vyrobkl, ale nachéazi uplatnéni i v biotechnologickych aplikacich naptiklad u sledovani
bakterialniho sloZeni v bioreaktorech. Tyto metody jsou zaloZzené na izolaci intaktni
bakterialni DNA a identifikaci podle délky specifického fragmentu amplifikovaného béhem
polymerazové fetétové reakce.

Cilem prace je izolace a identifikace bakteridlni DNA o kvalité vhodné pro pouziti v PCR
reakci. DNA 6 kment bakterii rodu Clostridium, které jsou testovany v praci, byla pfi
tradi¢nich izolacich degradovana a obtizné detekovatelna v PCR.. Cilem bylo optimalizovat
pribéh lyze bunck a metody purifikace DNA tak, abychom zabranili degradaci. Strategii bylo
najit vhodné mnozstvi EDTA a proteinazy K v lyzacnich pufrech, pro dosaZeni co nejvyssiho
vytézku relativné intaktni DNA. Vedle metody fenolové extrakce byla provedena izolace
pomoci magnetickych ¢astic. Takto pfipravena DNA, byla detekovdna pomoci gelové
elektroforézy, kvantifikovana spektrofotometricky a testovana v polymerazové tetézové
reakci.

Mnozstvi EDTA v lyza¢nim pufru nemélo vyznanmny vliv pro izolaci, zatimco mnozstvi
proteinazy K vlyzaénim pufru ovliviiovalo vytéznost DNA. Byly upraveny objemy
komponent u fenolové extrakce a izolace pomoci magnetickych castic pro zlepsSeni vytéznosti
a Cistoty izolované DNA. Gelova elektroforéza detekovala DNA v koncentracich 100 ng/ pl a
vysSich. Pro druhové rozliSeni DNA izolované z bakterii testovanych v praci, byla DNA
podrobena denaturacni gradientové elektroforéze.

Kli¢ovd slova: C. butyricum, C. Tyrobutyricum, EDTA, proteinaza K, DNA, PCR



IZOLACE DNA A IDENTIFIKACE NEPATOGENNICH DRUHU
KLOSTRIDII IZOLOVANYCH ZE SYRU
DNA ISOLATION AND IDENTIFICATION OF NONPATHOGENIC
SPECIES OF CLOSTRIDIA ISOLATED FROM CHEESES
Zbynék Sedladek, Barbora Gregudova, Alena ﬁpanow’t, Bohuslav Rittich

Vysoké uceni technické v Brné, Fakulta chemicka, Ustav chemie potravin a biotechnologii,
Purlvitova 118, 61200 Brio

Uvod:

Roeséhly rod Clostridium je zastoupen v nejrizngjdich Ml Obr. 1.
slofkich prostfedia fada kmend se miife vyskytovat za
urditych podminek i v potravinich. Viskyt bakterii rodd
Clostridinm v potravinach je neZidouci, proto je dllefité

DNA izolované pomoci fenolové | Obr 4. PCR produktl specifickych pro rod
extrakee — vliv koncentrace EDTA  Gelova || Clostridium (619 bp), DNA izolovand
elektroforéza na 0.8% agardze. pomoci fenolové extrakee(a). magnetickych

TN nosiét (b). Gelova elektroforéza na 1,3%

sledovat slofeni potravin a provadét pravidelna stanoveni
kvality,. K identifikaci  bakterii slouzi  molekulamé
diagnostické metody, pfedeviim polymerizova fetézové
reakce (PCR). Pro Gsp@iny pribéh reakee je nutné izolovat
DNA o dostateéné kvalité, Pii identifikaci ndkterych kmend
klostridii izolovanych z potravin se v pribthu PCR
vyskytuji komplikace, napi, degradace DNA nebo zviydend
mmnodstvi proteind. Z divodi ziskani DNA o kvalité vhodné
pro pouditi v PCR byly optimalizovany postupy 1zolace
DNA Bylo vybrano § kmend, jejich? DNA byla pfi izolaci
degradovand  pravdépodobng  dinnostl  vnitrobundénych
nukledz.

Cil prace:

Cilem prace bylo izolovat DNA v kvalité vhodné pro PCR
z § vybranych kmen( rodu Clostridinm izolovanych ze
syrl. Bylo optimalizovine slofeni roztokl poufivangch pii
Iyzi bunék, zejména mnoZstvi EDTA a proteindzy K. DNA
byla izolovana fenolovou extrakei a pomoei magnetického
nosife a byla pouZita v PCR. Produkty PCR byly
separoviny  denaturatni gradientovou gelovou
elektroforézou (DGGE) za tdelem druhové identifikace
kment.

Metody:

Buriky byly kultivovéiny za anaerobnich podminek po dobu
18 hodin Po kultivaci byla promdfena optickd hustota
bunék. Byla provedena lyze bundk plsobenim lyzacnich
roztok( cbsahujicich riznou koneentraci EDTA (5, 10, 15 a
20 mM), proteindzy K (100 pg/ml) v rlznych objemech (3,
10, 15 a 20 pl), SDS a lysozymu. DNA byla 1zelovana z
hrubého  lyzatu bundk pomoci fenolové extrakee &
magnetickych nositl. Eoncentrace izolované DNA byla
méfena pomoci pistroje Nanophotometr. Izolovand DNA
byla vizualizovéna pomoci agardzové gelové elektroforézy
{0,8% agarozovy gel) po obarveni ethidium bromidem a
detegovana pod UV svétlem. DNA byla fedéna na
koncentraci 10 ng/ul a testovina v PCR. Detekee produktd
PCR  byla provedena pomoel agardzové pelovd
elektroforézy na 1,5% gelu [3] a DGGE na 6%

Vysledky a diskuze:

Byl sledovan vliv koncentrace EDTA a proteinazy K na
koneentract a kvalitu izolované DNA. DNA o nejvy$si
koncentraci a &istoté byla izolovana pomoci roztoku EDTA
o 10 mM koneentraei (Obr. 1.} Proteindza K byla pouZita v
mnoZstvi 10 ul pro viechny koncentrace EDTA. PH
sledovani vlivu mnozstvi proteinazy K na koncentraci a
Gistotu izolované DNA byl pouzit pufr o 10 mM
koncentract EDTA. Nejvy3$i koncentrace a &istoty DINA
bylo dosaZeno pii poufitl 10 pl proteindzy K (Obr. 2).
Amplifikovatelnost DNA byla ovéfena pomoct PCR s
primery R_eub a F_eub specifickymi pro doménu Bacteria
[1]. Produkty PCR byly detegovany u vSech 8 kmenii (Cbr,
3.). Byla provedena rodové specificka PCR s primery F1 a
F2 [2]. PCR produkty byly detegovany ve viech vzorcich
{Obr. 4). Byla provedena PCR. s primery Chis150f a Clostlr
obsahujici GC svorku [4){Obr. 5). Druhové identifikace
byla provedena pomoci DGGE (Obr. 6). Dva kmeny byly
wentifikovany jake C. twrobufyricum a th kmeny jako C.
butyricum

agaroze.

DNA

5mM EDTA
12345678

10mM EDTA
1273456718

DNA

15mM EDTA 20 mM EDTA

Beh &, 1-8 DNA bakteril vodu Clostrick

Obr. 2. DNA izolovand pomoci fenolové

extrakee — vliv mnozstvi protemazy K. Gelova W Beh & 3-10() 1-8(b) DNA 8 kmenl rodu

elektroforéza na 0.8% agardze. Clostridiunr, & 2,11(z) & 9(b) Negativni kontrola;
&.1(a) 10(b) DNA standard; €, 11(3) 12(b) Pozitivid
kontrola

Obr, 5. PCR produkti uréenych pro separaci

pomoci DGGE (540 bp). Gelovd
elekioforéza na 1,5% agardze,

Sl protemazy K 2-0}1i proteind

Béh & 1-6 DNA 8 kmenll rodu Clostridium, & ¢
DNA standard;, ¢ 7,8 Poztivni kentrola; & 10
Nepativni kontrola

Beh &, 1-8 DNA bakterif vodu Clostricde =

Obr. 3. PCR produkti specifickych pro doménu
Bacteria (466bp). Gelova elektroforéza na 1,5%
agaroze.

Beh ¢ 1.8 Smés C. rprodutyricaan DSM 2637 2 C.
butyriceim DSM 10702, &3 negativni kontrola; &
2-4 kmeny rodu Clostridian, & 6 C. fyrobutyricion
Béh & 1-6 DNA 8 kmenl rodu Clostridium, &7 DNA l sy 2637, 5.7 C. Butyrician DSM 10702

standard; & 89 Pozitvai kontrola, & 10 Negativhi T o porobusricims. B- ©. Butsricum

kontrcla i
Zidvér:
Byl optimalizovén postup izolace DNA z hrubych lyzatd bunék druhli Clostriditm butyrictm
a Clostridium tyrobutyricun. Byla izolovana DNA o kvalitd vhodné pro PCR. V DGGE bylo
druhove identifikoviny 3 kmeny jako Clostridinm butyricum a 2 kmeny jako Clostriditm
tyrabutyricum.
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Abstrakt:

Nedodrzenim spravnych technologickych postupt pii vyrobé polotvrdych syrt, muze
dochazet ke vzniku vady nazyvané pozdni dufeni syrt. Pfi¢inou vzniklé vady jsou
plynotvorné bakterie rodu Clostridium. Tyto bakterie jsou charakteristické produkei oxidu
uhli¢itého, vodiku a kyseliny maselné, ktera udé€luje vyrobkiim nepiijemnou vini a chut.
Vodik produkovany biologickymi Ciniteli za vyuziti dostupnych substratii je predmétem
mnoha studii. Vyznamnych vytézkl vodiku dosahuji ptedev§im druhy C. tyrobutyricum a C.
butyricum, které jsou schopny vyuzit Siroké pole substratd. Metody rychlé a presné
identifikace bakterii jsou Zadané v potravinaiském primyslu pii mikrobiologickém testovani
vyrobkl, ale nachazi uplatnéni i v biotechnologickych aplikacich naptiklad u sledovani
bakteridlniho slozeni v bioreaktorech. Tyto metody jsou zalozené na izolaci intaktni
bakterialni DNA a identifikaci podle délky specifického fragmentu amplifikovaného béhem
polymerazové fetétové reakce.

Cilem prace je izolace a identifikace bakteridlni DNA o kvalit¢ vhodné pro pouziti v PCR
reakci. DNA 6 kment bakterii rodu Clostridium, které jsou testovany v praci, byla pfi
tradi¢nich izolacich degradovana a obtizné detekovatelna v PCR.. Cilem bylo optimalizovat
pribeh lyze bunék a metody purifikace DNA tak, abychom zabranili degradaci. Strategii bylo
najit vhodné mnozstvi EDTA a proteindzy K v lyza¢nich pufrech, pro dosazeni co nejvyssiho
vytézku relativné intaktni DNA. Vedle metody fenolové extrakce byla provedena izolace
pomoci magnetickych ¢astic. Takto pfipravena DNA, byla detekovana pomoci gelové
elektroforézy, kvantifikovana spektrofotometricky a testovana v polymerazové fetézové
reakci.

Mnozstvi EDTA v lyza¢nim pufru nemélo vyznanmny vliv pro izolaci, zatimco mnozstvi
proteinazy K v lyzaénim pufru ovliviiovalo vytéZznost DNA. Byly upraveny objemy
komponent u fenolové extrakce a izolace pomoci magnetickych castic pro zlepseni vytéznosti
a Cistoty izolované DNA. Gelova elektroforéza detekovala DNA v koncentracich 100 ng/ ul a
vysSich. Pro druhové rozliSeni DNA izolované z bakterii testovanych v praci, byla DNA
podrobena denaturacni gradientové elektroforéze.

Kracové slova: C. butyricum, C. Tyrobutyricum, EDTA, proteinaza K, DNA, PCR

1. Uvod
Rozsahly rod Clostridium je zastoupen v nejriznéjsich slozkach prostiedi.a fada kmenti se
muze vyskytovat za urCitych podminek i v potravinach. Vyskyt bakterii rodi Clostridium v
potravindch je nezadouci, proto je dilezité sledovat sloZeni potravin a provadét pravidelna
stanoveni kvality. K identifikaci bakterii slouzi molekularné diagnostické metody - piredevsim



polymerdzova tetézova reakce (PCR). Pro uspésny pribeh reakce je nutné izolovat DNA o
dostatecné kvalité. Pii identifikaci nékterych kmenta klostridii izolovanych z potravin se v
pribéhu PCR vyskytuji komplikace, napt. degradace DNA nebo zvySené¢ mnozstvi proteind.
Z divodl ziskani DNA o kvalité vhodné pro pouziti v PCR byly optimalizovany postupy
izolace DNA. Bylo vybrano 8 kmeni, jejichz DNA byla pfi izolaci degradovana
pravdépodobné Cinnosti vnitrobunéénych nukleaz.

Cilem prace bylo izolovat DNA v kvalit¢ vhodné pro PCR z 8 vybranych kmeni rodu
Clostridium izolovanych ze syrii. Bylo optimalizovano slozeni roztokli pouzivanych pfi lyzi
bunck, zejména mnozstvi EDTA a proteindzy K. DNA byla izolovana fenolovou extrakei a
pomoci magnetického nosi¢e a byla pouzita v PCR. Produkty PCR byly separovany
denaturacni gradientovou gelovou elektroforézou (DGGE) za ucelem druhové identifikace
kmeni.

2. Material a metody

Bunky byly kultivovany za anaerobnich podminek po dobu 18 hodin. Po kultivaci byla
proméiena opticka hustota bun¢k. Byla provedena lyze bunék piisobenim lyzacnich roztokl
obsahujicich rGznou koncentraci EDTA (5, 10, 15 a 20 mM), proteinazy K (100 pg/ml) v
riznych objemech (5, 10, 15 a 20 pl), SDS a lysozymu. DNA byla izolovéana z hrubého lyzatu
buncék pomoci fenolové extrakce a magnetickych nosicl. Koncentrace izolované DNA byla
meéfena pomoci piistroje Nanophotometr. Izolovand DNA byla vizualizovana pomoci
agarozové gelové elektroforézy (0,8% agardzovy gel) po obarveni ethidium bromidem a
detegovana pod UV svétlem. DNA byla fedéna na koncentraci 10 ng/ul a testovana v PCR.
Detekce produkti PCR byla provedena pomoci agardzové gelové elektroforézy na 1,5% gelu
[3] a DGGE na 6% polyakrylamidovém gelu [4].

3. Vysledky a diskusia

DNA byla izolovana z bakterii rodu Clostridium. Testovany byly kmeny C.tyrobutyricum
S 18/2, C. tyrobutyricum S 5, C. butyricum E 16 A, C. tyrobutyricum 580, C. butyricum 581 a
C. butyricum 89K25B. Jako pozitivni kontroly byly pouzity sbirkové kmeny C tyrobutyricum
DSM 2637 a C. butyricum DSM 10702.
Byl sledovan vliv koncentrace EDTA a proteindzy K na koncentraci a kvalitu izolované
DNA.
Amplifikovatelnost DNA byla ovéfena v PCR. Kmeny byly druhové rozliseny v DGGE.



3.1 Vliv koncentrace EDTA v lyza¢nim roztoku na kvalitu a mnoZstvi izolované DNA

Obr. 1: DNA izolované pomoci fenolové extrakce — vliv koncentrace EDTA. Gelova
elektroforéza na 0,8% agardze.
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DNA o nejvyssi koncentraci a Cistot¢ byla izolovana pomoci roztoku EDTA o 10 mM

koncentraci (Obr. 1.). Proteindza K byla pouzita v mnozstvi 10 pl pro vSechny koncentrace
EDTA.

3.2 Vliv mnoZstvi proteinazy K v lyza¢nim roztoku na kvalitu a mnoZstvi izolované
DNA

Obr. 2: DNA izolovana pomoci fenolové extrakce — vliv mnozstvi proteinazy K. Gelova
elektroforéza na 0,8% agardze.
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Pti sledovani vlivu mnozstvi proteinazy K na koncentraci a Cistotu izolované DNA byl
pouzit pufr o 10 mM koncentraci EDTA. Nejvyssi koncentrace a Cistoty DNA bylo dosazeno
pti pouziti 10 ul proteinazy K (Obr. 2).

3.3. PCR s univerzalnimi primery pro doménu Bacteria

Obr. 3 PCR produktii specifickych pro doménu Bacteria (466bp). Gelova elektroforéza na
1,5% agaréze.
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Amplifikovatelnost DNA byla ovéfena pomoci PCR s primery R eub a F eub
specifickymi pro doménu Bacteria [1]. Produkty PCR byly detegovany u vSech 8 kmeni
(Obr. 3.).



3.4. Rodové specificka PCR pro rod Clostridium

Obr. 4: PCR produktt specifickych pro rod Clostridium (619 bp), DNA izolovana pomoci
fenolové extrakce(a), magnetickych nosict (b). Gelova elektroforéza na 1,5% agardze.
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Byla provedena rodové specificka PCR s primery F1 a F2 [2]. PCR produkty byly
detegovany ve vsech vzorcich (Obr. 4).

3.5. PCR pro denaturacni gradientovou gelovou elektroforézu (DGGE)

Obr. 5: PCR produktd urc¢enych pro separaci pomoci DGGE (540 bp). Gelova elektoforéza
na 1,5% agardze.
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Byla provedena PCR s primery Chis150f a Clostlr obsahujici GC svorku [4] (Obr. 5).
DNA vsech kmeni byla amplifikovana.



3.5. Denaturacni gradientova gelova elektroforéza (DGGE)

Obr. 5: Denatura¢ni gradientova elektroforéza produkti PCR
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Béh ¢. 1,8 Smeés C. tyrobutyricum DSM 2637 a C. butyricum DSM 10702; €.5 negativni
kontrola; ¢. 2-4 kmeny rodu Clostridium, ¢. 6 C. tyrobutyricum DSM 2637; ¢. 7 C. butyricum
DSM 10702

T- C. tyrobutyricum, B- C. butyricum

Druhové identifikace byla provedena pomoci DGGE (Obr. 6). Dva kmeny byly
identifikovany jako C. tyrobutyricum a tfi kmeny jako C. butyricum.

4. Zavér

Byl optimalizovan postup izolace DNA z hrubych lyzatd bunc¢k druhi Clostridium
butyricum a Clostridium tyrobutyricum. Byla izolovana DNA o kvalit¢ vhodné pro PCR. V
DGGE bylo druhové identifikovany 3 kmeny jako Clostridium butyricum a 2 kmeny jako
Clostridium tyrobutyricum.
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