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ABSTRAKT

Prace byla zamérena na molekularni charakterizaci 42 bakterialnich kmend rodu Clostridium.
DNA byla izolovana fenol-chloroformovou extrakci a vysrazena ethanolem. Poté byla
provedena rodova a druhova identifikace studovanych kmenu. Ze 42 testovanych kmen(
bylo 19 z nich zafazeno do druhu Clostridium tyrobutyricum a 3 byly zafazeny do druhu
Clostridium butyricum. DNA v8ech kmenl byla testovana metodou PCR se specifickymi
primery HGf a HGr na pfitomnost genu pro hydrogenazu hydA. U 21 vzorkud byla prokazana
pfitomnost genu kodujicich uvedenou hydrogenazu. Pro vytvoreni fingerprintovych profila
studovanych kmenu byly pouzity primery (GTG)s (rep-PCR) a Prl1 a Pr6 (RAPD). Dale byla
za ruznych podminek studovana kultivace kmene Clostridium tyrobutyricum S5. Kultivace
byla provadéna za anaerobnich podminek v tekutém Zivném médiu RCM, ve kterém byla
glukéza nahrazena lakt6zou nebo syrovéatkou. RUst bakterialnich bunék byl sledovan pfi
laboratorni teploté (20-23 C) a pfi 37 C; pH média se pohybovalo v rozmezi 4,0 az 8,0 s
rozdilem 0,5 jednotky.

ABSTRACT

The study was focused on molecular characterization of 42 clostridial strains. DNA was
isolated by fenol-chloroform extraction procedure and precipitated with ethanol. After DNA
isolation, PCR amplifications with specific primer sets were used for genus and species
identification. Finally 19 strains were clasified as Clostridium tyrobutyricum and 3 strains
were clasified as Clostridium butyricum. Presence of hydrogenase gene hydA was tested by
PCR amplification using specific primer set HGf and HGr. Presence of hydrogenase gene
was detected within 21 strains. (GTG)s primer (rep-PCR) and Prl and Pr6 primers (RAPD)
were used for differentiation of clostridial strains. Next, the cultivation of Clostridium
tyrobutyricum S5 was studied under different conditions. The cultivation was carried out in
liquid Reinforced Clostridial Medium (RCM) with lactose and cheese whey instead of glucose
under anaerobe conditions. Growth was observed at laboratory temperature (20 to 23 C)
and at 37 C, pH values ranging from 4.0 to 8.0 wit h 0.5 unit.
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1. UVOD

Cely svét zacgina pocitovat energetickou nouzi. Zdroje ropy a uhli se vyCerpavaji a pokryti
energetickych potfeb je z 80 % zabezpeceno pouze z fosilnich paliv. Je proto nutné hledat
jiné technologie produkce energie. Je potfebné proto vyvinout takové postupy, kdy nebude
zatéZzovano Zivotni prostfedi pfi vyrobé ani spotfebé& energie. Jednou z moznosti vyroby
energie je fermentativni tvorba vodiku.
Vodik Ize vyrabét pomoci foto-, elektro- nebo termochemickych procest [1]. PFi spalovani
vodiku v kyslikaté atmosféfe nebo pfeméné na elektrickou energii se uvolfiuje pouze voda
[2].
Velkd pozornost je ve svété vénovana rovnéz biotechnologické produkci [3]. Ta probih4a za
normalniho tlaku a teploty a je méné energeticky naro€na nez predchazejici procesy. Dalsi
vyhodou fermentaéni technologie vyroby vodiku je prakticky nevyc€erpatelnost vychozich
energetickych zdrojl, kterymi mize byt velké mnoZstvi odpadnich produktt pochazejicich z
riznych vyrob.
Biotechnologickou produkci vodiku Ize rozdélit do nasledujicich kategori:

= fotosyntetickd produkce zelenymi fasami, sinicemi a fotosyntetickymi bakteriemi

(purpurové nesirné bakterie)

= produkce anaerobnimi fermentujicimi bakteriemi, které vyuZivaji organickych latek,

= hybridni systémy vyuzZivajici fotosyntetické a fermentujici bakterie.
Nevyhodou fotosyntetické produkce vodiku zelenymi fasami je skute¢nost, Ze vodik nemuze
byt produkovan v nepfitomnosti svétla. Kontinuélni produkce vyZzaduje pouZiti solarniho
reaktoru nebo reaktoru s umélym osvétlenim (tedy se spotfebou energie). Uginnost produkce
vodiku je ve srovnani s fermentujicimi bakteriemi nizk4. Uvedené bakterie totiz produkuji
kyslik, ktery inaktivuje produkci vodiku. Fermentujici bakterie mohou produkovat vodik
nepretrzité. Anaerobni produkce vodiku je pfevazné studovana u raznych druht baktérii jako
jsou Clostridium sp., Enterobacter aerogenes, Escherichia coli a u termofilnich bakterii [2],
[3], [4], [3]-
Fermentacni techniky vyroby vodiku maji ale urcitA omezeni oproti jinym fermentanim
technologiim. Vodik Ize konvertovat na elektrickou energii pomoci palivovych &lankd nebo
pfimo vyuZzivat jako palivo.
V poslednich letech se vyzkum v oblasti fermentativni produkce vodiku zaméfuje
i na genetické modifikace mikroorganismiu. Pro vytvafeni geneticky modifikovanych
mikroorganismd za Ucelem produkce vodiku je ale nejprve nutné studium donorovych a
recipientnich organismu — zejména jejich predchozi identifikace a geneticka charakterizace

[6].



2. TEORETICKA CAST

2.1 Obecna charakterizace rodu Clostridium

VétSina taxonomickych studii rodu Clostridium se zaméfuje na charakterizaci klostridii, které
zpUsobuji onemocnéni a problémy v gastrointestinalnim traktu lidi a zvirat [7].
Neopomenutelny je ale fakt, Ze se zvySujicim zajmem o pfeménu energie alternativnich
zdroju jsou vice studovany klostridie, u kterych byla zjiSténa tvorba plynu s vysokym podilem
vodiku.

Metody taxonomického zafazeni se dfive opiraly o popis vnéjSich znakl, mikroskopovani,
utilizaci sacharidd a popis na zékladé rezistence vuci antibiotikim. V sou€asné dobé se
k identifikaci a charakterizaci mikroorganisma vyuZzivaji molekularné biologické metody, m|.
i amplifikace Useku 16S rRNA. Analyza Useku 16S-23S rRNA pomoci polymerazové reakce
(PCR) je presnou, rychlou a reprodukovatelnou metodou identifikace jednotlivych druhud
klostridii [8].

2.1.1 Taxonomické za fazeni

Bakterie jsou stejné tak jako veSkeré jiné organismy fazeny do taxonomickych jednotek.
Donedavna se vyuzivalo zejména morfologickych Gdaju pro fazeni do taxonu, v soucasné
avSak se taxonomické studie zaméfuji hlavné na sekvencéni analyzu 16S rDNA a studium
jinych konzervativnich gend. Mezi vysoce konzervativni oblasti genomu prokaryot patfi geny
kédujici 16S nebo 23S rDNA, RNA polymeraza, elongacni faktor Tu, RecA protein a HSP60
protein [9].

Podle dostupnych nejnovéjSich informaci je rod Clostridium v taxonomické hierarchii bakterii
klasifikovan takto [10]:

Doména: Bacteria
Kmen: Firmicutes
Trida: Clostridia

Rad: Clostridiales
Celed: Clostridiaceae
Rod: Clostridium

2.1.2 Vyskyt

Rod Clostridium je tvofen vice nez 100 rGznymi druhy [11], mezi néz patfi jak patogenni, tak i
nepatogenni druhy. Patogeny zplsobuji vazna onemocnéni, napf. druh Clostridium
botulinum zpasobuje botulismus a C. perfringens plynovou gangrénu. Nékteré nepatogenni
druhy zapficinuji pozdni dufeni syrd. NejCastéji izolovanymi a identifikovanymi kmeny ze
zdurelych syru jsou C. butyricum, C. tyrobutyricum a C. sporogenes [12].

Klostridia se bézné vyskytuji v pidé, stocném kalu, morskych sedimentech, rozkladajicim se
rostlinném materialu a ve stfevnim traktu lidi i zvifat [9]. Mohou kontaminovat silaZ a pozdéji
se mohou vyskytovat i syrovém mléce. Existuji i klostridia osidlujici termalni prameny a
vulkanické systémy, mezi néz patfi napf. kmen Clostridium AK, [5]. Nékteré kmeny
Clostridium butyricum jsou dokonce pouzivany i jako probiotika — inhibuji rast Sirokého
spektra enteropatogent [13].



2.1.3 Fyziologickeé vlastnosti

Rod Clostridium zahrnuje zejména pleomorfni ty€inky s oblymi konci, které jsou rovné nebo
mirné zakfivené. Velikost bunék se pohybuje od 0,5um aZz do 30 um. NejCastéji jsou
usporadany po dvou a v kratkych Fetizcich, ojedinéle tvofi spiraly anebo dlouha vlakna
(Obrazek 1).

Obrazek 1 Tvary bunék kmene Clostridium tyrobutyricum S5

Grampozitivita bunék se projevuje hlavné ve velmi raném stadiu rustu. Nékteré druhy jsou
gramlabilni. Klostridialni buriky mohou byt pohyblivé a nejcastéji se u nich vyskytuji
peritrichalni biciky.

U klostridii byl prokazan fermentacni zplsob zpracovavani substratu. Jednotlivé druhy
klostridii se mezi sebou liSi vztahem ke kysliku [14]. VétSina se fadi k obligatnim anaerobim,
avSak existuji i aerotolerantni druhy. Clostridium haemolyticum vyZaduje pro svuj rlist méné
nez 0,5 % kysliku, avSak Clostridium novyi typu A je schopno v kultivaéni atmosféfe tolerovat
az 3 % kysliku. Doba preziti pfi expozici kysliku se mezi jednotlivymi druhy razni. Existuji
druhy, které po par minutach vystaveni kysliku hynou, ale jsou i druhy, které odolavaji
kysliku ze vzduchu po mnoho hodin.

Dlvodem senzitivity ke kysliku je nedostateéna obrana vuci toxickym produktim aerobniho
metabolismu (zpracovani supreoxidaniontu, hydroxylovych radikala, peroxidu vodiku)
areakce kysliku s intermediatory anabolickych drah. Sice klostridia jsou obvykle katalaza
negativni, u nékterych druhG byla vSak prokdzana pfitomnost superoxiddismutazy
(zpracovani superoxidaniontu O, na peroxid vodiku), tak i katalazy (rozpad peroxidu vodiku
na vodu a kyslik).

Reakci kysliku s meziprodukty metabolismu zprostfedkovava NADH za soucasné katalyzy
NADH oxidazou. Postupné se NADH vyc€erpa a zhrouti se tak cely metabolicky systém, co
mé za nasledek smrt bunék. Anaerobni podminky v bioreaktorech jsou vétSinou zajistény
dusikatou atmosférou nebo smési dusiku (85 %) a oxidu uhli¢itého (15 %). Klostridia nejsou



schopna rast v prostfedi, kde je hodnota redoxniho potencialu vétSi nez -150 mV. Je proto
nutné do kultivacnich médii pfidavat mala mnoZstvi thioglykolatu sodného, L-cysteinu, sulfidu
nebo dithionatu sodného, které reaguiji s kyslikem pfitomnym v médiu [9], [15], [16], [17].

Bakterie rodu Clostridium rostou v Sirokém teplotnim rozmezi (10-69 C). Optimalni teplota
pro kmeny Klostridii izolovanych z islandskych termalnich pramend je 50 €. Teplotni
optimum pro rust klostridii vyskytujicich se v mirném pasmu je 30-37 C.
Hodnota pH substratu, ve kterém Kklostridia rostou, silné ovliviuje charakter jejich
metabolismu a rychlost ristu. Rist byl zaznamenén v matricich o hodnotach pH 4,0-10,0,
avSak optimalni pH pro rust je 6,5 [5]. Pro aktivaci hydrogenaz a pozdéjsi tvorbu plynu
s vyznamnym podilem vodiku je velmi dilezita pocate¢ni hodnota pH média [18].
VétSina druhl je chemoorganotrofnich, nékteré jsou chemoautotrofni nebo chemolitotrofni.
Pro autotrofy byla zaznamenana optimalni hodnota pH média pro rast v rozmezi 8,1 az 8,5.
Tento druhové velmi rozmanity rod zahrnuje kmeny, které jsou schopny metabolizovat Skrob,
glykogen, celuldézu, hemicelulozu, pektiny, nukleové kyseliny, bilkoviny, aminokyselin, puriny
a pyrimidimy [19].
Pro klostridia vyuZivajici sacharidy jako hlavni zdroj uhliku a energie se optimalni hodnota
pH pro rast pohybuje kolem 7,0. Sacharidy jsou obvykle Stépeny fermentativné. Z cukru nebo
peptonl je zpravidla produkovana smeés organickych kyselin a alkoholl, napf. kyselina
octova, vysSi mastné kyseliny, ethanol, butanol a dalsi [9]. Hodnoty pH média pfi
acidogennim metabolismu klesaji az k hodnotdm kolem pH 4,0, kdy se jejich rast zastavi,
popf. burnky sporuluji. Ve spojeni s purinolytickymi klostridiemi, jejichZz charakteristickym
rysem je tvorba velkého mnoZstvi amoniaku a nartst hodnot pH média, kyseliny mohou byt
neutralizovany a je tak zajiStén rust a popr. tvorba vodiku po mnohem delSi dobu. Kmeny
Clostridium bifermentans a Clostridium sporogenes jsou tolerantni k silné alkalickému pH
(11,7-12,2) pfi nizkych teplotach, kdezto nizSi pH je lépe sndSeno pfi vySSich teplotach.
Tento jev souvisi srdznou fluiditou bakteridlni membrany — pfi nizSi teploté je fluidita
membrany nizka, to zplsobi zménu v permeabilité pro ionty a proto pH je silné ovliviiovano
teplotou [15].
Mnoho druhl klostridii produkuje potencionalni exotoxiny [14]. Klostridialni toxiny jsou
biologicky aktivnimi proteiny s antigenni strukturou, proto mohou byt vyvazovany
specifickymi protilatkami.
Klostridia vytvareji aero- , alkohol- a termorezistentni endospoéry. Ve vegetativni burice
vznikne vZdy jen jedna spoéra. V misté vytvofeni spéry je vétSinou burnka zdurela; pozdéji se
rozpusti a zustane volna spoéra. Proces sporulace je fizen geny, jejichz exprese probiha
na zakladé impulst z prostfedi. Spusti se tak fetéz reakci a zmén, kdy doposud aktivni geny
jsou postupné reprimovany a jiné geny jsou indukovany. Vysledkem je burka (spéra) s tymz
genomem, ale Uplné jinou morfologii a fyziologii (ma celkové jinou vybavu enzym( a
biomolekul). Sporulace byla nejcastéji zaznamenana ke konci exponenciélni faze rdstu.
Obecné vzato spéry jsou aerotolerantni. Pro vykli€eni jsou nutné anaerobni podminky a
dostatek Zivin. Proces sporulace trva asi 10 hodin. Sice se jedna o plynuly proces, je mozné
jej rozdélit na 7 ¢asti. Proces sporulace je na Obrazku 2. Jednotlivymi ¢astmi jsou:
1. zména morfologie bakteridlniho jadra — kulovity Gtvar pfechazi na vlaknity
2. asymetrické déleni jadra a rozdéleni bunky pfepazkou z cytoplazmatické membrany
na dvé nestejné velké Casti — budouci spéru a pavodni vegetativni buriku,
sporangium; v kazdé z ¢asti je Uplny genom
3. rlst septa smérem k polu buriky; mensi ¢ast buriky putuje dovniti matefské buriky —
vysledkem je pfedspora; po vzniku pfedspory je proces sporulace nevratny
4. tvorba kortexu mezi vnéjsi a vnitfni membranou predspory
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5. tvorba bilkovinné vrstvy nad vnéjSi membranou, ktera pozdéji dohromady tvofi plast
spory

6. ziskavani konecnych vlastnosti spéry — dochazi k dehydrataci, burika ziskava,
odolnost vigi fyzikalnim a chemickym zasaham

7. lyze materské buriky a uvolnéni spéry ze sporangia

A samotnd spéra

B geminace spory

C prfeména spory na vegetativni formu [20].

Obréazek 2 Schéma sporulace [21]

Sférické spory jsou umistény terminalné, u ovalnych endospér se jedna o subterminalni
umisténi v burice (Obrazek 3).
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Obrazek 3 Terminalni a subterminalni umisténi spér v bufikach Clostridium butyricum [22]

Subterminalni umisténi ovalné
spoéry u Clostridium butyricum

Terminalni umisténi sférické spory
u Clostridium butyricum

Z genetického hlediska je rod Clostridium velmi rozmanity. Ddkazem toho muze byt vysoka
heterogenita v ramci celého rodu v mnozstvi G+C vyskytujicich se v genomu. Procentualni
zastoupeni G+C se pohybuje mezi 28 a 55 %. Do nejvétSi skupiny (Cluster 1) jsou zahrnuty
klostridia s obsahem G+C kolem 28 %. MenSi skupiny klostridii obsahuji nej¢astéji 35, 45 a
52 % G+C [15].

Na z&kladé analyzy 16S rRNA gen( byl tento rod rozdélen do nékolika podskupin. Skupina |
je nejvétsi skupinou, kter&d mj. zahrnuje vSechna klostridia vyskytujicich se ve zdufelych
syrech. Vyznacuje se vysokym stupném podobnosti (vice nez 90 %) a pravé na zakladé
variaci v sekvenci 16S rRNA je mozné rozliSeni jednotlivych klostridii v ramci skupiny |
(Cluster 1) mezi sebou [12].

U mnoha klostridii byla popsana pfitomnost plazmidové DNA. Jejich pfesna funkce nebyla
ale dosud objasnéna. Dfive byla pfitomnost plazmidd spojovana jen s patogennimi druhy
klostridii. Nyni byla prok&zéna jejich pfitomnost i v nepatogennich druzich. Zodpovidaji za
rezistenci vuci antibiotikim, produkci bakteriocint (cirkularin A, closticin) [24], toxin(
(C. tetani) a mnoho dalSich vyznamnych latek.

2.1.4 Druhy vyznamné v potravina fstvi

Béhem dlouhé doby zrani syri se maze projevit pozdni dufeni, které je zpusobeno vyvojem
a rastem klostridialnich spor a pozdéji pfedevsim aktivitou vegetativnich bunék bakterii rodu
Clostridium. Tyto bakterie pfeméni kyselinu mlé€nou na kyselinu méaselnou (zplUsobuje
zapach Zzluklého masla), octovou, oxid uhli¢éity a vodik. Plyny zplsobuji nadouvani,
v extrémnich pfipadech muZze dojit az k puknuti syru.

Pozdni dufeni v syrafstvi zpusobuje velké ztraty a projevuje se zejména u syru s dlouhou
dobou zrani (napf. Beaufort, Emmental a Comte”) [23].

Ke kontaminaci mléka sporami dochazi hlavné béhem dojeni. DalSimi zdroji znecisténi je
nedostate¢na hygiena pfi ustajeni a zavadna sildZ pouzivand jako krmivo. Kritické mnoZstvi
spor, kdy se muze projevit pozdni dufeni, je 5-10 sp6r/l. Pro odstranéni spor se provadi dvoji
baktofugace. Jedna se o proces odstifedovani pfi 15-20 000 ot/min. V prvni fazi se odstrani
90 % spor, druhou baktofugaci se zajisti odstranéni az 99,9 % spér. Odstredivkovy kal
(baktofugat) obsahuje kromé bakterii a jejich spor i bilkoviny, proto se sterilizuje a vraci zpét
do mléka [25], [26]. Kombinace molekularné biologickych metod zaloZzenych na DGGE a
PCR se specifickymi primery se osvédCila jako jedna z nejvyhodnéjSich pro detekci a
identifikaci bakterii Clostridium sp. v syrech poskozenych pozdnim dufenim [27]. Existuje
pfimé& souvislost mezi pozdnim dufenim a pfitomnosti konkrétniho druhu spér. Ve zrajicich
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syrech se nejCastgji vyskytuji spoéry druhu C. tyrobutyricum. Na zakladé molekularnich metod
byly tak v syrech identifikovany i spéry druht C. beijerinckii, C. butyricum, C. sporogenes,
C. pasteurianum, C. tetanomorphum, C. tertium a C. perfringens [12].

2.2 Metody identifikace

Pro praktické vyuziti bakterii je dilezita identifikace kmend, tj. jejich zafazeni do stavajicich
taxond nebo vytvofeni taxonu novych. Bakterialni druhy jsou charakterizovany pomoci
polyfazniho pfistupu, ktery vyuziva rizné genotypové a fenotypové vlastnosti.

Identifikace jednotlivych klostrididlnich druhl je mozna jak zkoumanim biochemickych
procesu, tak kultivaénimi technikami (zkvaSovani rznych sacharidd, rist na raznych typech
média). Analyza fermentacnich produktl plynovou nebo kapalinovou chromatografii dotvari
celkovy kultivaéni profil zkoumaného mikroorganismu. Jednou z nej¢astéji pouZzivanych
technik biologické identifikace je kultivace bakterialni kultury na miskach s pevnhym Zzivnym
médiem. Zaroven se tak ovéri, zda nejsou maskovany jiné bakterie v kulture.
Konvenéni postup pfi stanoveni klostridii v potravinovych matricich obsahovalo tyto kroky:

= termickd inaktivace vegetativhich bunék

= Kkultivace a stanoveni KTJ

= sledovani tvorby plyn pfi kultivaci za anaerobnich podminek v médiu s kyselinou

mlécnou

= stanoveni slozeni produktl fermentace
JelikoZ je tento postup pro potravinéfstvi prilis zdlouhavy, upfednostriovany jsou molekularni
metody stanoveni.

2.2.1.1 Polymeradzova fretézova reakce

Moderni bakteridlni taxonomie vyuziva analyzy makromolekul, zejména DNA. Polymerdzova
fetézova reakce (PCR) a postupy na ni zaloZené jsou v biologickych laboratofich nejvice
pouZzivanou molekularné diagnostickou metodou zaloZenou na replikaci nukleovych kyselin
in vitro. Pfi pouziti specifickych primert mize byt pouZzita pro identifikaci rdznych organismu
nebo je mozné prokazani pfitomnosti specifickych genu.

Podstatou PCR je cyklicky se opakujici enzymaticka syntéza vybraného Useku dsDNA ve
sméru 5°—3". Syntéza je katalyzovana DNA dependentni DNA-polymerazou. PCR je reakci
sestavajici ze tfi Casti. V zavislosti na teploté reak&ni smési se pravidelné stfidaji kroky,
bé&hem nichZ probihaji odlisné déje.

Denaturace dvouretézcovych molekul DNA — reakéni smés je zahfata na 94-96 C. P i této
teploté zanikaji vodikové mustky, které vlakna spojuji a DNA denaturuje. Pfed prvnim cyklem
PCR je obvykle doba denaturace prodlouzena o 5 minut. Zajisti se tak uplné oddéleni
jednotlivych Fetézcu, které pak slouzi jako templat v dalSim reakénim kroku. Béhem
denaturace DNA se navic aktivuje Tag-polymeraza.

Hybridizace primerd — po ochlazeni reakéni smési na 45-60 T je mozna hybridizace primer 0
k oddélenym Fetézcum DNA (ssDNA). Primery se na zakladé Brownovych pohyb( neustéale
pohybuji kolem DNA, iontové vazby pak mezi primery a DNA se neustélé tvofi a zanikaji.
Na pevné pfipojeny primer k DNA se pak pfipojuje polymeraza a zacina elongace.
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Elongace — syntéza novych fetézci DNA je katalyzovana DNA-polymerazou. Ta pfipojuje
nukleotidy od 3" konce primeru po celé délce ssDNA tak, Ze jsou komplementarni k templéatu
DNA. Syntéza je obvykle provadéna pfi 65-75 € [28], [30], [31], [32].

Postupnym opakovanim vySe zminénych tfi krokl se exponencialné (2"; n = pocet cykld)
syntetizuje aZ 10° kopii vybraného Useku DNA b&hem jedné PCR. Optimalni pocget cykll je
zavisly na vychozi koncentraci templatové DNA a zpravidla se pohybuje v rozmezi od 20 do
40 cykld. Reakce se provadi vtermocykleru, vnémz se teplota méni automaticky
v naprogramovanych ¢asovych intervalech.

Na zakladé amplifikace 16S rRNA genu (rDNA) s naslednou restrikéni analyzou (ARDRA
amplified restriction rDNA analysis) je mozn& velmi pfesnd identifikace na arovni rodu i
druhu. Byla tak provedena pfesna identifikace hub a bakterii, napf. Acinectobacter,
Corynebacterium, Mollicutes, Mycobacterium, Streptococcus a Xanthomonas [33].

Metoda nested-PCR s druhové specifickymi primery je vysoce G€inna pro zaclenéni
bakterialnich kmenu do uréitych druhd (v ramci rodu Clostridium napf. C. tyrobutyricum,
C. beijerinckii, C. sporogenes a C. butyricum), avSak je pouzitelnd pouze pro identifikaci
nékolika malo skupin mikroorganisma.

Pro analyzu mikrobialnich smési se osvédcCila denaturacni gradientova gelova elektroforéza
(DGGE), teplotni gradientova gelova elektroforéza a Casova teplotni gradientova gelova
elektroforéza (TTGE) [23].

Nyni se ale pozornost zaméfuje na amplifikaéni metody identifikace klostridii a vyvoj rychlych
testd. Ty trvaji jen par hodin a pouZivaji se zejména v klinické praxi pro rozliSeni patogennich
druhu klostridii. Jsou to napf. Rapid ANAII, ATB 32 A, MicroScan a ANldent. Spravnost
identifikace témito testy se pohybuje na trovni druhu mezi 60 a 90 % [33].

2.2.1.2 Molekularni typizace

K rozliSeni jednotlivych bakterialnich druh( Ize pouZzit genotypové fingerprintové metody,
které jsou zaloZzeny na PCR. Cilem je nalézt fingerprint charakteristicky pro dany druh.

Jak prokaryotické tak eukaryotické genomy obsahuji repetitivni sekvence, které oddélu;ji
jednotlivé kédujici DNA sekvence. Takovéto sekvence se nachazeji jak v gramnegativnich,
tak i grampozitivnich bakteriich rdznych rodu. Vedle dlouhych repetitivnich elementt se
v genomu prokaryot nachazeji i relativné kratké sekvence DNA [34], [35], [36]. Tyto elementy
jsou nekddujici a jsou pfitomné v relativné velkém poctu v poméru k velkym repetitivnim
elementim, které obsahuji kddujici sekvence. Jedna se o Useky dlouhé 15 az 100 bp, které
lezi uvnitf koédujici €asti (uvnitf genu), nebo mimo tuto oblast. Repetice pouZivané pro
stanoveni DNA profilu daného organismu jsou znamy taktéZz pod pojmem VNTR (variable
number tandem repeat), neboli tandemové repetice. Pomoci znamych sekvenci VNTR Ize
testovat celou DNA a tak vytvorit jeji DNA profil. Pravdépodobnost, Ze dva vzorky DNA
rdznych organism@ budou totozné, se blizi poméru 1:1,5-10° [37].

Rep-PCR (polymerazova fetézova interrepetitivni reakce)
Rep-PCR je jednoduchou typizaéni metodou, pfi které se amplifikuji sekvence oddélujici
Vv genomu ruzné typy repetici. Jedna se o opakujici se DNA sekvence v haploidnim genomu.
Jsou to napf.

= opakujici se extragenové palindromové Rep-elementy (35-40 bp)
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= enterobakterialni opakujici se intergenové shodné sekvence (ERIC-sekvence; 124-
128 bp)
= mozaikové repetitivni BOX-elementy (154 bp)
= tandemové opakované polynuklotidové sekvence (GTG), popsané u enterobakterii
(15 bp) [28]

PCR amplifikace repetitivnich bakterialnich DNA elementd (rep-PCR) pomoci primeru
(GTG)s umoznila rozliSeni nékterych laktobacill [38] a byla pouzita i pfi typizaci bifidobakterii
[29].
Princip metody rep-PCR je podobny principu metody RAPD, avSak k zahdjeni amplifikace se
vyuZiva znamé repetitivni sekvence, kter4 se vyskytuje v genomu ve vice kopiich. Touto
opakujici se sekvenci mohou byt napf. poly-trinukleotidy (GTG),, (TGG),, nebo poly-
pentanukleotidy GCTGG [28], [38], [39]. Zmifované repetitivni sekvence se oznacuji
zkrdcené jako repetice anebo jako IS elementy, transpozony, VNTR (variable number
tandem repeat) nebo neprepisované mezerniky [42].
Vysledkem amplifikace je vice produktd rdzné velikosti a rozdilngm molarnim mnoZstvim.
Tvorba amplikonl vychazi z nestejné lokalizace opakujicich se elementll a zrazné
vzdalenosti, kterd je oddéluje v genech. Tak je ziskan jedine¢ny fingerprint charakteristicky
pro kazdy kmen. Primery maji byt navrZzeny tak, aby se pfipojily ke koncovym konzervativnim
oblastem repetici a 3"-konce primeru sméfovaly ven z repetitivniho Useku (aby se tak
neamplifikovala samotna repetice). K amplifikaci mize dojit pouze v pfipadé, ze 3"-konce se
nachazeji v genomu v obracené orientaci a v amplifikovatelné vzdalenosti [28].
Mezi hlavni pfednosti rep-PCR patfi vysoka rozliSovaci schopnost (na arovni druhu, popf.
kmene), dobré reprodukovatelnost a jednoduchost provedeni. DalSimi benefity metody jsou
¢asova nenaroc¢nost a rychlost a nizké néklady na realizaci metody.
Velkou nevyhodou rep-PCR je nizky stupen reprodukovatelnosti mezi riznymi laboratofemi.
Vysledky jsou ovliviiovany i technikou izolace DNA, typem pouZitého termocykleru aj. [39]

Nahodna amplifikace polymorfni DNA (RAPD)

Dalsi typiza¢ni metodou je RAPD-PCR (nahodna polymerazova fetézova reakce), ktera se
pouziva k detekci polymorfizmd DNA. Je to typ PCR, pfi které segmenty DNA jsou
amplifikovany v nahodnych, pfedem nedefinovanych mistech, ve kterych hybridizuje primer o
nahodné sekvenci. Obvykle se pouziva jeden nebo vice kratkych primerld o délce 8-12
nukleotidd libovolné sekvence s neznamou homologii k cilové sekvenci DNA. K pfipojeni
primeru jsou vytvareny malo pfisné podminky. Za téchto podminek primery s vysokou
pravdépodobnosti nasednou na vice mistech obou fetézcti chromozomové nebo plazmidové
DNA. Na tyto mista dochazi k nasedani primeru na protilehlych Fetézcich 3"-konci
smeérfujicimi k sobé. Po amplifikaci je detegovano mnoho PCR produktd s riznou délkou a
rozdilnym molarnim mnoZstvim [28].
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Obrazek 4 Schématické znazornéni metody RAPD [28]
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Mezi pfednosti této metody patfi jeji jednoduchost, rychlost a malé mnoZzstvi DNA potfebné
k analyze (asi 25 ng). Pro provedeni RAPD neni potfeba Zadna predchozi molekularni
znalost o zkoumaném taxonu. Amplifikované fragmenty jsou ndhodné rozmistény po celém
genomu — zobrazuji variabilitu jednotlivych kmend v rdmci celého genomu [40]. RozliSovani
vzorkl dobfe koreluje s jinymi genotypiza¢nimi technikami.

Nevyhodou u RAPD je citlivost PCR reakce k mnoha parametrim. Problémem je
reprodukovatelnost a porovnatelnost vysledkd — prakticky neni mozZné srovnani mezi
nezavislymi studiemi. DalSi nevyhodou je nespecifi¢nost primera ke konkrétnimu lokusu a
pozdéjSi nereprodukovatelnost [38]. Jednim z Uskali této metody je i skuteCnost, Ze
pouzitelnost oligonukleotidovych primerd maze byt zhodnocena pouze empiricky a informace
o sekvenci templatové DNA neni znama [28].

V praxi je RAPD jednou z identifikacnich metod vyuZivanych pfi taxonomickych studiich a
muze byt kombinovana s analyzou DGGE (denaturacni gradientovd gelova elektroforéza)
a SSCP. Novéjsi technikou je RAPD s vyuzitim M13 sekvence jako primeru. Tato metoda
byla pouzita k identifikaci 7 druhl rodu Lactobacillus, dale druhi Lactococcus lactis,

Streptococcus thermophilus a nékterych druhl rodu Enterococcus [41].
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2.2.2 Geny kodujici hydrogenazy

Hlavni roli pfi produkci vodiku u fermentujicich bakterii hraji enzymy — hydrogenazy. Dosud
byly identifikovany ftfi tfidy hydrogenaz: [Fe]-hydrogenézy, [NiFe]-hydrogendzy a [NiFeSe]-
hydrogenazy, pficemz pouze [Fe]-hydrogenazy ucinné katalyzuji tvorbu vodiku [43]. U druhu
Clostridium butyricum byl zjistén gen kddujici hydrogenazu hydA [44], [43].

Dulezitym krokem pro zajiSténi vysoké efektivity fermentativni produkce vodiku je podrobn&
charakterizace a identifikace (vybranych) mikroorganisma. Kultivaéni techniky identifikace
hlavnich bakterialnich producentd vodiku jsou vtomto pfipadé pfilis ¢asové narocné a
odliSeni koexistujicich bakterii v kultufe je obtizné. Ovéfily se zde kombinované metody
zalozené na analyze 16SrRNA spojené s DGGE [45], prutokovou cytometrii [46],
imunofluorescenci [47], [48], [49], [50], a stanovenim chininovych profilt [51].

Mnoho mikroorganismu zodpovédnych za uvolfiovani vodiku pfi fermenta¢nich procesech
syntetizuje [Fe]-hydrogenazy se skupinou Fe-S a dvémi atomy Zeleza v aktivnim centru
enzymu.

PFi vsadkovych kultivacich za G€elem produkce vodiku je v acidogenni fazi na trovni mRNA
hladina celularnich [Fe]-hydrogenaz vysoka. Pfechodem do solventogenni faze dochazi
k poklesu této hladiny. Toto kolisani vzdy souvisi s mnozstvim hydrogenaz ve formeé proteina
v burice a indikuje tak expresi aktivity hydrogenadz na darovni transkripce [52], [53].
Klostridialni mRNA pro hydrogenazy je proto povazovana za klicovy kontrolni bod pfi
sledovani a identifikaci hlavnich klostridialnich druhu, které se Gcastni tvorby vodiku ve
fermentaénim systému. PouZivanou metodou stanoveni je tandemova technika
fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) spojena s pritokovou cytometrii.

2.3 Potreba novych energetickych zdroj 0

Obecné je zndmo, Ze roste potfeba nahrazovat energii ziskavanou z fosilnich paliv energii
z obnovitelnych zdroja. Fosilni paliva nepatfi totiz mezi obnovitelné zdroje energie a za par
desitek let dojde kjejich Uplnému vyc€erpani. Mimoto bé&hem jejich spalovani dochazi
k vyvinu velkého mnozZstvi rdznych polutantd a CO,, které ve velké mife pfispivaji ke
globalnimu oteplovani [18].

Mezi biotechnologické metody patfi fermentativni vyroba vodiku. Pro tyto Gcely mohou byt
zpracovany i odpadni produkty — z potravindfského pramyslu obsahujici velké mnoZstvi
sacharidl. Mezi né patfi i syrovatka, ktera obsahuje v priméru 4,5 % laktdzy, 0,3 % bilkovin
a 0,9 % minerélnich latek.

V sougasné dobé je v Ceské republice produkovano priblizné 2,9-10° litrl mléka/rok. Jedna
tfetina produkce je spotfebovana na vyrobu syr(, takze Ize predpokladat, Ze vznika asi 1-10°
litrs syrovétky/rok a 2-10° litrd odpadnich vod/rok. | kdyZ v souasné dobé je susena nebo
zahusténa tekuta syrovatka (pfedevsim sladka, neprokysand mléénymi bakteriemi) Zadanou
komoditou, je timto zpGisobem vyuZivana pfiblizné tretina v Ceské republice produkované
syrovatky. Lze odhadovat, Ze dvé tfetiny produkované syrovéatky jsou s nulovou cenou
prodavany ke krmnym ucelim nebo jsou nezadoucim Unikem do Zzivotniho prostfedi. PfFi
zméné ekonomickych podminek (zdrazeni energetickych vstupl a dopravy) se muze stat
odpadem s vysokymi energetickymi naroky na zpracovani. Z tohoto hlediska je proto vhodné
se zabyvat alternativnimi zpusoby zpracovani syrovatky a mlékarenskych odpadnich vod
[54], [55].

Mezi termoanaerobni producenty vodiku a ethanolu patfi termofilni klostridia a dale
nékterych druhd rodd Thermotogya, Thermoanaerobacterium, Thermoanaerobacter a
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Caldicellulosiruptor. Zajem o tyto mikroorganismy roste hlavné z duvodu jejich schopnosti
utilizovat Siroké spektrum sacharidickych zdrojd. Analyzou 16S rDNA vzork( pochazejicich
z termalnich prament (50-60 C) na Islandu se ukazalo, Ze polovina test ovanych obsahovalo
méneé nez 55 mol% G+C a bylo zafazeno do rodu Clostridium, Caloramator a Paenibacillus
[56]. Fermentacni technologie jsou perspektivhi metodou produkce vodiku. NejvétSimi

v~ 7

pfednostmi je to, Ze mohou byt provadény za bézné teploty a tlaku.

Geneticky modifikované Escherichia coli AhycA Alacl

Pro genetické manipulace se vyuZiva zejména E. coli, protoZze jsou znamy veSkeré jeji
metabolické pochody a navic je znam jeji kompletni genom. Pro fermentativni produkci
vodiku s vyuZitim syrovatky byl vytvofen konstrukt E. coli AhycA Alacl. Vodik je bézné
produkovan E. coli z formiétu. Potfebné enzymy jsou kddovany ve formatovém regulonu [2].

Anaerobni bakterie obvykle produkuji vodik b&éhem katabolismu sacharidl. [Fe]-hydrogenazy
bakterii rodu Clostridium a Desulfovibrio (EC 1.12.7.2) jsou zodpovédné za uvolfovani
vodiku z redukované formy ferredoxinu [57], [58], [59], [60].

NiZe je zobrazen biologicky proces tvorby vodiku fermentaéni cestou (Obrazek 5).

Obrazek 5 Biologicky proces tvorby vodiku fermentacni cestou [61]
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3. CILPRACE

Cilem této prace byla identifikace a charakterizace vybranych kmen( bakterii rodu
Clostridium izolovanych z mléka a syrd pomoci amplifikaénich metod. PFibuznost mezi
jednotlivymi kmeny byla stanovena molekularné typizacnimi metodami.

Dal3im cilem bylo studium podminek kultivace kmene Clostridium tyrobutyricum S5.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material

4.1.1 Bakterialni kmeny

Analyzované kmeny klostridii byly ziskany ze spole¢nosti MILCOM Praha (pracovisté Tabor).
Jedna se o bakterialni kmeny izolované z mléka a syri. Jako kontrola byly pouzity kmeny
Clostridium tyrobutyricum DSM 26377, Clostridium butyricum DSM 10702" (DSM — Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen), a Clostridium sporogenes CCM 4423
z Ceské sbirky mikroorganismd (CCM — Czech Collection of Microorganisms, Brno).

Oznaceni jednotlivych bakterialnich kmenu pouzivanych v této préci je uvedeno v Tabulce 1.

Tabulka 1 Seznam vSech pouzivanych bakterialnich kment

Cislo Kmen ( Clostridium sp.) Cislo Kmen ( Clostridium sp.)
1 9833 P 23 112
2 9867 P 24 580
3 9823 P 25 581
4 9874 1 26 MM - D
5 9865 27 89K25B
6 9843 28 1030
7 9837 29 12-15-1A
8 9860 (03B3) 30 31-44-Rk-2A
9 9875 (03B2) 31 31-75-4A
10 9829 32 V51-RCM-3B
11 31P 33 V51-RCM-3C
12 S18/1 34 V62-45-3A
13 S$18/2 35 V62-45-3B
14 S23 36 V67-R3A
15 S21 37 V69-120-R2A
16 S29 38 C. butyricum DSM 10702"
17 S27 39 C. beijerinckii KVL M3
18 S5 40 C. tyrobutyricum SMR 184
19 E16A 41 C. tyrobutyricum SMR 220
20 R26A 42 C. tyrobutyricum UTMT 2-1
21 L2 43 C. tyrobutyricum UTMT 3-1
22 L3 44 C. sporogenes CCM 4423

4.1.2 Chemikalie

Agardza pro elektroforézu (Top-Bio, Praha, Ceska republika)

Anaerogen (Oxoid, Basingstoke, Velka Britanie)

Bakteriologicky pepton (Oxoid, Basingstoke, Velk& Britanie)

DNA standard 100 bp (100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1 000, 1 200, 1 500 bp)
(Malamité, Moravské Prusy, Ceska republika)
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DNA standard — plazmid A linearizovany restriktazou Hindlll (125, 564, 2 027, 2 322, 4 361,
6 557, 9 416, 23 130 bp) (New England Biolabs, Ipswich, Velk& Britanie)
Dodecylsulfat sodny (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Ethanol 96 % p.a. (Lachema, Brno, Ceska republika)

Ethidiumbromid (5 mg/ml) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Fenol (Lachema, Brno, Ceska republika)

Glukéza p.a. (Lachema, Brno, Ceska republika)

Hydroxid sodny (Lachema, Brno, Ceska republika)

Chloroform p.a. (Lachema, Brno, Ceska republika)

Isoamylalkohol p.a. (Lachema, Brno, Ceska republika)

Kvasni¢ny extrakt (Oxoid, Basingstoke, Velka Britanie)

Kyselina ethylediaminotetraoctova — EDTA (Serva, Heidelberg, Némecko)
Kyselina chlorovodikova (Merck, Darmstadt, Némecko)

Lab-Lemco prasek (Oxoid, Basingstoke, Velk& Britanie)

Laktéza p.a. (Lachema, Brno, Ceska republika)

L-cystein (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Octan sodny (Lachema, Brno, Ceska republika)

Parafinovy olej (Fagron, Olomouc, Ceska republika)

Proteinaza K 100 pg/ml (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Reinforced Clostridial Medium CM0149 (Oxoid, Basingstoke, Velka Britanie)
Susena syrovatka ACTIVE (Bohemilk, Opoéno, Ceska republika)
Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-base) (Amresco, Solon, USA)
BéZné dostupné chemikalie v kvalité p.a.

4.1.3 Komponenty pro PCR

Voda pro injekce CSL 4 (Biotika, Slovenska L'up&a, Slovenska republika) - dale oznagovana
jako voda pro PCR
Pufr pro PCR kompletni — reakéni pufr 10x PCR Blue Buffer pro Tag-DNA polymerazu 1.1
(Top-Bio, Praha, Ceska republika)
Pufr pro PCR bez MgCl, (Top-Bio, Praha, Ceska republika)
MgCl, (25 mM) (Top-Bio, Praha, Ceska republika)
Dimethylsulfoxid (DMSO) pro PCR (Top-Bio, Praha, Ceska republika)
Smés dNTP (10 mM) (Top-Bio, Praha, Ceska republika)
Oligonukleotidové primery byly syntetizovany firmou (Generi-Biotech, Hradec Kralové, Ceska
republika)
primer (GTG)s pro fingerprinty [38]
pro doménu Bacteria — F_eub, R_eub [62]
pro druh C. butyricum — CBISF, CBISR [65]
pro druh C. tyrobutyricum — CtlF, Ct1R [66]
pro rod Clostridium — F1, F2 [63]
pro hydA gen — hydA [70]
RAPD — Prl, Pr6 [65]
Tag-DNA polymeraza 1.1 (1U/ul) (Top-Bio, Praha, Ceska republika)
PCR vkladaci pufr Yellow load (Top-Bio, Praha, Ceska republika)
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4.1.4 Roztoky
Roztoky pro izolaci a purifikaci DNA

= 1 M Tris-HCI (pH 7,8)
121,1 g Tris-baze bylo rozpusténo v 800 ml destilované vody. Bylo upraveno pH roztoku na
hodnotu 8,0 pomoci koncentrované kyseliny chlorovodikové. Roztok byl doplnén
destilovanou vodou na 1 litr a poté byl sterilizovdn 20 minut pfi 121 <C.

= 0,5MEDTA (pH 8,0)
186,1 g EDTA bylo rozpusténo v 800 ml destilované vody. Bylo upraveno pH na 8,0 pfidanim
asi 20 g hydroxidu sodného. Roztok byl rozpoustén na magnetické michacce. Roztok byl
doplnén destilovanou vodou na 1 litr a poté byl sterilizovan 20 minut pfi 121 <.

» Roztok pro lyzi bakterialnich bunék (lyzaéni roztok A); (10 mM Tris-HCI, pH 7,8;
5 mM EDTA, pH 8,0)
Bylo smichano 10 ml 0,1 M Tris-HCI ,1 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0). Roztok byl doplnén sterilni
vodou do 100 ml.

= Lyzac¢ni roztok s lysozymem (lyzaéni roztok B)
K lyzacnimu roztoku A byl pfidan lysozym na vyslednou koncentraci 3,0 mg/ml.

= Proteindza K (10 mg/ml)
NavaZzka 10 mg proteinazy K byla rozpusténa v 1 ml sterilni destilované vody. Roztok byl
uchovéavan pfi -20 . P fed pouZzitim byl roztok zfedén na kone€nou koncentraci 100 pg/ml.

= Roztok dodecylsulfatu sodného (20%)
20 g dodecylsulfatu sodného (SDS) byl rozpustén v 80 ml destilované vody pfi sou¢asném
zahfivani na 68 . Hodnota pH byla upravena na 7,0 koncentrovanou HCIl. Roztok byl
doplnén destilovanou na objem 100 ml.

= Smés chloroform-isoamylalkohol
Chloroform a isoamylalkohol byl smichan v poméru 24:1.

= Fenol (pH 7,8)
Destilovany fenol byl nasycen v TE pufru a hodnota pH byla upravena pomoci
hydrogenuhli¢itanu sodného na 7,8.

= Roztok octanu sodného (3M)
Navazka 40,81 g CHsCOONa-3H,0O byla rozpusténa v 80 ml destilované vody. Hodnota pH
byla upravena pomoci ledové kyseliny octové na 5,2. Roztok byl doplnén na vysledny objem
100 ml a poté byl sterilovan 20 minut pfi 121 <.

= TE pufr

1ml 1M Tris-HCI (pH 8,0) byl smichan s0,2ml 0,5M EDTA (pH 8,0) a doplnén sterilni
destilovanou vodou na objem 100 ml.
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Roztoky pro agar6zovou gelovou elektroforézu

= TBE pufr (5x koncentrovany)
54 g Tris-baze a 27,5 g kyseliny borité bylo rozpusténo v 600 ml destilované vody. Déle bylo
ke smési pfidano 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0). Hodnota pH byla upravena pomoci 1 M NaOH
na 8,0. Pfed pouzitim byl TBE pufr 10x zfedén destilovanou vodou.

= Nandéseci pufr (6x koncentrovany)
4 mg bromfenolové modfi a 250 mg Ficollu 400 bylo rozpusténo v 10 ml sterilni destilované
vody.

4.1.5 Kultiva éni média

4.1.5.1 Médium CM0149

Tekuté médium pro bakterialni kmeny rodu Clostridium bylo pfipraveno tak, Ze k 38 g média
v praSku CM0149 byl pfidan 11 destilované vody. Hodnota pH média byla 6,6. Poté byl
roztok sterilizovan pfi 121 T po dobu 15 minut. Pro p fipravu pevného média pro bakterialni
kmeny rodu Clostridium bylo postupovano stejné jako v pfipadé pfipravy tekutého média
s tim rozdilem, Ze k roztoku bylo navic pfidano 15 g agaru. V obou médiich byla koncentrace
glukézy 0,5 % hm.

4.1.5.2 Médium CM0149 bez glukdézy s p Fidavkem laktdzy

Podle sloZzeni uvadéného na komeréné dostupném médiu CM0149 bylo pfipraveno toto
médium bez glukézy. Ta byla nahrazena adekvatnim mnozZstvim sterilniho roztoku 5%
lakt6zy, popf. odpovidajicim mnoZstvim syrovatky. PoZadované mnozZstvi laktozy ve
vysledném zivném médiu bylo 0,5% (hm). VSechny sloZky byly postupné navazeny
v mnoZzstvi uvedeném v Tabulce 2.

Tabulka 2 Komponenty média CM0149 deklarované na obalu

Slozka Mnozstvi (g)
kvasni¢ny extrakt 3,0
Lab-Lemco prasek 10,0
bakteriologicky pepton 10,0
chlorid sodny 50
octan sodny 3,0

K navazenym komponentdm bylo pfidano 890 ml destilované vody a po rozpusténi byl roztok
sterilizovan pfi 121 C po dobu 15 minut. Po sterilizaci bylo k médiu pfiddno 10 ml
cysteinhydrochloridu (50 g/l) sterilizovaného filtraci a 100 ml 5% roztoku laktozy
sterilizovaného pfi 110 T po dobu 30 minut. Po ¢ate¢ni pH média byla upravena na pH 5,6.
Toto pH je blizké realnému vzorku sladké syrovétky, které se pohybuje mezi pH 5,5 a 6,0.

4.1.5.3 Médium CM0149 bez glukézy s p Fidavkem syrovéatky

Pro pfipravu tekutého média CM0149 se syrovéatkou bylo postupovano stejné jako v pfipadé
pfipravy média CM0149 s laktézou (kapitola 4.1.5.2). Jediny rozdil byl v tom, Ze roztok
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laktézy byl nahrazen sterilnim roztokem syrovatky s vyslednym obsahem laktozy 5 % (hm).
MnoZstvi sacharidd uvadénych na obalu suSené syrovatky bylo povaZzovano za mnoZzstvi
laktozy obsaZzené v syrovatce. Primérné sloZeni syrovatky uvaddéné na obalu je uvedeno
v Tabulce 3.

Tabulka 3 Primérné slozeni pouzité syrovatky ve 100 g

Slozka Obsah (g)
bilkoviny 11
sacharidy 68
tuky 1

Roztok syrovatky s obsahem laktdézy 5 % (hm) byl pfipraven tak, Ze k 7,4 g syrovéatky bylo
pfidano 92,6 ml destilované vody. Sterilizace byla provadéna 20 minut pfi 110 C.

4.1.6 Pristroje a pom tcky

Anaerostat OXOID (Oxoid, Basingstoke, Velka Britanie)

BioNumerics (verze 2.0 ) (Applied Maths, Kortrijk, Belgie)

Cell Density Meter CO8000 (WPA Biowave, Cambridge, Velka Britanie)

Centrifuga EBA 20 (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Némecko)

Centrifuga mini Spin plus (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Horkovzdu$na susarna MORA 524 euroline (Mora, Praha, Ceska republika)
Hybridizaéni pec Micro Hybridization Incubator 2000 (Sci Gene, Sunnyvale, USA)
Laboratorni vahy OHAUS CS 200, 200gx0,1g (Ohaus, New Jersey, USA)

Laboratorni vahy OHAUS Pioneer™, 110gx0,0001g (Ohaus, New Jersey, USA)
Mikropipety Discovery HTL (PZ HTL, VarSava, Polsko)

Mikrovinna trouba SMW 2320 (Sencor, Praha, Ceska republika)

NanoPhotometer™ (Implen, Miinchen, Némecko)

pH metr MPH 372 (Monokrystaly, Turnov, Ceska republika)

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

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

Termostat FTC 901 (Vel Scientifica, Milano, Italie)

Transiluminator TVR-312A (Spectroline, Albany, USA)

Vortex lab dancer vario (Laneko, Dublin, Irsko)

Vyvéva KNF Neuberger Mini Laboport Diaphragm Pump (KNF Neuberger, New Jersey,
USA)

Zafizeni pro elektroforézu Easy-Cast, B1 (Owl Scientific, Rochester, USA)

Zafizeni pro elektroforézu Mini gel unit (Hoefer, Holliston, USA)

Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Enduro 300 V (Labnet International, Woodbridge,
USA)

Bézné laboratorni sklo, pomucky a vybaveni
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4.2 Metody

4.2.1 Lyze bun ék aizolace DNA

Pokud neni uvedeno jinak byly postupy pfevzaty znavodd k Praktiku z molekularni
biotechnologie [68].

Z dobfe narostlé kultury byl odpipetovan 1,5 ml suspenze bunék a stoCen na centrifuze pfi
15 000 ot/min po dobu 3 minut. Po sliti supernatantu byl sediment bakterialnich bunék
resuspendovan v 1 ml lyza¢niho roztoku A (10 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI). Nejdfive bylo
pfidano 100 ul roztoku, smés byla peclivé promichana. Poté bylo pfidano zbyvajicich 900 pl
roztoku a suspenze byla opét peclivé promichana. Suspenze byla centrifugovana 3 minuty
pfi 15 000 ot/min K sedimentu bylo pfidano 500 ul roztoku B tak, Ze nejdfive bylo pfidano
100 pl roztoku a smés byla peclivé promichana. Poté bylo pfidano zbyvajicich 400 ul roztoku
a suspenze byla opét peclivé promichana. Vzorky byly inkubovany pfi laboratorni teploté
1 hodinu. Nasledné k suspenzi bylo pfidano 12,5 ul 20% SDS roztoku a 5 ul proteindzy K
(20 pg/ml). Vzorky byly inkubovany pfi 55 € do druhého dne (asi 18 hodin).

K hrubému lyzatu bunék byl pfidan stejny objem fenolu (pfedestilovaného, pH upraveno
na 7,8). Vzorky byly 4 minuty opatrné promichavany kyvavym pohybem. Po centrifugaci pfi
15 000 ot/min po dobu 3 minut byla odebrana vodni faze s DNA do Cisté zkumavky typu
Eppendorf o objemu 1,5 ml. Poté bylo opét pfidano 500 ul fenolu a vzorky byly kyvavym
pohybem promichavany 4 minuty. Po centrifugaci pfi 15 000 ot/min, ktera trvala 3 minuty,
byla vodni faze odebrana do Cisté Eppendorfovy zkumavky o objemu 1,5 ml. Poté bylo
pfidano 700 yl smési chloroform-isoamylalkohol (24:1). Po 4 minutach promichavani
kyvavym pohybem byly vzorky centrifugovany (15 000 ot/min, 3 minuty) a vodni faze s DNA
opét odebrana do Cisté Eppendorfovy zkumavky o objemu 1,5 ml.

K vodni fazi obsahujici DNA byla pfidana 1/10 celkového objemu 3 M octanu sodného (asi
30 pl). Po dikladném promichani byl pfidan 1 ml 96% ethanolu. DNA byla srazena pfi -20 C
po dobu 15 min a nasledné centrifugovana pfi 15 000 ot/min taktéZz 15 minut. Supernatant
byl slit a DNA byla usuSena v exsikatoru za pribézného odsavani vzduchu. Poté byla DNA
rozpusténa v 200 pl TE pufru.

4.2.2 Stanoveni koncentrace a fedéni DNA

Koncentrace DNA byla méfena spektrofotometricky na pfistroji NanoPhotometer. Jako
referencni vzorek byl pouZzit TE pufr. Absorbance byla méfena v rozmezi vinovych délek 230-
320 nm. Koncentrace DNA byla stanovena z hodnoty absorbance pfi 260 nm (Azsonm)-
Z poméru hodnot absorbanci Assonm/Azsonm byla stanovena d&istota DNA. Po stanoveni
koncentrace byly vzorky DNA fedény TE pufrem na vyslednou koncentraci 10 ng/ul. DNA
této koncentrace je bézné pouzivana do PCR smési.

4.2.3 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Komponenty pro PCR byly po rozmraZeni kratce stoceny na centrifuze. Smés pro PCR byla
michana v boxu vyzafeném UV lampou ve stanovenych pomérech podle specifity primerd a
programu amplifikace PCR.

Vzdy bylo postupovano tak, ze pfipraveny mastermix byl po ddkladném promichani
rozpipetovan do zkumavek typu Eppendorf o objemu 200 pl. Poté k nému bylo pfidano
potfebné mnozZstvi DNA matrice. SloZzeni smési pro PCR udava Tabulka 4.
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Tabulka 4 Slozeni smési pro PCR

Slozka Metoda identifikace/objem ( pl)
Uni | Clost. A | Clost. B L. tyr. C.but. | hydA | (GTG)s | RAPD
Voda pro PCR 18,0 19,0 12,5 18,0 19,0 17,5 8,0 12,0
Pufr pro PCR kompletni 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 0 0
Pufr pro PCR bez MgCl, 0 0 0 0 0 0 2,5 2,5
MgCl, (25 mM) 0 0 0 1,0 0 0 5,0 5,0
DMSO pro PCR 0 0 0 0 0 0 0,5 0,5
dNTP (10 mM) 0,5 0,5 1,0 0,5 0,5 1,0 1,0 1,0
5" primer (10 pmol/ul) 1,0 0,5 1,0 0,5 0,5 1,0 2,0 2,0
3’ primer (10 pmol/ul) 1,0 0,5 1,0 0,5 0,5 1,0 0 0
DNA polymeraza 1.1 (1 U/ul) | 1,0 1,0 2,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Matrice DNA (10 ng/ul) 1,0 1,0 5,0 1,0 1,0 1,0 5,0 1,0
UNi v, doména Bacteria
Clost. A...ccvvvenne rod Clostridium
Clost. B. .....cceeee.... rod Clostridium
Cotyr e, druh C. tyrobutyricum
C.but.....cccoveee, druh C. butyricum
(C]IC) genova typizace s primerem (GTG)s
hydA.......cco. gen pro hydrogenazu hydA
RAPD.....ccccceeene RAPD s primery Prl a Pr6

4.2.3.1 Primery

Pouzivané primery pro molekularni charakterizaci kmenl Clostridium sp. jsou uvedeny

v Tabulce 5.

Tabulka 5 Pouzité primery pro zafazeni kmenu Clostridium sp., jejich typizaci a pro geny koédujici

hydrogenazy
Teplota Velikost
Specificita Ozna €eni Sekvence 5" -3 hybridizace | amplikonu | Reference
(©) (bp)
Domér_1a F_eub TCCTACGGGAGGCAGCAGT 55 466 [62]
Bacteria R _eub |[GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT
Rod F1 CTCAACTTGGGTGCTGCATTT
Clostridium F2 ATTGTAGTACGTGTGTAGCCC >3 619 [63]
Druh _ CtlF AACTGAAACAGCATGACT 60 233 [66]
C. tyrobutyricum |  CtiR TGTAGATAAAGGTCAAGC
Druh CBISF |[CCTCCTTTCTATGGAGAAATCTAGCA 55 262 [65]
C. butyricum CBISR TGTAGCTTGACCTTTTTAAGTTTTGA
hydrogenaza HGf AAGAAGCTTTAGAAGATCCTAA 58 259 [67]
hydA HGr GGACAACATGAGGTAAACATTG
rep-PCR f (GTG)s GTGGTGGTGGTGGTG 46 420 -2 500 [38]
16S-235 ONA | ppy GGTGCGGGAA 500 - 1 460
ISR 36 [65]
168_2%??“3'\% Pré CCCGTCAGCA 230 -1 550
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4.2.3.2 Amplifika éni programy

Pouzivané programy amplifikace pro identifikaci a charakterizaci kmenu Clostridium sp. jsou
uvedeny v Tabulce 6.

Tabulka 6 Amplifika¢ni programy pro identifikaci a charakterizaci kmen( Clostridium sp.

Krok Uni Clost. C.tyr2 C. but 2 hydA
1. 95 C/5 min |94 /5 min 95 C/5min | 95 T/5min | 95 C/7 min
2. 95 C/30 s 94 C/30 s 95 C/30 s 95 C/30 s 95° C/30s
3. 55 C/30 s 53 C/30 s 60 C/30 s 55 /30 s 58° C/30s
4, 72 C/30s |72 T/1 min 72 C/30 s 72 C/30 s 72 C/30 s
5. 30 30 30 30 40
6. 72 C/10min | 72 C/8 min | 72 T/10 min | 72 T/10 min | 72 T/10 min

Pokracovani Tabulky 6 Amplifikaéni programy pro identifikaci a charakterizaci kmen( Clostridium sp.

Krok | (GTG)s GRAD (GTG)s RAPD GRAD RAPD
1. 94 T/5 min 94 /5 min 95 €/5 min 95 €/5 min
2. 94 /1 min 94 /1 min 95 €/1 min 95 /1 min
3. |45-60 C/1 min | 46,3 T/1 min | 33-39 T/1 min | 36 C/1 min
4. 72 C/1 min 72 C/1 min 72 /2 min 72 T/2 min
5. 35 35 45 45
6. 72 C/10min | 72 C/10min | 72 C/10 min  [f2 C/10 min
UNi v, doména Baceria
CloSt...ccccovvienen rod Clostridium
Cotyr. 2. e, druh C. tyrobutyricum [64]
C.but. 2o, druh C. butyricum [64]
hydA........ccooeee, gen pro hydrogenazu hydA
(GTG)s GRAD........ rep-PCR s primerem (GTG)s, teplotni gradient
(C]IC) rep-PCR s primerem (GTG)s
RAPD GRAD ........ amplifikace Useku 16S-23S rDNA ISR s primerem Prl a Pr6, teplotni gradient
RAPD.....ccccceeee amplifikace Useku 16S-23S rDNA ISR s primerem Prl a Pr6
Krok 5. .ccoveveeeeenns pocet cykld PCR

4.2.4 Agardzova gelova elektroforéza

Pro agar6zovou gelovou elektroforézu izolované DNA (kontrola intaktnosti) byl pouZit 0,8%
gel, ktery byl pfipraven rozvafenim 0,8 g agarézy ve 100 ml 0,5x koncentrovaného TBE
pufru. Pfi nandSeni DNA na gel byl pouZit 6x koncentrovany nanaseci pufr.

Agarézova gelova elektroforéza PCR produktl byla provedena na 1,8% gelu, ktery byl
pfipraven rozvarfenim 1,8 g agarézy ve 100 ml 0,5x koncentrovaného TBE pufru. PFi
nanaSeni produktd PCR nagel byl pouZit 6x koncentrovany vkladaci pufr. Jako DNA
standardu pro amplikony béZznych PCR bylo pouZzito 5 yl DNA standardu. Elektroforéza byla
provadéna 2 hodiny pfi 70 V.

Vysledky agar6zové gelové elektroforézy po odbarveni gelu v roztoku ethidium bromidu o
koncentraci 1 pg/ml byly fotografovany digitalnim fotoaparatem.

Detekce amplikont rep-PCR a RAPD byla provadéna na 1,4% gelu. Ten byl pfipraven
rozvafenim 7,0 g agardzy v 500 ml 0,5% koncentrovaného TBE pufru. Po ochlazeni na 50-
60 C bylo do gelu pfidano 100 pl ethidium bromidu (5 mg/ml). Pfi nanaSeni produkti PCR
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na gel byl pouzit 6x koncentrovany vkladaci pufr. DNA standardem pfi detekci fingerprintQ
byl DNA standard (5 pl) a linearizovany plazmid (3 ul). Linearizace plazmidu byla provedena
tak, Ze 3l vzorku rozpusténého plazmidu bylo zahfano na 60 € po dobu 3 minut.
Po ochlazeni byl linearizovany plazmid aplikovan na gel jako DNA standard. Elektroforéza
byla provadéna pfes noc pfi 40V po dobu 16 hodin. Vysledky agar6zové gelové
elektroforézy byly fotografovany digitalnim fotoaparatem.

Pfibuznost kmenu byla analyzovana s pouzitim programu GelComperll (verse 2.0).
Na zadkladé UPGMA analyzy a Pearsonova korelacniho koeficientu byly sestaveny
dendrogramy pfi pouZiti jednotlivych primerd. Nakonec byly sestaveny dendrogramy
z kombinace dvou a tfi fingerprintovych analyz.

4.2.5 PCR s hrubym lyzatem bun €&k

Z dobfe narostlé kultury byl odpipetovan 1 ml suspenze bunék a stoCen na centrifuze pfi
15 000 ot/min po dobu 3 min. Po sliti supernatantu byl sediment bakterialnich bunék
resuspendovan v 1 ml sterilni vody. Suspenze byla 3 minuty centrifugovana pfi 15 000 ot/min
Po zopakovéni pfedchozich dvou krokd byly buriky resuspendovany ve 100 pl sterilni vody.
Vzorek byl pfepipetovan do zkumavky typu Eppendorf o objemu 0,2 ml a 30 minut povaren
pfi 99 T v cyklatoru.

Do PCR byl pouzit 10x zfedény hruby lyzat bunék (fedéno vodou pro PCR). SloZeni smési
pro PCR s hrubym lyzatem je uvedeno v Tabulce 7. Pro amplifikaci byl pouzit program
uvedeny v Tabulce 6.

Tabulka 7 Slozeni smési pro PCR s hrubym lyzatem bunék

Slozka Objem ()
Voda pro PCR 15,5
Pufr pro PCR kompletni 2,5
dNTP (10 mM) 1,0
5" primer (10 pmol/ul) 1,0
3" primer (10 pmol/ul) 1,0
DNA polymeraza (1 U/ul) 2,0
Matrice DNA (10x Fedény hruby lyzat) 2,0

4.2.6 Podminky kultivace

Kultivace bakteridlnich kmenu v termostatu (37 ) byla provedena v klasickych s klenénych
zkumavkach s kovovou zétkou a na Petriho miskach.

PFi kultivacich na vodni 1azni (37 <C) byly pouzivany specialné upravené zkumavky s hornim
vyvodem pro vedeni a jimani vznikajicich plyna (Obrazek 6, vpravo). U téchto zkumavek je
mozné syceni obsahu zkumavky dusikem. Napojenim na kalibrovanou pipetu je umoznéno
sledovani mnozstvi vznikajiciho plynu béhem celé doby kultivace.
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Obrazek 6 Klasicka sklenéna zkumavka s kovovou zatkou (vlevo) a specialné upravena zkumavka
s vyvodem (vpravo)

Vliv teploty na rast bunék byl sledovan v tekutém Zivném médiu s laktézou a se syrovéatkou
pfi laboratorni teploté (22-23 C) a optimalni teploté pro rast (37 C) [67]. Kultivace byly
provadény jednak na médiu s laktézou (pH upraveno na 5,6) a jednak na médiu se
syrovatkou (pH pfipadné upraveno na 5,6).

PFi pozorovani vlivu pH na rast bunék byla kultivace provadéna v tekutém Zivném médiu
s laktézou a se syrovatkou pfi optimalni teploté 37 C v rozmezi pH 4,0 az 8,0 se vzr Ustem o
0,5 jednotky. Hodnoty pH média byly upraveny 1M roztokem HCI nebo NaOH téze
koncentrace.

4.2.6.1 Kultivace bakterialnich kmen G na tekutych médiich a pevnych médiich

Kultivace jednotlivych bakteridlnich kmend pro rizné ucely byla provadéna na téchto
tekutych médiich:

= (CMO0149 s lakt6zou (pfipraveno v laboratofi)

= CMO0149 se syrovéatkou (pfipraveno v laboratofi)
Veskeré kultivace byly provadény za anaerobnich podminek. Anaerobni atmosféra byla
podle potfeby zajisténa rliznymi zplsoby, které jsou popsany v kapitole 4.2.6.2.
Vysevy bunék byly provadény na Petriho miskach s pevnym médiem. Pro tyto ucely bylo
pouZzito vzdy komeréné dostupné médium CM0149 s pfidavkem agaru (15 g/l).

4.2.6.2 Vytvo feni anaerobnich podminek

Dusikatd atmosféra pro anaerobni kultivace byla pouzivana pro kultivace v anaerostatu a pfi
kultivacich na vodni l&zni.Anaerobni atmosféra byla v anaerostatu vytvorena tak, Ze vyvévou
byl od&erpan veskery vzduch a celkovy objem byl doplnén dusikem. Proplach byl opakovan
dvakrat. Tento typ vytvofeni anaerobni atmosféry bude dale popisovan zkratkou A/N.
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Pro sledovani mnozstvi vznikajiciho plynu béhem kultivace na raznych typech médii bylo
nutné napojit specialné upravenou zkumavku s hornim vyvodem na méfici aparaturu.
Anaerobni atmosféra byla zajiSténa tak, Ze médium bylo nejprve syceno plynnym dusikem
po dobu 2 minut (za u¢elem odstranéni kysliku) a poté ihned napojeno na méfici aparaturu
taktéz proplachnutou dusikem. MnoZstvi vznikajiciho plynu pfi kultivaci za laboratorni teploty
(22-23 C) bylo pozorovano na m &fici aparatufe (Obrazek 7) umisténé na laboratornim stole.
Stejna sestava byla pouzita i pro kultivaci pfi 37 C s tim rozdilem, Ze specialn € upravena
zkumavka s kulturou byla umisténa ve vyhfivané vodni lazni o téze teploté. Pro oznaceni
tohoto typu anaerobni atmosféry bude dale vyuzivana zkratka MA/N pro méfici aparatury a
ZA/N pro zjednoduSené aparatury.

Alternativni moznosti vytvofeni anaerobni atmosféry je zaliti naockovaného média
parafinovym olejem. Tento zpusob byl nej¢astéji vyuzivan v pfipadé kultivaci v klasickych
sklenénych zkumavkach s kovovou zatkou o objemu 10 ml, resp. 20 ml (napf. pro odbéry ve
stanovenych &asovych Usecich pfi stanoveni rustovych kfivek). Tento typ anaerobni
atmosféry bude dale ozna¢ovan zkratkou PO.

Obrazek 7 Méfici aparatura pro kultivaci pfi laboratorni teploté

systém spojenych nadob pro méfeni vznikajiciho plynu

pfi kultivaci cela zkumavka obalena alobalovou folii

4.2.7 Stanoveni r tstovych k fivek kmene Clostridium tyrobutyricum S5

4.2.7.1 Kultivace
Z dlouhodobé uchovavané kultury pfi -20 T v 17% glycerolu byly bakterialni bu nky

preockovany do cerstvé pfipraveného média CM0149. Do 5 ml tekutého média bylo
napipetovano 150 pl kultury a zalito 650 pl sterilniho parafinového oleje.
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Po dvoudenni kultivaci byla pfipravena Cerstva kultura, ktera slouZila dale jako inokulum.
Po naockovani inokulem (3 %) bylo kultivaéni médium rozpipetovdno po 5 ml do série
zkumavek pro jednotlivé odbéry ve stanovenych ¢asovych intervalech a zalito parafinovym
olejem. Do zkumavek s vyvodem pro zjednoduSené aparatury bylo pipetovano vzdy 20 ml
naockovaného média a proplachovano plynnym dusikem (Obrézek 8).

Obrazek 8 ZjednoduSena kultivaéni aparatura s moznosti vedeni a jimani vznikajiciho plynu

Kultivace byla ve zkumavkach provadéna za anaerobnich podminek typu PO v termostatu
pfi 37 C, ve zkumavkach zjednoduSenych aparatur byla anaerobni atmosféra typu ZA/N
(kapitola 4.2.6.2).

Byl provadén i paralelni pokus v mérné aparatufe na vodni lazni pfi 37 C. M érné aparatura
byla napojena na kalibrovanou pipetu pro prabézné sledovani mnoZzstvi vznikajicich plynu
bé&hem kultivace. Pro tento typ kultivace byla zvolena anaerobni atmosféra typu MA/N
(kapitola 4.2.6.2). Cela aparatura byla prfed kultivaci vysterilizovana, peclivé utésnéna,
proplachnuta dusikem a provéfena.

Pro bakterialni kmen Clostridium tyrobutyricum S5 (18) byla na médiu CM0149 s laktézou a
se syrovatkou provadéna optimalizace poc¢atec¢niho pH (4,0-8,0 se vzrastem o 0,5 jednotky)
a optimalizace teploty (20-23 € a 37 C) pro r Gst bunék a tvorbu plynu. Déle byl tentyZz kmen
kultivovan v médiu CM0149 s pocatecCni koncentraci laktézy 5, 10, 50, 100, 200 a 400 mM,
¢im byla optimalizovana koncentrace sacharidického zdroje.

4.2.7.2 Pozorované parametry p fijednotlivych odb érech

Po odpipetovani parafinového oleje byl cely obsah zkumavky promichan na vortexu. Potom
bylo odebrano potfebné mnozZstvi suspenze na zméreni absorbance, kter4 se ménila v Case
podle mnoZstvi bunék. Ze zacatku kultivace bylo odebirano vzdy po 2 ml kultury. Pozdéji
bylo nutné suspenzi bunék fedit tak, aby hodnoty absorbance Agwonm S€ pohybovaly
vintervalu od 0 do 1,0 (asi 2%, ve stacionarni fazi rastu 4x). V tomto intervalu je zavislost
absorbance na koncentraci (poctu bunék) linearni.
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Poté byly hodnoty absorbace nasobeny pouZitym fedénim a do grafu byla vynesena
zavislost absorbance Aggonm Na dobé kultivace.
Na zakladé zjisténych hodnot absorbance béhem celé doby kultivace byla stanovena mérna

rychlost rastu podle nasledujiciho vzorce:

X
In(}
X
In =X |=pnt = p=——2
X, t
Mérna rastova rychlost byla ve v3ech dalSich pfipadech vypocltena stejnym zplsobem.
Do grafu byla vynesena zavislost mérné rychlosti ristu na dobé kultivace.

Veskera kultura byla centrifugovana pfi 6 000 ot/min po dobu 20 minut. Supernatant byl slit
do Cisté zkumavky a na pH metru byla stanovena hodnota pH.
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5. VYSLEDKY

5.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA

Pro izolaci DNA byly pouzity hrubé lyzaty bunék, které byly pfipraveny podle postupu
popsaného v kapitole 4.2.1. DNA byla izolovana metodou fenolové extrakce [69]. Stanoveni
koncentrace DNA ve vzorcich bylo provedeno spektrofotometricky. Z hodnot absorbance pfi
260 nm byla stanovena koncentrace DNA. Z poméru hodnot absorbanci pfi 260 nm a
280 nm (Tabulka 8) a pomoci gelové elektroforézy na 0,8% agardézovém gelu (Obrazek 9)
byla vyhodnocena kvalita izolované DNA (Tabulka 8).

Obrazek 9 Agardzova gelova elektroforéza DNA (nefedéné) 44 kmenU klostridii izolované metodou
fenolové extrakce

1.2 3 A=sbe 6 7 8 9 10 11 .12 13.14°15

DNA

plazmidovd DNA

RNA

Wl 7 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 .30

DNA

plazmidova DNA

RNA
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31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44

y
DNA

plazmidovd DNA

RNA

Na 0,8% agar6zovy gel bylo nanaseno 30 pl nefedéné DNA. Cislo b&hu odpovida oznageni kmene
v Tabulce 1

Tabulka 8 Koncentrace DNA a jeji kvalita

Béh Kmen ( Clostridium sp.) Konce?r:ge;lzle) DNA Assonm!Agonm Kvalita
1 9833 P 160 1,93 dobra, RNA
2 9867 P 73 1,62 dobra
3 9823 P 186 1,84 dobra, RNA
4 9874 1l 228 1,87 dobra, RNA
5 9865 408 1,62 dobra
6 9843 268 1,75 degradovana
7 9837 199 1,74 dobra
8 9860 (03B3) 116 1,60 degradovana
9 9875 (03B2) 139 1,65 dobra
10 9829 122 1,58 ¢astecné degradovana
¢astecné degradovana,
11 31P 147 1,79 RN“L
12 s18/1 339 211 castecné Igilggadovana,
13 S18/2 236 2,05 degradovana
14 523 775 210 castecné Igel\lg'{:adovana,
15 S21 68,5 1,63 dobra
16 529 238 213 castecné degradovana,
RNA
17 S27 294 1,94 dobra
18 S5 315 2,01 dobra
19 E16A 63,5 1,74 degradovana
20 R26A 360 2.00 castecné Igilggadované\,
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Pokracovani Tabulky 8 Koncentrace DNA a jeji kvalita

Koncentrace DNA

Béh Kmen ( Clostridium sp.) Assonm!A280nm Kvalita
(ng/ul)
21 L2 117 2,24 dobréa
22 L3 428 2,14 dobréa
23 112 327 2,13 dobréa
24 580 148 1,99 degradovana
25 581 21,5 1,79 dobréa
castecné degradovana,
26 MM - D 422 2,06 RNA
27 89K258 407 2.09 ¢astecné degradovana,
RNA
¢astecné degradovana,
28 1030 451 1,99
RNA
29 12-15-1A 420 218 ¢aste¢né degradovana,
RNA
30 31-44-RK-2A 377 219 ¢aste¢né degradovana,
RNA
31 31.75-4A 454 184 ¢astecné degradovana,
RNA
32 V51-RCM-3B 148 2,11 dobréa
33 V51-RCM-3C 508 212 ¢astecné degradovana,
RNA
34 V62-45-3A 338 221 ¢astecné degradovana,
RNA
35 V62-45-38 345 219 ¢aste¢né degradovana,
RNA
36 V67-R3A 549 210 ¢aste¢né degradovana,
RNA
37 V69-120-R2A 584 211 ¢astecné degradovana,
RNA
38 C. butyricum DSM 10702" 14,8 1,69 dobréa
39 C. beijerinckii KVL M3 14,5 1,66 dobréa
40 | C. tyrobutyricum SMR 184 39,2 2,04 dobra, RNA
41 | C. tyrobutyricum SMR 220 8,5 1,79 dobréa
42 | . tyrobutyricum UTMT 2-1 404 2,09 castecné degradovana,
RNA
. castecné d d A,
43 | C. tyrobutyricum UTMT 3-1 548 1,99 castecne gegracovana
RNA
44 C. sporogenes CCM 4423 203 1,92 dobra
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5.2 Priprava DNA v mnozstvi vhodném do PCR sm  ési

Do smési pro PCR byla pouzita DNA o koncentraci 10 ng/ul. DNA byla fedéna TE pufrem dle
postupu uvedeném v kapitole 4.2.2.

Pro dosazeni vétsi Cistoty vzorkl byly vzorky €. 2, 5, 8, 9, 22, 29, 30, 32, 34 a 35 pfesrazeny
ethanolem (Tabulka 9). Koncentrace DNA ve vzorcich byla stanovovana spektrofotometricky.
Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 9 a na Obréazku 10.

Obrazek 10 Agarézova gelova elektroforéza presrazené DNA vybranych kment klostridii

plazmidova DNA

RNA
Na 0,8% gel bylo naneseno 30 pl DNA.
Tabulka 9 Koncentrace DNA po pfesrazeni ethanolem
Kmen Kmen ( Clostridium sp.) DNA (ng/ pl) Assonm!Azg0nm D((::l;;:jé?:;)A

2 9867 P 75,5 2,01 +++
5 9865 337 1,96 +++
8 9860 (03B3) 74 1,87 -
9 9875 (03B2) 121 2,03 ++
22 L3 663 2,25 +++
29 12-15-1A 330 2,08 +++
30 31-44-Rk-2A 815 2,23 +++
32 V51-RCM-3B 17,3 2,16 ++
34 V62-45-3A 963 2,21 +++
35 V62-45-3B 584 2,08 +++

DNA byla detegovana na 0,8% agarézovém gelu.

e, detekce DNA rizné intenzity (od nejvyssi do nejnizsi)

Po prfesrdZeni ethanolem se zlepSila Cistota DNA. Pomér absorbanci Azsonm/Azsonm DYl VELSi
nez 1,8. DNA byla detegovana ve vSech vzorcich kromé kmene Clostridium sp. 9860 (03B3)
(8). Jedn& se ziejmé o kmen, ktery obsahuje velké mnoZstvi nukleaz a pouZité mnoZzstvi
proteinazy K (0,5 ug) zfejmé& nepostacovalo pro jejich inaktivaci. Do smési pro PCR se
pouziva DNA o koncentraci 10 ng/ul. Z uvedeného divodu bylo nutné DNA zfedit.
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5.3 PCR s univerzalnimi primery pro doménu  Bacteria

Pro ovéreni amplifikovatelnosti izolované DNA zfedéné na vyslednou koncentraci 10 ng/ul
byla provedena PCR s univerzalnimi primery pro doménu Bacteria [64]. SloZeni smési pro
PCR je uvedeno v Tabulce 4. Pouzity program amplifikace je v Tabulce 6. Sekvenci sady
univerzalnich primer( pro doménu Bacteria udava Tabulka 5. Jako pozitivni kontrola byla
pouZita purifikovana DNA Clostridium tyrobutyricum DSM 2637" o koncentraci 10 ng/l.
Béhem této reakce se amplifikoval Usek o velikosti pfiblizné 470 bp. Separace produkti PCR
byla provadéna na 1,8% gelu. Ve vSech pfipadech byly ziskany amplikony o velikosti
pfiblizné 470 bp, coz svédCi o tom, Ze byla izolovana DNA v kvalité vhodné pro PCR.
Uvedena DNA byla pouZzita v dalSich aplikacich.

5.4 PCR s primery specifickymi prorod  Clostridium

Pro zaclenéni bakterialnich kmend do rodu Clostridium byly pouZity primery F1 a F2
specifické pro rod Clostridium [63]. Béhem reakce byl amplifikovan charakteristicky Usek o
velikosti 619 bp. Amplifikace probihala podle programu uvedeného v Tabulce 6. SloZeni
pouzité smeési pro PCR je uvedeno v Tabulce 4 a v Tabulce 5 jsou uvedeny sekvence
pouzitych primert. Amplikony byly detegovany na 1,8% agar6zovém gelu (Obrazek 11) a
vysledky prehledné shrnuty v Tabulce 10.

Obrazek 11 Agarézova gelova elektroforéza produktdl PCR s primery specifickymi pro rod Clostridium

6 7 8,9 10411 §2:943 44 45 16 17 18 19

(R Il T E 619 bp

S 2021 22 23 24 25 26 27 28 29 30 3132 33 34 35 36 37 38

619 bp

S e ——— DNA standard (100-1500 bp)
] pozitivni kontrola
NK e, negativni kontrola
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S 39 40 41 42 43 44 PK

619 bp

S o —— DNA standard (100-1500 bp)
] pozitivni kontrola
NK e, negativni kontrola

Tabulka 10 Vysledky PCR pro rod Clostridium

B&h Kmen Detekce B&h Kmen Detekce
(Clostridium sp.) produkt i PCR (Clostridium sp.) produkt i PCR

1 9833 P ++ 23 112 +++
2 9867 P - 24 580 +

3 9823 P ++ 25 581 +++
4 9874 11 -1+ 26 MM - D +++
5 9865 - 27 89K25B +++
6 9843 - 28 1030 ++
7 9837 - 29 12-15-1A +++
8 9860 (03B3) - 30 31-44-Rk-2A +++
9 9875 (03B2) -1+ 31 31-75-4A -

10 9829 - 32 V51-RCM-3B +++
11 31P +++ 33 V51-RCM-3C -

12 S18/1 +++ 34 V62-45-3A +++
13 S18/2 +++ 35 V62-45-3B +++
14 S23 +++ 36 V67-R3A +++
15 S21 +++ 37 V69-120-R2A +++
16 S29 b 38 | C.butyricum DSM 10702" et
17 S27 +++ 39 C. beijerinckii KVL M3 +++
18 S5 +++ 40 C. tyrobutyricum SMR 184 +++
19 E16A +++ 41 C. tyrobutyricum SMR 220 +++
20 R26A + 42 | C. tyrobutyricum UTMT 2-1 +++
21 L2 +++ 43 | C. tyrobutyricum UTMT 3-1 ++
22 L3 +++ 44 C. sporogenes CCM 4423 ++

B S T AT detegovany amplikony razné intenzity (od nejvyssi do nejnizsi)
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Z duvodu ovéfeni zafazeni testovanych kmenu byla opakovana rodové specificka PCR u
nésledujicich kmend: 9833 P (1), 9867 P (2), 9823 P (3), 9874 1 (4), 9865 (5), 9843 (6),
9837 (7), 9860 (03B3) (8), 9875 (03B2) (9), 9829 (10), R26A (20), 580 (24), 31-75-4A (31),
V51-RCM-3C (33), C. tyrobutyricum UTMT 3-1 (43), C. sporogenes CCM 4423 (44).
Velmi slaba detekce amplikont vzorkd ¢&. 2, 4-10, 31 a 33 (Obrazek 11) mohla byt
zplUsobena pritomnosti inhibitord PCR nebo velkym stupném degradace DNA.
Snizeni vlivu téchto inhibitort je mozné dosahnout dvéma zpusoby:
= zfedit DNA matrici natolik, Ze aktivita inhibitord neovliviiuje PCR (1 ng/ul a 100 pg/ul)
= zdvojnasobit mnoZstvi komponent pro PCR — pouZiti bohat§i smési pro PCR
(s vyS$§im obsahem dNTP, primerd a polymerazy) (Tabulka 4). V této reakci bylo
pouzito 5 pl koncentrované DNA (Obréazek 12).

Pro stanoveni vlivu fedéni DNA na ¢innost inhibitor6 PCR s primery specifickymi pro rod
Clostridium byla pfipravena fada fedéné DNA. K fedéni byla pouZita technika desitkového
fedéni. Koncentrace DNA pouZité do smési pro PCR se pohybovaly v intervalu (10 ng/ul,
100 fg/ul). Pomoci sady fedéni DNA typového kmene Clostridium tyrobutyricum DSM 26377
bylo ovéfeno, Ze Fedénim DNA klesa intenzita produktu PCR detegovatelného na gelu.
Pfitomnost inhibitord byla ovéfovana ve vzorcich kmenlG Clostridium sp. 9865 (5),
C. sp. 9860 (03B3) (8) a C. sp. 9829 (10) (kapitola 6.2).

Obrazek 12 Agardzova gelova elektroforéza produktd PCR s rodové specifickymi primery vybranych
kment Clostridium

9 10 20 24 31 33 43 44 PK NK

619 bp

Byla pouzita bohatSi smés pro PCR (Clost.B Tabulka 4) a 5 pl koncentrované DNA. Na gel bylo
naneseno 25 ul vzorku a 5 yl nanaseciho pufru.
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Tabulka 11 Vysledky PCR s primery specifickymi pro rod Clostridium pfi pouziti 50 ng DNA do bohatsi
smési pro PCR

Béh Kmen ( Clostridium sp.) (koncerlljtf:/:;\: DNA)

1 9833 P +++

2 9867 P +++

3 9823 P +++

4 9874 1l +++

5 9865 ++

6 9843 +++

7 9837 +++

8 9860 (03B3) ++

9 9875 (03B2) +H+

10 9829 ++

20 R26A +++

24 580 +++

31 31-75-4A +++

33 V51-RCM-3C +++

43 C. tyrobutyricum UTMT 3-1 +++

44 C. sporogenes CCM 4423 +++

e, detegovany amplikony riizné intenzity (od nejvyssi do nejnizsi)
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5.5 Stanoveni citlivosti PCR s primery specifickymi pro rod Clostridium

Pouzitim sady fedé&ni DNA typového kmene Clostridium butyricum DSM 10702" do smési
pro PCR byla ziskana citlivost PCR se specifickymi primery pro rod Clostridium. SloZeni
smési pro PCR je uvedeno v Tabulce 4, jednotlivé kroky amplifikacniho programu jsou
v Tabulce 6. Do smési pro PCR pro negativni kontrolu byla pouZita voda pro PCR.

Obrazek 13 Vizualizace amplikond po stanoveni citlivosti rodové specifické PCR pro rod Clostridium

Na 1,8% agar6zovy gel bylo naneseno 25 ul smési pro PCR.
S o —— DNA standard (100-1500 bp)

Tabulka 12 Stanoveni citlivosti PCR s primery specifickymi pro rod Clostridium

. DNA Detekce
Béh .
(koncentrace) amplikonu
1 10 ng/ul ++++
2 1 ng/pl +++
3 100 pg/ul ++
4 10 pg/ul +
5 1 pg/ul +
6 100 fg/ul -/+
7 10 fg/ul -
8 1 fg/pl -
9 100 ag/ul -
10 NK -

Y

e — nebyl detegovan specificky PCR produkt
NK e, negativni kontrola

Technikou desitkového fedéni byla ziskana fada vzork( DNA, které byly pouzity jako matrice
DNA do PCR sprimery specifickymi pro rod Clostridium. Testovany byly vzorky
s koncentraci DNA 10 ng/ul az 100 at/pl. Z Obrazku 13 je patrné, Ze amplikon se vzorkem
DNA o koncentraci 100 fg/ul je je5té detegovatelny na gelu.

V tomto experimentu byla zjiSténa citlivost rodové specifické PCR na 100 fg/pl.
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5.6 PCR s primery specifickymi pro druh  Clostridium tyrobutyricum

DNA vSech 44 kmen0 klostridii byla amplifikovana s pouzitim primer( specifickych pro druh
Clostridium tyrobutyricum. SloZeni smési pro PCR je uvedeno v Tabulce 4, kolonce C. tyr,
amplifikaéni program udava Tabulka 6 a sekvence pouzitych primerd jsou uvedeny
v Tabulce 5. Béhem této reakce se amplifikuje Usek o velikosti 233 bp. Jako pozitivni
kontrola byla do smési pro PCR pouzita purifikovana DNA izolovana z typového kmene
Clostridium tyrobutyricum DSM 2637 o koncentraci 10 ng/pl. Jako negativni kontrola byla
pouZita smés pro PCR, do které misto matrice DNA byla pouZita voda pro PCR.

Obrazek 14 Agar6zova gelova elektroforéza produktd PCR s primery specifickymi PCR pro druh
Clostridium tyrobutyricum

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

”k‘l “'"‘""-‘Fo"

N D N e e R e 233 bp

S 20 21 22 23 24 25 26 27 ‘28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

233 bp

Do smési pro PCR bylo pouzito 10 ng DNA matrice. Na 1,8% agar6zovy gel bylo naneseno 25 pl
smési pro PCR.
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S 39 A0 dladads add PK

233 bp

Do smési pro PCR bylo pouzito 10 ng DNA matrice. Na 1,8% agar6zovy gel bylo naneseno 25 pl
smési pro PCR.

Zhodnoceni vysledkl agar6zové gelové elektroforézy PCR produktd po amplifikaci se
specifickymi primery pro druh Clostridium tyrobutyricum je shrnuto spolu s vysledky druhové
specifické PCR pro druh Clostridium butyricum v Tabulce 13.

5.7 PCR s druhov é specifickymi primery pro druh  Clostridium butyricum

DNA 44 kmen( klostridii byla testovana s primery specifickymi pro druh Clostridium
butyricum. SloZeni smési pro PCR uvedeno v Tabulce 4, kolonce C. but. Amplifikaéni
program udava Tabulka 6 a sekvence pouzitych primerd je uvedena v Tabulce 5. BEhem této
reakce se amplifikuje Usek o velikosti 262 bp [65]. Jako negativni kontrola byla pouzita PCR
smés, ke které byla ptidana DNA kmene Clostridium tyrobutyricum DSM 2637" o koncentraci
10 ng/ul. DNA vzorku ¢&.38 odpovida DNA typového kmene Clostridium butyricum
DSM 10702" a smés pro PCR s touto DNA byla pouZita jako pozitivni kontrola.

Obrazek 15 Agar6zova gelova elektroforéza produkti PCR s primery specifickymi PCR pro druh
Clostridium butyricum

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
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S 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37

S 39 40 41 42 43 44

Do smési pro PCR bylo pouzito 10 ng matrice DNA. Na 1,8% agar6zovy gel bylo naneseno 25 pl
smési pro PCR a 5 pl nanaSeciho pufru.

S DNA standard

NK. oo negativni kontrola

Vyhodnoceni vysledkd agar6zové gelové elektroforézy produktd PCR po amplifikaci se

specifickymi primery pro druh Clostridium butyricum je shrnuto spolu s vysledky druhové
specifické PCR pro druh Clostridium tyrobutyricum v Tabulce 13.
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Tabulka 13 Agarézova gelova elektroforéza produktd PCR produktd po amplifikaci s primery
specifickymi pro druh Clostridium tyrobutyricum a Clostridium butyricum

Béh [ Kmen (Clostridium sp.) Detekce Zarazeni
C. tyrobutyricum | C. butyricum
1 9833 P + - N
2 9867 P ++ - N
3 9823 P - - N
4 9874 I - - N
5 9865 - - N
6 9843 - - N
7 9837 - - N
8 9860 (03B3) - - N
9 9875 (03B2) - - N
10 9829 - - N
11 31P +++, Np - tyr
12 S18/1 +++, Np - tyr
13 S18/2 +++, Np - tyr
14 S23 +++, Np - tyr
15 S21 +++, Np - tyr
16 S29 +++, Np - tyr
17 S27 +++, Np - tyr
18 S5 +++, Np - tyr
19 E16A + +++ but
20 R26A + - N
21 L2 +++, Np - tyr
22 L3 +++, Np - tyr
23 112 +++, Np - tyr
24 580 + - tyr
25 581 ++, Np +++, Np but
26 MM - D +++, Np - tyr
27 89K25B + +++, Np but
28 1030 - - N
B S T AT detegovany amplikony riizné intenzity (od nejvyssi do nejnizsi)
e — nedetegovan specificky produkt PCR
\\] o I detegovan nespecificky produkt PCR
but.......cooi, zafazeni do druhu Clostridium butyricum
11/ (UUPURRRRRTT zafazeni do druhu Clostridium tyrobutyricum
N o nezafazeno
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Pokracovani Tabulky 13 Agarézova gelova elektroforéza produktd PCR produktd po amplifikaci s
primery specifickymi pro druh Clostridium tyrobutyricum a Clostridium butyricum

. Detekce .

Béh | Kmen (Clostridium sp.) Zarazeni
C. tyrobutyricum | C. butyricum

29 12-15-1A +++, Np - tyr
30 31-44-Rk-2A +++, Np - tyr
31 31-75-4A + - N
32 V51-RCM-3B +++, Np - N
33 V51-RCM-3C +++, Np - N
34 V62-45-3A +++, Np - N
35 V62-45-3B +++, Np - N
36 V67-R3A +++, Np - N
37 V69-120-R2A +++, Np - N
38 | butyricum DSM 10702T ++, Np +++, Np but
39 beijerinckii KVL M3 ++, Np - N
40 | tyrobutyricum SMR 184 +++, Np - tyr
41 | tyrobutyricum SMR 220 +++, Np - tyr
42 | tyrobutyricum UTMT 2-1 +++, Np - tyr
43 | tyrobutyricum UTMT 3-1 +++, Np - tyr
44 | sporogenes CCM 4423 ++, Np - N
o, detegovany amplikony razné intenzity (od nejvysSi do nejnizsi)
e ————— nedetegovan specificky produkt PCR
] o detegovan nespecificky produkt PCR
but......oooviieen, zafazeni do druhu Clostridium butyricum
11/ (UUTTS zafazeni do druhu Clostridium tyrobutyricum
N o nezafazeno

5.8 Amplifikace gen u kédujicich hydrogenazu hydA

Pro identifikaci gend kodujicich hydrogendzu hydA byla pouZita smés pro PCR uvedend
v Tabulce 4; sekvence primeru jsou uvedeny v Tabulce 5 a program amplifikace této PCR je
uveden v Tabulce 6.
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Obrazek 16 Agarézova gelova elektroforéza amplikond PCR s primery specifickymi pro gen kédujici
hydrogenazu hydA

Qe Qeall 12 13 14 1516 12 -8

S 19 2021 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36

Na 1,8% agarézovy gel bylo naneseno 25 ul smési pro PCR a 5 ul 6x koncentrovaného nanaseciho

pufru.

S DNA standard

PK oo pozitivni kontrola
NK e negativni kontrola

47



S 37 38 39 40 41 42 43 44 PK

Na 1,8% agarézovy gel bylo naneseno 25 ul smési pro PCR a 5 ul 6x koncentrovaného nanaseciho

pufru.

S DNA standard

] pozitivni kontrola
NK..ooiieeeeeees negativni kontrola

Tabulka 14 Vysledky agardzové gelové elektroforézy produktd PCR po amplifikaci s primery
specifickymi pro gen kédujici hydrogenazu hydA

B&h Kmen Detekce B&h Kmen Detekce
(Clostridium sp.) produkt i PCR (Clostridium sp.) produkt i PCR

1 9833 P Np 18 S5 +++
2 9867 P - 19 E16A +++
3 9823 P Np 20 R26A -
4 9874 11 - 21 L2 ++
5 9865 - 22 L3 +
6 9843 - 23 112 -
7 9837 - 24 580 -
8 9860 (03B3) +++ 25 581 +++
9 9875 (03B2) Np 26 MM - D -
10 9829 - 27 89K25B +++
11 31P +++ 28 1030 -
12 S18/1 - 29 12-15-1A -
13 S18/2 +++ 30 31-44-Rk-2A +++
14 S23 +++ 31 31-75-4A -
15 S21 +++ 32 V51-RCM-3B +++
16 S29 +++ 33 V51-RCM-3C +++
17 S27 +++ 34 V62-45-3A +++

Ft, detegovany amplikony razné intenzity (od nejvysSi do nejnizsi)

e ———— nebyl detegovan specificky produkt PCR

NN] o detegovan nespecificky produkt PCR
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Pokracovani Tabulky 14 Vysledky agarézové gelové elektroforézy produktd PCR po amplifikaci s
primery specifickymi pro gen kodujici hydrogenazu hydA

B&h Kmen Detekce B&h Kmen Detekce
(Clostridium sp.) produkt G PCR (Clostridium sp.) produkt G PCR

35 V62-45-3B - 40 | C. tyrobutyricum SMR 184 +++

36 V67-R3A - 41 | C. tyrobutyricum SMR 220 -

37 V69-120-R2A +++ 42 | C. tyrobutyricum UTMT 2-1 ++

38 | C. butyricum DSM 10702" - 43 | C. tyrobutyricum UTMT 3-1 -

39 C. beijerinckii KVL M3 - 44 | C. sporogenes CCM 4423 ++
o, detegovany amplikony riizné intenzity (od nejvy3si do nejnizsi)
e nebyl detegovan specificky produkt PCR

] o detegovan nespecificky produkt PCR

U 21 vzorkl ze 44 testovanych byla prokazana pfitomnost genu pro hydrogenazu hydA.

5.9 Optimalizace teploty hybridizace (GTG) s primeru p Fi genové typizaci
pomoci interrepetitivni PCR (rep-PCR)

Optimalizace teploty hybridizace primeru (GTG)s pro typizaci pomoci rep-PCR byla
provedena s purifikovanou DNA (10 ng/upl) typového kmene Clostridium tyrobutyricum
DSM 2637". SloZeni smési pro PCR s primerem (GTG)s je uvedena v Tabulce 4. PCR byla
provedena podle amplifikaéniho programu uvedeného v Tabulce 6, sekvence pouZitého
primeru je v Tabulce 5.

Obrazek 17 Agar6zova gelova elektroforéza produktd PCR po optimalizaci teploty hybridizace primeru
(GTG)s

812345678_9101112

Na agarézovou gelovou elektroforézu byl pouzit 1,4% gel. Bylo naneseno 5yl produktu PCR
s nanaSecim pufrem.
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Tabulka 15 Vysledky agar6zové gelové elektroforézy amplikond po optimalizaci teploty hybridizace
primeru (GTG)s

Béh | Teplota hybridizace () Rozmezi velikosti amplikon @ (bp)
1 45,0 420 - 2 500
2 45,4 420 - 2 500
3 46,3 420 - 2 500
4 47,5 420 - 2 500
5 49,2 420 - 2 500
6 51,4 420 -1 480
7 53,9 420 -1 020
8 56,0 420 -1 020
9 57,7 420 -1 020
10 58,8 150 - 1 020
11 59,7 150 - 1 020
12 60,0 150 - 1 020

Teplota hybridizace primeru (GTG)s 46 T byla zvolena jako optimalni teplota pro
fingerprintové profily testovanych 44 kmena klostridii.

5.10 Optimalizace teploty hybridizace primer G Prl a Pr6 pFi genové typizaci
pomoci ndhodn & amplifikované polymorfni DNA (RAPD)

SloZeni smési pro PCR s primery Prl a Pr6 je uvedena v Tabulce 4. PCR s primerem Prl a
Pr6 byla provedena podle amplifikaéniho programu uvedeného v Tabulce 6. Vysledky
detekce amplikont na agar6zovém gelu jsou uvedeny na Obrazku 18 a Obrazku 19. Souhrn
vysledkd udava Tabulka 16.
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Obrazek 18 Gradient teploty hybridizace primeru Prl (zleva 33,0 - 39,0 C) pfi RAPD a pouziti DNA
typového kmene Clostridium tyrobutyricum DSM 2637"

8 9 10 11 12

Pt

\

Detekce na 2% agar6zovém gelu.

Obrazek 19 Gradient teploty hybridizace primeru Pr6 (zleva 33,0 - 39,0 C) pfi RAPD a pouziti DNA
typového kmene Clostridium tyrobutyricum DSM 2637"
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Detekce na 2% agar6zovém gelu.
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Tabulka 16 Vysledky agar6zové gelové elektroforézy amplikond po optimalizaci teploty hybridizace

primer( Prl a Pr6

B&h | Teplota hybridizace (<) Rozm_ezi velikosti amplik_on u (bp)
Primer 1 Primer 6
1 33,0 500 - 1 550 250 - 1 550
2 33,2 500 - 1 420 480 - 1 550
3 33,5 500 -1 700 490 - 1 550
4 34,0 500 - 1 450 250 - 1 550
5 34,7 500 - 1 460 490 - 1 550
6 35,6 500 - 1 380 480 - 1 550
7 36,6 500 - 1 460 230 - 1550
8 37,5 500 - 1 400 240 - 1 550
9 38,1 500 - 1 380 390 - 1 550
10 38,5 500 - 1 500 350 - 1 550
11 38,9 500 - 1 400 340 - 1550
12 39,0 500 - 1 430 490 - 1 550

Pfi teploté hybridizace 35,6 - 36,6 T bylo na gelu detegovano nejvétSi mnozstvi dobre
viditelnych diskrétnich zén (v rozmezi 500 - 1 460 bp pro primer Prl a 230 - 1 550 bp pro
primer Pr6). Jako optimalni teplota hybridizace primerd Prl a Pr6 byla zvolena teplota
36,0 €. Tato teplota hybridizace se shoduje s tepl otou uvadénou v literature [65].

5.11 Genova typizace pomoci interrepetitivni PCR (r  ep-PCR)

Fingerprintové profily byly ziskany na z&kladé provedeni reakce PCR s primerem (GTG)s.
SloZeni smési pro PCR je uvedeno v Tabulce 4. Jako matrice DNA do smési pro PCR byla
pouZita purifikovana DNA 45 kment klostridii uvedenych v Tabulce 1 o koncentraci 10 ng/ul.
PCR byla provedena podle amplifikaéniho programu uvedeného v Tabulce 6. Amplikony byly
detegovany na 1,4% agardézovém gelu. Podle dendrogramu byla jednotliva klostridia
rozdélena do péti skupin (Tabulka 17).
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Obrazek 20 Fingerprintové profily 45 kmen( klostridii po amplifikaci s primerem (GTG)s
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Tabulka 17 Rozdéleni klostridii do skupin na zé&kladé dendrogramu sestrojeného z fingerprintovych
profild po amplifikaci s (GTG)s primerem

Skupina podrtligis:?(%) Kmen Kmen ( Clostridium sp.)
Clostridi
| 86 0S rlélcj:rp/l ZZ(;r;)genes 1030
Clostridium tyrobutyri
I 83 ostr 'J;”M_yrfgf YHCUM 1 9843, 9830 (03B2), 31-75-4A
" 83 CIostridét;r:ﬂt;;;ogb;tyricum 9837, 580

- _ S29, S5, L3, L2, S21, 112, S18/1,
Clostridium tyrobutyricum
UTMT 2-1 S18/2, 31 P, S23, V69-120-R2A,
v 77 . . V62-45-3A, V62-45-3B, 31-44-Rk-2A,
Clostridium tyrobutyricum
SMR 184 12-15-1A, V67-R3A, MM-D, V51-
RCM-3B, V51-RCM-3C, S27

9833 P, 9867 P, 9874 Il, 9823 P,
\% nezarazeno 581, 9830 (03B3), R26A, 9865, 9829,
E16A, 89K25B

5.12 Nahodn & amplifikovana polymorfni DNA (RAPD)

Fingerprintové profily 45 kmenu klostridii byly ziskany metodou RAPD s primery Prl a Pr6.
Porovnanim fingerprintd pomoci programu BioNumerics byly na zakladé Pearsonova
korelaCniho koeficientu a UPGMA analyzy sestaveny dendrogramy (Obrazek 21, Obrazek
22). Podle dendrogramu byla jednotliva klostridia rozdélena do skupin (Tabulka 18, Tabulka
19).

SloZzeni smési pro RAPD s primery Prl a Pr6 je uvedena v Tabulce 4. Jako matrice DNA do
smési pro PCR byla pouzita purifikovand DNA 45 kmenU klostridii uvedenych v Tabulce 1 o
koncentraci 10 ng/ul. PCR s primerem Prl a Pr6 byla provedena podle amplifikaéniho
programu uvedeného v Tabulce 6. Amplikony byly detegovany na 1,4% agar6zovém gelu.
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Obrazek 21 Fingerprintové profily a dendrogram 45 kmenu klostridii po amplifikaci s primerem Prl
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KVL M3
SMR 184
9837

9830 (03B3)
9823 P
9874 I
UTMT 3-1
9843
31-75-4A
9833 P
9867 P
R26A

9830 (03B2)
580

DSM 10702
CCM 4423
DSM 2637
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Tabulka 18 Rozdéleni klostridii do skupin na z&kladé dendrogramu sestrojeného z fingerprintovych
profilt po amplifikaci s primerem Prl

Hladi
Skupina a m? Kmen Kmen ( Clostridium sp.)
podobnosti (%)

S21, 112, 1030, 31 P, S18/1, L3, S5, L2,
S29, 527, S23, V69-120-R2A, 12-15-1A,

Clostridium tyrobutyricum | o) /1 o1 5 MM-D, S18/2, V62-45-3A,

UTMT 2-1 V62-45-3B, V67-R3A, V51-RCM-3B,
V51-RCM-3C
Clostridium tyrobutyricum | 2827 9830 (0383), 9823 P, 98741,
I 81 UTMT 3.1 9843, 31-75-4A, 9833 P, 9867 P, R26A,
9830 (03B2)
Il nezarazeno E16A, 89K25B, 9865, 9829, 581, 580
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Obrazek 22 Fingerprintové profily a dendrogram 45 kmenu klostridii po amplifikaci s primerem Pr6
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Tabulka 19 Rozdéleni klostridii do skupin na zéakladé dendrogramu sestrojeného z fingerprintovych
profilt po amplifikaci s primerem Pr6

Hladi
Skupina & m? Kmen Kmen ( Clostridium sp.)
podobnosti (%)
. . V69-120-R2A, S5, MM-D, S27, L2, V67-
Clostridium tyrobutyricum
SMR 184 R3A, S23, S29, V62-45-3A, V62-45-3B,
! 80 Clostridium tyrobutyricum V51-RCM-3C, 31 P, 31-44-Rk-2A,
yropuy S18/1, L3, S18/2, V51-RCM-3B, 12-15-
UTMT 2-1
1A
Clostridium beijerinckii
Il 97 KVL M3 581
" 74 Clostridium tyrobutyricum | 9867 P, 9874 Il, 9823 P, R26A, 31-75-
UTMT 3-1 4A, 9833 P
Clostridium butyricum
Y 81 DSM 107027 1030
580, 9829, 9865, S21, 112, 9837, E16A,
\Y nezafazeno

89K25B, 9843, 9830 (03B3),
9830 (03B2)
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Obrazek 23 Srovnani fingerprintovych profild a dendrogram 45 kmenua klostridii po amplifikaci
s primerem Prl a Pr6

bp bp

0
0
=100

Clostridium sporogenes  CCM 4423

| Clostridium tyrobutyricum DSM 2637
Clostridium  butyricum DSM 10702
Clostridium  sp. 12-15-1A
Clostridium  sp. V67-R3A
Clostridium  sp. S5
Clostridium  sp. MM-D
Clostridium  sp. V62-45-3A
Clostridium  sp. V62-45-3B
Clostridium  sp. 31-44-Rk-2A
Clostridium  sp. S18/2
Clostridium  sp. V51-RCM-3B
Clostridium  sp. V51-RCM-3C
Clostridium  sp. 31P
Clostridium  sp. S18/1
Clostridium  sp. L3
Clostridium  sp. S23
Clostridium  sp. S29
Clostridium  sp. L2
Clostridium  sp. V69-120-R2A
Clostridium tyrobutyricum UTMT 2-1
Clostridium tyrobutyricum SMR 184
Clostridium  sp. S27
Clostridium  sp. S21
Clostridium  sp. 112
Clostridium  sp. 1030
Clostridium  sp. E16A
Clostridium  sp. 89K25B
Clostridium  sp. 9837
Clostridium  sp. 580
Clostridium  sp. 9865
Clostridium  sp. 9829
Clostridium  sp. 581
Clostridium  beijerinckii KVL M3
Clostridium tyrobutyricum SMR 220
Clostridium  sp. 9867 P
Clostridium  sp. 9874 11
Clostridium  sp. 9823 P

| Clostridium tyrobutyricum UTMT 3-1
Clostridium  sp. R26A
Clostridium  sp. 31-75-4A
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Tabulka 20 Rozdéleni Kklostridii do skupin na zakladé dendrogramu sestrojeného
z kombinace fingerprintovych profild po amplifikaci s primerem Prl a Pr6

Hladi
Skupina & m? Kmen Kmen ( Clostridium sp.)
podobnosti (%)
| 88 Clostridium tyrobutyricum | 9867 P, 9874 Il, 9823 P, R26A, 31-75-
UTMT 3-1 4A, 9833 P
Clostridium tyrobutyricum 12-15-1A, V67-R3A, S5, MM-D, V62-45-
UTM¥ ot y 3A, V62-45-3B, 31-44-Rk-2A, S18/2,
Il 83 L . V51-RCM-3B, V51-RCM-3C, 31 P,
Clostridium tyrobutyricum
S18/1, L3, S23, S29, L2, V69-120-R2A,
SMR 184
S27
S21, 112, 1030, E16A, 89K25B, 9837,
1 nezarazeno 580, 9865, 9829, 581, 9843,
9830 (03B3), 9830 (03B2)
5.13 Komplexni srovnani fingerprintovych profil U testovanych kmen

Fingerprintové profily po amplifikaci postupné s primery (GTG)s, Prl a Pr6 vSech 45
testovanych kmend byly srovnany mezi sebou. Na jejich zakladé byl sestrojen souhrnny
dendrogram vyjadfujici vzajemny stupen pfibuznosti (Obrazek 24).
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Obrazek 24 Srovnani fingerprintovych profild a dendrogram 45 kmenu
s primerem (GTG)s, Prl a Pr6
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Tabulka 21 Rozdéleni Kklostridii do skupin na zakladé dendrogramu sestrojeného
z kombinace fingerprintovych profili po amplifikaci s primerem (GTG)s, Prl1 a Pré

Hladi
Skupina a m? Kmen Kmen ( Clostridium sp.)
podobnosti (%)

12-15-1A, V67-R3A, S5, MM-D, V62-45-

Clostridium tyrobutyricum
3A, V62-45-3B, 31-44-Rk-2A, S18/2,

| 83 Clostr diLlJJ-rrnN:Trcz)l-)]l:lt e | VBLRCM-38, V5L-RCM-3C, 31 P,
yrovuty S18/1, L3, S23, S29, L2, V69-120-R2A.,
SMR 184
S27
] o Clostridium tyrobutyricum | 9867 P, 9874 II, 9823 P, R26A, 37-75-
UTMT 3-1 4A, 9833 P
S21. 112, 1030, E16A, 89K25B, 9837,
I nezafazeno 580, 9865, 9829, 581, 9843,

9830 (03B3), 9830 (03B2)

Na zakladé vysledki PCR se sadami specifickych primerd pro druh Clostridium
tyrobutyricum a Clostridium butyricum (Tabulka 13) spolu se v3emi vyhodnocenymi
dendrogramy (Obrazky 20-24) byly jednotlivé kmeny Klostridii zafazeny do druhd. Diléi a
celkové zafazeni kmenu do druh( je v Tabulce 22.

Tabulka 22 Celkové zarfazeni 45 kmenU klostridii do druht

Kmen Identifikace
(Clostridium sp.) Druhova | (GTG)s [ Pr1 | Pr6 | Prl-Pr6 | (GTG)s-Pri-Pr6 | Celkova
9833 P N N T81| T74 T88 T82 T
9867 P N N T81| T74 T88 T82 T
9823 P N N T81| T74 T88 T82 T
9874 1I N N T81| T74 T88 T82 T
9865 N N N N N N N
9843 N T83 |T81| N N N N
9837 N T83 |T81| N N N N
9860 (03B3) N N T81| N N N N
9875 (03B2) N T83 |T81| N N N N
9829 N N N N N N N
31P T T77 | T89 | T80 T83 T83 T
S18/1 T T77 | T89 | T80 T83 T83 T
S18/2 T T77 | T89| T80 T83 T83 T
S23 T T77 | T89| T80 T83 T83 T
TXY ceeeciiineeeeeeeeinns zafazeno do druhu Clostridium tyrobutyricum na hladiné podobnosti xy%
BXY. .ot zafazeno do druhu Clostridium butyricum na hladiné podobnosti xy%
SXY eerrieeaaae e zafazeno do druhu Clostridium sporogenes na hladin& podobnosti xy%
BeXY. ..o zafazeno do druhu Clostridium beijerinckii na hladiné podobnosti xy%
N nezafazeno
T zafazeno do druhu Clostridium tyrobutyricum
B zafazeno do druhu Clostridium butyricum
S zafazeno do druhu Clostridium sporogenes

e — na zkoumanych hladinach podobnosti kolem shirkovych a typovych kmen(i nebyla
vytvorena zadna skupina
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Kmen Identifikace
(Clostridium sp.) Druhova | (GTG)s | Pr1 | Pr6 | Pri-Pr6 | (GTG)s-Pr1-Pr6 | Celkova
S21 T T77 |T89] N N N N
S29 T T77 |T89]| T80 T83 T83 T
S27 T T77 | T89]| T80 T83 T83 T
S5 T T77 |T89]| T80 T83 T83 T
E16A B N N N N N N
R26A N N T81 | T74 T88 T82 T
L2 T T77 |T89]| T80 T83 T83 T
L3 T T77 | T89]| T80 T83 T83 T
112 T T77 |T89] N N N N
580 T T83 N N N N N
581 B N N | Be97 N N N
MM - D T T77 | T89 | T80 T83 T83 T
89K25B B N N N N N N
1030 N S86 | T89| B8l N N N
12-15-1A T T77 |T89]| T80 T83 T83 T
31-44-Rk-2A T T77 |T89 ]| T80 T83 T83 T
31-75-4A N T83 | T8l | T74 T88 T82 T
V51-RCM-3B N T77 | T89 | T80 T83 T83 T
V51-RCM-3C N T77 |T89]| T80 T83 T83 T
V62-45-3A N T77 |T89]| T80 T83 T83 T
V62-45-3B N T77 |T89]| T80 T83 T83 T
V67-R3A N T77 |T89 ]| T80 T83 T83 T
V69-120-R2A N T77 | T89 | T80 T83 T83 T
butyricum DSM 10702 B - - B81 - - B
beijerinckii KVL M3 N - - | Be97 - - Be
tyrobutyricum SMR 184 T T77 - T80 T83 T83 T
tyrobutyricum SMR 220 T - - - - - T
tyrobutyricum UTMT 2-1 T T77 |T89]| T80 T83 T83 T
tyrobutyricum UTMT 3-1 T T83 | T81| T74 T88 T82 T
sporogenes CCM 4423 N S86 - - - - S
tyrobutyricum DSM 2637 T T83 - - - - T
TXY ceeeciiineeeeeeeeiens zafazeno do druhu Clostridium tyrobutyricum na hladiné podobnosti xy%
BXY. oot zafazeno do druhu Clostridium butyricum na hladin& podobnosti xy%
SXY tvrvieeiiiiiiineeeens zafazeno do druhu Clostridium sporogenes na hladiné podobnosti xy%
BeXY. ..o zafazeno do druhu Clostridium beijerinckii na hladiné podobnosti xy%
N oo nezafrazeno
IR zafazeno do druhu Clostridium tyrobutyricum
B zafazeno do druhu Clostridium butyricum
S zafazeno do druhu Clostridium sporogenes

e ———— na zkoumanych hladinach podobnosti kolem shirkovych a typovych kmenud nebyla
vytvorena zadna skupina
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5.14 Stanoveni vlastnosti kmene Clostridium tyrobutyricum S5 (18)

5.14.1 Ovéreni €istoty bakterialni kultury

Na zakladé predbéznych experimentl [71] byl pro daldi zkoumani vybran kmen Clostridium
tyrobutyricum S5 (18). U tohoto kmene byla opétovné potvrzena jeho Cistota a identita.
Metodou desitkového fedéni byla pfipravena fada fedéni do 1-10*. Bakterialni kultura byla
fedéna sterilnim médiem CMO0149. Z Fedéni 1-10* bylo odebrano 50 pl kultury a rozetfeno
ocCkovaci klickou po celé ploSe pevného média na Petriho misce. Po 36 hodinach byla
kultivace v anaerostatu s anaerobni atmosférou typu A/N (kapitola 4.2.6.2) ukonena a
vysledek zdokumentovan digitalnim fotoaparatem. Identita kmene byla dale potvrzena
pomoci PCR s hrubym lyzatem a primery specifickym pro rod Clostridium (Obrazek 26).

Obrazek 25 Kolonie bakterialniho kmene Clostridium tyrobutyricum S5 (18)

Na Petriho misku naneseno 50 pl kultury z fedéni 1-10™.

Do smési pro PCR se specifickymi primery pro rod Clostridium jako DNA matrice byl pouZzit
hruby lyzat bunék kultivovanych v médiu CM0149 s rlznou pocate¢ni koncentraci laktdzy.
Hruby lyzat byl ziskany zahfatim bunék 30 min pfi 99 € (kapitola 4.2.4). Amplifikace
probihala podle programu Clost. uvedeného v Tabulce 6. Jako pozitivni kontrola byla pouZita
purifikovana DNA typového kmene Clostridium tyrobutyricum DSM 2637" o koncentraci
10 ng/pl. Vysledky PCR s hrubym lyzatem jsou uvedeny v Tabulce 23 a na Obrazku 26.
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Obrazek 26 Agardzova gelova elektroforéza produktt rodové specifické PCR s hrubym lyzatem bunék
(619 bp)

619 bp

Na 1,8% gel bylo naneseno 25 ul smési pro PCR.

Tabulka 23 Vysledky PCR s hrubym lyzatem bunék

Béh | Bunky z média s laktézou (mM) |Detekce amplikonu (619 b p)
1 5 +++
2 10 +++
3 50 +++
4 100 +++
5 200 +++
6 400 +++

Ve stanovenych c&asovych intervalech byly provadény odbéry jednotlivych zkumavek
s bakterialni kulturou. Pfi kazdém odbéru byla posuzovana pfitomnost zakalu, sedimentu a
bublinek plynd. Déle byla zméfena absorbance pfi 600 nm a po centrifugaci bylo stanoveno
pH supernatantu. Uvadéné hodnoty absorbance (Aewonm) jsou pramérem hodnot
vynasobenych pouzitym fedénim dvou paralelnich stanoveni.

5.14.2 Kultivace v tekutém médiu CM0149 s laktézou  pfi rtiznych teplotach

Kultivace kmene Clostridium tyrobutyricum S5 (18) byla provedena pfi teploté 37 C
v termostatu a pfi laboratorni teploté, ktera se pohybovala v intervalu (20-23 ).

Jako zdroj uhliku v tekutém zivném médiu CMO0149 byla pouZita laktéza o koncentraci
5 % (hm).

Pocate¢ni pH média bez cukru bylo upraveno na pH 5,6 (pH blizké redlnému vzorku pH
sladké syrovatky). Autoklavovanim poklesla hodnota pH o 0,2 a po pfidani inokula doSlo
k dalSimu poklesu o 0,2 jednotky.

65



Vysledky sledovani rastu bunék a zmény pH bé&hem celé doby kultivace je shrnuto
v Tabulce 24. Grafické znazornéni vybranych sledovanych parametr v prabéhu kultivace je
znazornéno v grafech (Graf 1, Graf 2, Graf 3).

Tabulka 24 Kultivace bakterialniho kmene Clostridium tyrobutyricum S5 (18) na médiu s laktézou
pfi rznych teplotach

Teplota kultivace (C) 37 LT
Doba kultivace (h) A soonm | M (h™) | pH | Asoonm | M (™) | pH
0 0,08 - 52 | 0,08 - 5,2
/ 0,33 | 0,200 | 52| 0,24 | 0,154 | 53
14 0,57 0,140 | 51 | 0,28 0,089 | 5,1
24 0,83 | 0,097 | 45| 049 | 0,075 | 4,8
31 1,04 0,060 | 42| 0,71 0,070 | 4,6
38 1,26 | 0,054 | 40| 0,85 | 0,062 | 44
48 1,33 0,044 | 39| 091 0,051 | 4,2
57 1,37 | 0,038 | 40| 099 [ 0044 |41
72 1,42 0,030 | 4,1 1,09 0,027 | 4,0
82 1,42 | 0,027 | 42| 1,23 | 0,025 | 4,0
106 1,45 0,021 | 4,0 1,48 0,021 | 3,9
LT =20-23C
AGOORM +eerrrrrnneeeeeerrrrriianaenns absorbance pfi 600 nm
Moo mé&rna rychlost rastu (h™)

Graf 1 Zavislost zmény absorbance Agponm kultury Clostridium tyrobutyricum S5 (18) v zavislosti na
dobé kultivace pfi 37 € (modra zna ¢ka) a pfi laboratorni teploté (Eerveny trojuhelnik)

Asoonm 16
14 - Py ¢
1,2 -
10 - ¢ A
08 r ¢
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Jako substrat byla pouzita lakt6za.
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Graf 2 Mérna rlstova rychlost kmene Clostridium tyrobutyricum S5 (18) na laktéze pfi 37 T (mod
znacka) a pfi laboratorni teploté (Cerveny trojuhelnik)
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Graf 3 Zavislost zmény hodnot pH média pfi kultivaci kmene Clostridium tyrobutyricum S5 (18)

v zavislosti na dobé kultivace pfi 37 C (modra zna ¢ka) a pfi laboratorni teploté (Cerveny trojihelnik)
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5.14.3 Kultivace v tekutém médiu CM0149 se syrovatk ou p i raznych teplotach

Kultivace kmene Clostridium tyrobutyricum S5 (18) byla provedena pfi teploté 37
v termostatu a pfi laboratorni teploté, ktera se pohybovala v intervalu (20-23 ).

T
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V obou experimentech (37 C a 20-23 C) byla zvolen a anaerobni atmosféra typu PO
(kapitola 4.2.6.2). V paralelnim pokusu kultivace na vodni lazni s prabéznym sledovanim
tvorby plynu byla anaerobni atmosféra typu MA/N (kapitola 4.2.6.2).

Jako zdroj uhliku vtekutém 2Zivném médiu CM0149 byla pouZita syrovatka o vysledné
koncentraci laktozy 5 % (hm).

Pocéatecni pH média bez cukru bylo totoZzné s hodnotou pH média pro kultivaci stejného
kmene na laktdéze za stejnych podminek (kapitola 5.14.2). Autoklavovanim do3lo k poklesu
pH média z hodnoty 5,6 0 0,2 jednotky. Pfidanim roztoku syrovatky s pH pfiblizné 6,1 doslo
k nérastu o 0,1 jednotky. Po pfidani inokula pH opét pokleslo o 0,1 jednotky na vyslednou
hodnotu 5,3. Prabéh zmén pH pfehledné vyjadfuje Tabulka 25.

Tabulka 25 Zmény hodnot pH pfi manipulaci s médiem

Médium pH

- fed autoklavovanim 5,6
médium bez cukru P ———

po autoklavovani 5,4

médium se syrovatkou 55

zaockované médium se syrovatkou 5,3

Veskeré vysledky sledovéani ristu bunék a zmény pH béhem celé doby kultivace je shrnuto
v tabulce a zpracovano v grafické podobé (Tabulka 26, Graf 4, Graf 5, Graf 6).

Tabulka 26 Kultivace bakterialniho kmene Clostridium tyrobutyricum S5 (18) na médiu se
syrovatkou pfi riznych teplotach

Teplota kultivace () 37 LT
Doba kultivace (h) A soonm | M (h™) | PH | Asoonm | 1 (h™) | pH

0 0,59 - 5,3] 0,59 - 5,3
7 0,97 10,070 (51| 0,85 | 0,051 |5,2
14 1,83 | 0,031 |4,5| 1,03 | 0,039 |5,2
24 3,10 [ 0,011 (3,9| 1,52 (0,011 (4,6
31 3,26 10,010 (3,8] 1,93 [ 0,016 (4,5
37 3,24 | 0,009 (3,7]| 2,02 | 0,015 [4,2
48 3,26 | 0,007 (3,7 2,03 [ 0,011 [4,2
55 2,98 10,004 13,7 2,04 |-0,003|4,1
60 2,56 0,001 (3,7]| 1,80 [-0,005(4,0
72 2,86 |0,003]3,9| 1,80 |-0,004|4,1

LT =20-23C

AGOONM +eeerrrrnneeeeeererrrrianaenns absorbance pfi 600 nm

Moo mé&rna rychlost rastu (h™)
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Graf 4 Zavislost zmény absorbance Aggponm kultury Clostridium tyrobutyricum S5 (18) v zavislosti
na dobé kultivace pfi 37 C (modra zna ¢ka) a pfi laboratorni teploté (erveny trojahelnik)
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Jako substrat byla pouZita syrovatka.

Graf 5 Mérna rustova rychlost kmene Clostridium tyrobutyricum S5 (18) na syrovatce pfi 37 C (modra

znacka) a pfi laboratorni teploté (Cerveny trojuhelnik)

0,08

p(h™)
0,06
0,04
0,02

0,00

-0,02

*
A
A
¢ A
L 2
® L
A A
10 20 30 40 50 60 70 80

t (h)

69



Graf 6 Zavislost zmény hodnot pH média pfi kultivaci kmene Clostridium tyrobutyricum S5 (18)
v zavislosti na dobé kultivace pfi 37 C (modra zna ¢ka) a pfi laboratorni teploté (Cerveny trojihelnik)
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5.14.4 Kultivace v tekutém médiu CM0149 s laktézou  pfi 37 T v zavislosti
na po ¢ateéni hodnot é pH

Kultivace kmene Clostridium tyrobutyricum S5 (18) byla provedena pfi teploté 37 C
v termostatu, kdy byla zvolena anaerobni atmosféra typu PO (kapitola 4.2.6.2). V paralelnim
pokusu kultivace na vodni lazni s pribéznym sledovanim tvorby plynG byla anaerobni
atmosféra typu ZA/N (kapitola 4.2.6.2). Jako sacharidicky zdroj v tekutém Zivném médiu
CMO0149 byla laktéza. Pocate¢ni hodnoty pH média byly 4,0 az 8,0 se vzrastem pH o 0,5
jednotky. Po ukonéeni kultivace byla stanovena vyslednéa hodnota pH.

Vysledky sledovani ristu bunék béhem doby kultivace jsou shrnuty v Tabulce 27. Pribéh
zmén pH je zobrazen v Grafu 7.

Tabulka 27 Kultivace bakterialniho kmene Clostridium tyrobutyricum S5 (18) na laktéze v zavislosti
na hodnoté pH (absorbance Aggonm)

Doba kultivace (h)/pH 4,0 4,5 50 55 6,0 6,5 7,0 7.5 8,0
0 0,08 0,08 0,10 0,09 0,10 0,09 0,09 0,09 0,09
6 0,26 0,32 0,28 0,26 0,28 0,28 0,29 0,27 0,34
12 0,32 0,40 0,42 0,49 0,41 0,55 0,53 0,50 0,62
23 0,42 0,68 0,84 0,99 1,23 1,15 1,25 1,28 1,33
30 0,41 0,72 0,94 0,96 1,38 1,25 1,48 1,53 1,45
34 0,55 0,85 0,96 1,18 1,31 1,46 1,36 1,48 1,56
47 0,62 1,13 1,16 1,38 1,35 1,54 1,55 1,58 1,86
54 0,54 1,14 1,02 1,12 1,23 1,20 1,31 1,31 1,58
60 0,56 1,09 1,01 1,24 1,32 1,24 1,34 1,35 1,53
72 0,60 0,86 1,08 1,11 1,22 1,34 1,54 1,49 1,71

70




Tabulka 28 Srovnani pocate¢nich a kone¢nych hodnot pH

Doba kultivace (h)/pH 4,0 4,5 50 55 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0
0 4,0 45 5,0 5,5 6,0 6,5 7,0 7.5 8,0

72 3,9 3,9 4,0 4,0 3,9 3,9 4,0 4,0 41

A pH 0,1 0,6 1,0 1,5 2,1 2,6 3,0 3,5 3,9

Graf 7 Srovnani poc¢atec¢nich a kone¢nych hodnot pH
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5.14.5 Kultivace v tekutém médiu CM0149 se syrovatk ou p i 37 T v zavislosti
na po ¢ateéni hodnot é pH

Kultivace kmene Clostridium tyrobutyricum S5 (18) byla provedena pfi teploté 37 C
v termostatu, kdy byla zvolena anaerobni atmosféra typu PO (kapitola 4.2.6.2). V paralelnim
pokusu kultivace na vodni lazni s pribéznym sledovanim tvorby plynu byla anaerobni
atmosféra typu ZA/N (kapitola 4.2.6.2).

Jako sacharidicky zdroj vtekutém Zivném médiu CMO0149 byla syrovatka s vyslednou
koncentraci laktozy 5 % (hm).

Pocate¢ni hodnoty pH média byly 4,0 az 8,0 se vzrastem o 0,5 jednotky. Po ukon&eni
kultivace bylo stanoveno pH supernatantu. Pokles pH vystihuje Graf 8.

Vysledky sledovani rustu bunék jsou shrnuty v Tabulce 29.
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Tabulka 29 Kultivace bakterialniho kmene Clostridium tyrobutyricum S5 (18) na syrovatce v zavislosti
na hodnoté pH (absorbance Aggonm)

Doba kultivace (h)/pH 4,0 4,5 50 55 6,0 6,5 7,0 7.5 8,0
0 0,41 0,56 0,54 0,70 1,49 1,68 1,31 1,02 0,70
6 0,55 0,56 0,65 0,94 1,74 1,95 1,66 1,72 1,32
10 0,55 0,76 0,84 1,12 1,74 1,69 1,57 1,48 1,07
23 1,19 1,39 1,68 2,36 3,50 3,562 3,60 3,62 3,48
29 1,39 1,50 1,89 2,94 3,58 3,562 3,92 3,42 3,30
33 1,47 1,54 1,78 2,36 3,74 3,66 3,44 3,36 3,40
46 1,73 1,54 1,84 2,72 3,84 4,40 3,94 3,80 3,62
52 1,39 1,60 1,93 2,74 3,32 3,64 3,16 3,50 3,10
58 1,23 1,68 1,91 3,10 3,60 3,70 3,58 3,62 3,26
72 1,01 1,56 1,79 2,74 3,08 3,34 3,46 3,48 3,56

Tabulka 30 Srovnani po¢atec¢nich a kone¢nych hodnot pH

Doba kultivace (h)/pH 4,0 4,5 50 55 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0
0 4,0 4,5 5,0 55 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0

72 3,8 3,8 3,8 3,8 3,9 3,9 3,9 4,0 4,2

A pH 0,2 0,7 1,2 1,7 2,1 2,6 3,1 3,5 3,8

Graf 8 Srovnani pocatecnich a kone¢nych hodnot pH
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5.14.6 Kultivace v tekutém médiu CM0149 p i 37 T v zavislostina po €ateéni

koncentraci laktozy

Kultivace kmene Clostridium tyrobutyricum S5 (18) byla provedena pfi teploté 37 C
v termostatu, kdy byla zvolena anaerobni atmosféra typu PO (kapitola 4.2.6.2). V paralelnim
pokusu kultivace s pribéznym sledovanim tvorby plyna byla zvolena anaerobni atmosféra
typu ZA/N (kapitola 4.2.6.2).

Sacharidickym zdrojem v tekutém Zzivném médiu CM0149 byla laktéza. Pro zjisténi vlivu
koncentrace substratu na rast bunék a tvorbu plynl byly podle Almarsdottir a kol. [5] zvoleny
tyto vychozi koncentrace laktézy v médiu: 5, 10, 50, 100, 200 a 400 mM. Po ukonc&eni
kultivace byla stanovena konec¢na hodnota pH supernatantu.

VeSkeré vysledky sledovani ristu bunék béhem celé doby kultivace jsou shrnuty
v Tabulce 31.

Tabulka 31 Hodnoty absorbance (Asoonm) V prubéhu kultivace bakterialniho kmene Clostridium
tyrobutyricum S5 (18) pfi 37 C na laktéze v zavislosti na jeji po ¢ate¢ni koncentraci

) Asoonm/koncentrace (mM)

Doba kultivace (h) 5 10 50 100 200 400
0 0,13 0,12 0,12 0,10 0,10 0,08
5 0,36 0,28 0,27 0,25 0,22 0,18
11 0,87 0,81 0,73 0,61 0,30 0,20
23 1,41 1,48 1,17 0,82 0,60 0,59
29 1,45 1,36 1,35 0,97 0,87 0,70
37 1,04 1,02 1,09 1,33 1,23 0,91
47 0,90 0,90 1,12 1,33 1,38 1,31
53 0,80 0,80 1,06 1,30 1,39 1,38
59 0,79 0,82 1,11 1,33 1,39 1,44
72 0,70 0,71 0,92 1,28 1,31 1,38

Tabulka 32 Hodnoty pH v pribéhu kultivace bakteridlniho kmene Clostridium tyrobutyricum S5 (18)
pfi 37 €T na laktdze v zavislosti na jeji po ¢atecni koncentraci

) pH/koncentrace laktozy (mM)

Doba kultivace (h) 5 10 50 100 200 400
0 6,1 6,1 6,1 6,1 6,0 6,0
5 6,1 6,0 6,0 6,0 5,8 5,9
11 6,3 6,3 6,4 6,4 6,0 6,0
23 6,7 6,8 6,7 6,7 6,5 6,3
29 6,8 6,7 6,7 6,7 6,7 6,4
37 6,7 6,7 6,8 6,6 6,7 6,7
47 6,8 6,8 7,0 7,0 6,9 6,8
53 6,9 6,8 7,2 7,1 7,0 6,9
59 6,9 6,8 7,1 7,1 7,0 7,0
72 7,1 7,1 7,3 7,2 7,3 7,0
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5.14.7 Kultivace v tekutém médiu CM0149 s laktézou

a raznych teplotach

Kultivace kmene Clostridium tyrobutyricum S5 (18) byla provedena pfi teploté 37 C
v termostatu a pfi optimalni hodnoté pH pro rust bunék (6,5). Pfidanim inokula pH pokleslo o

0,1 jednotky.

V sérii zkumavek pro jednotlivé odbéry byla zvolena anaerobni atmosféra typu PO (kapitola
4.2.6.2). V paralelnim pokusu kultivace ve zjednodusenych aparaturdch na vodni lazni s
prabéznym sledovanim tvorby plynu byla anaerobni atmosféra typu MA/N (kapitola 4.2.6.2).

Jako sacharidicky zdroj vtekutém Zivném médiu CM0149 byla laktéza o koncentraci

5 % (hm). Médium bylo zao¢kovano 3 % inokula stafi 15 hodin.

Veskeré vysledky sledovani rastu bunék a zmény pH béhem celé doby kultivace je shrnuto

pfi optimalni hodnot é pH

v tabulce a zpracovano do graft (Tabulka 33, Graf 9, Graf 10, Graf 11).

Tabulka 33 Kultivace bakterialniho kmene Clostridium tyrobutyricum S5 (18) na médiu s laktdzou pfi

optimalnim pH, 37 € a za laboratorni teploty (LT = 20-23 C)

Teplota kultivace (T) 37 LT
Doba kultivace (h) | A eoonm | M (h™) |  pH Asoorm | M (W) | pH

0 0,04 - 6,4 0,04 - 6,4
4 0,21 0,415 5,8 0,09 0,188 6,2
8 0,36 0,273 5,6 0,22 0,213 5,8
12 0,48 0,207 5,3 0,30 0,168 5,7
22 1,39 0,130 4.4 0,45 0,110 5,3
28 1,50 0,105 4,2 0,59 0,096 5,1
34 1,56 0,087 4,1 0,77 0,087 4.9
47 1,58 0,063 4,1 1,01 0,069 4,6
53 1,58 0,056 4,1 1,21 0,051 4.5
59 1,58 0,051 4,1 1,40 0,049 4.4
72 1,33 | 0,039 4,0 1,45 0,040 4,3

LT =20-23C

AAGOORM «+vrrerreeeeeeaannnrnneeaaanns absorbance pfi 600 nm

Moo mé&rna rychlost rastu (h™)
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Graf 9 Zavislost absorbance Aggonm kultury Clostridium tyrobutyricum S5 (18) v zavislosti na dobé

kultivace pfi optimalnim pH a pfi 37 T a laboratorni teplot &
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Jako substrat byla pouzita lakt6za.

Graf 10 Mérna rlstova rychlost kmene Clostridium tyrobutyricum S5 (18) pfi 37 T a pfi laboratorni

teploté
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Graf 11 Zavislost zmény hodnot pH kultury Clostridium tyrobutyricum S5 (18) v zavislosti na dobé
kultivace na médiu pfi optimalnim pH a pfi 37 T a laboratorni teplot &
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6. DISKUZE

6.1 PCR s univerzalnimi primery pro doménu  Bacteria

Ve v8ech vzorcich byla kromé& chromosomalni DNA izolovana i RNA a plazmidovad DNA.
U v8ech vzorkd s vyjimkou Clostridium sp. 9843 (6), C. sp. 9860 (03B3) (8), C. sp. S18/2
(13), C.sp. E16A (19), C.sp.580 (24) bylo detegovano relativné velké mnoZstvi DNA
(Obrazek 9).

Pro amplifikaci genu charakteristickych pro doménu Bacteria byly pouZity univerzalni primery
F eub a R_eub [62]. Ve smési pro PCR (Tabulka 4) bylo pouzito 10 ng DNA matrice a
separace byla provadéna na 1,8% gelu.

U v8ech kmen bylo zjisténo, Ze izolovand DNA je amplifikovatelna. Dikazem toho jsou PCR
produkty o velikosti pfiblizné 470 bp. U kmen( C. sp. 9865 (5), C. sp. 9829 (10), C. sp. 580
(24), C.sp.581 (25), C.butyricum DSM 107027 (38), C. beijerinckii KVL M3 (39) a
C. tyrobutyricum SMR 220 (41) byl amplifikovan Usek asi o 50 bp kratSi, nez u zbyvajicich. U
kmenu Clostridium sp. S18/1 (12), C. sp. 581 (25) a C. tyrobutyricum SMR 220 (41) byl navic
amplifikovan asek, ktery neni charakteristicky pro doménu Bacteria. Velikost nespecifického
produktu byla pfiblizné 1 600 bp. Na zakladé fingerprintovych profil vySe zminénych kmenu
bude vyhodnocen stupen podobnosti spoleénych vlastnosti.

6.2 PCR s rodov é specifickymi primery  Clostridium

DNA vSech 44 kmenU byla testovana na prfitomnost gent spoleénych pro rod Clostridium
pomoci rodoveé specifickych primerd, jejichz sekvence je uvedena v Tabulce 5. BEéhem PCR
se amplifikuje isek DNA o velikosti 619 bp [63]. Ve vSech bézich kromé& béhu ¢&. 2, 4-10, 31 a
33 byl detegovan specificky produkt PCR (Obrazek 11).

Bylo predpokladano, Zze kmeny Clostridium sp. 9833 P (1), C. sp. 9867 P (2), C. sp. 9823 P
(3), C.sp. 987411 (4), C. sp. 9865 (5), C. sp. 9843 (6), C. sp. 9837 (7), C. sp. 9860 (03B3)
(8), C. sp. 9875 (03B2) (9), C. sp. 9829 (10), C. sp. R26A (20), C. sp. 580 (24), C. sp. 31-75-
4A (31), C. sp. V51-RCM-3C (33), C. tyrobutyricum UTMT 3-1 (43) a C. sporogenes CCM
4423 (44) obsahuji inhibitory PCR. SniZeni aktivity téchto inhibitord je mozZzné zfedénim
matrice  DNA natolik, Ze aktivita inhibitord neovliviiuje PCR. To se osvédcilo pfi
desetinasobném zfedéni matrice DNA (1 ng/ul) u kmenG Clostridium sp. 9833 P (1),
C.sp. 9867 P (2), C.sp.R26A (20), C.sp.31-75-4A (31), C.sp.V51-RCM-3C (33).
V pfipadé PCR provedené s DNA o koncentraci 100 pg/ul nebyl kromé vzorku
Clostridium sp. V51-RCM-3C (33) detegovan Zzadny PCR produkt.

Zaroven byl ovéren vliv fedéni DNA na eliminaci vlivu inhibitord u DNA izolované kmene
Clostridium sp. 9865 (5) (kapitola 5.4). S rostoucim fedénim matrice DNA pouzité do smési
pro PCR mnozstvi amplikont detegovatelnych na gelu rostlo, zatimco v pfipadé pouziti DNA
kmene Clostridium tyrobutyricum DSM 2637 mnoZstvi amplikont klesalo. Byl tak potvrzen
predpoklad, Zze vzorek obsahoval inhibitory PCR a fedénim DNA byly fedény i pfitomné
inhibitory.

Druhym moZznym feSenim pro zafazeni testovanych kmend do rodu Clostridium bylo pouZiti
bohat3i smési pro PCR (Tabulka 4), kde bylo aplikovdno 5 ul koncentrované DNA. Toto
usporadani se osvédCilo zejména u kmenu Clostridium sp. 9860 (03B3) (8) a
Clostridium sp. 9829 (10), u nichZ pouZiti optimélniho sloZzeni smési pro PCR a fedéni DNA
pro zfedéni pfitomnych inhibitord bylo nedostadujici (Obrazek 12). VSechny testované
kmeny byly zafazeny do rodu Clostridium.
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Pomoci desitkového fedéni byla ziskana fada vzork( DNA, které byly pouzity jako matrice
DNA do rodové specifické PCR pro rod Clostridium. Vtomto experimentu byla zjiSténa
citlivost rodové specifické PCR na 100 fg/ul (Obrazek 13).

6.3 Zarazeni testovanych kmen @ do druhu C. tyrobutyricum a C. butyricum

Analyzou souboru 44 kmenud klostridii bylo 19 z nich zafazeno do druhu Clostridium
tyrobutyricum (Tabulka 13). Pfi PCR se specifickymi primery pro druh Clostridium
tyrobutyricum byl amplifikovan Usek o velikosti 233 bp [66]; pfi pouziti specifickych primeru
pro druh Clostridium butyricum (262 bp) nebyl detegovan Zadny produkt PCR (Obrazek 14 a
Obréazek 15). Do druhu Clostridium butyricum byly zafazeny kmeny Clostridium sp. E16A
(19), C. sp. 581 (25) a C. sp. 89K25B. Pii PCR se specifickymi primery se amplifikoval jak
charakteristicky Usek pro druh Clostridium butyricum o velikosti 262 bp [65], tak i
nespecifické amplikony totozné s nespecifickymi amplikony typového kmene Clostridium
butyricum DSM 10702 (Obréazek 15).

6.4 Amplifikace gen U kodujicich hydrogenazy

DNA vSech 44 kmenU rodu Clostridium bylo pomoci PCR se specifickymi primery testovano
na pfitomnost genl pro hydrogenazy hydA. Béhem reakce byl amplifikovan produkt PCR o
velikosti 259 bp [70].

Bylo zjisténo, Ze hydrogenazovy gen obsahovalo 21 kmenu ze 44 testovanych (Tabulka 14).
Pro vzorek DNA kmene Clostridium sp. 9833 P (1) nebyl detegovan specificky produkt PCR
o velikosti 259 bp (Obrazek 16). Béhem amplifikace se sadou primertl HGf a HGr se ale
syntetizoval nespecificky produkt o velikosti pfiblizné 850 bp. Podobné jako v béhu €. 1 byl u
vzorku Clostridium sp. 9823 P (3) detegovan nespecificky produkt PCR velikosti asi 370 bp.
Dal3i nespecificky amplikon byl detegovan v béhu &. 9, ktery pfislusi vzorku DNA kmene
Clostridium sp. 9875 (03B2). Velikost tohoto amplikonu byla odhadnuta na 490 bp. Se sadou
primerd HGf a HGr se mohou amplifikovat i Useky, jejichZz sekvence jsou velmi podobné
sekvenci navrzenych primer( a nachazeji se od sebe v amplifikovatelné vzdalenosti (3-
4 kbp).

6.5 Genova typizace pomoci interrepetitivni PCR (re  p-PCR)

Pfi optimalizaci teploty hybridizace primeru (GTG)s byla do PCR smési pouZita DNA
typového kmene Clostridium tyrobutyricum DSM 2637" o koncentraci 10 ng/ul. Pfi teploté
hybridizace 46,3 T bylo na gelu detegovano nejv ét8i mnozstvi dobfe viditelnych diskrétnich
z6n (Obrazek 17, Tabulka 15; asi 12 diskrétnich zon v rozmezi 420 - 2 500 bp). Tato teplota
byla zvolena jako optimalni teplota hybridizace (GTG)s primeru pro fingerprintové profily DNA
vSech 44 testovanych bakterialnich kmend rodu Clostridium.

Rep-PCR byla provedena s primerem (GTG)s [38]. V ramci blizce pfibuznych druhl se
vytvorily Gtyfi skupiny, a to kolem kmenu Clostridium tyrobutyricum UTMT 3-1 (Il skupina,
83% hladina podobnosti), Clostridium tyrobutyricum UTMT 2-1 a Clostridium tyrobutyricum
SMR 184 (IV skupina, 77% hladina podobnosti). Kolem sbirkového (typového) kmene se
vytvorily dvé skupiny, a to kolem Clostridium sporogenes CCM 4423 (I skupina, 86% hladina
podobnosti) a Clostridium tyrobutyricum DSM 26377 (Ill skupina, 83% hladina podobnosti).
Pat4d skupina byla tvofena celkem 11 kmeny, které nebyly nezafazeny do Zadné
Z pfedchozich skupin. Kmen Clostridium sp. 1030 byl na hladiné podobnosti 86 % zarazen
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do druhu Clostridium sporogenes. K typovému kmeni Clostridium tyrobutyricum DSM 26377
byly pfifazeny kmeny Clostridium sp. 9837 a Clostridium sp. 580 (Tabulka 17). Toto zafazeni
se vSak v mnoha pfipadech neshoduje se zafazenim podle PCR s druhové specifickymi
primery pro druhy Clostridium butyricum a Clostridium tyrobutyricum (Tabulka 13).

6.6 Nahodn é amplifikovana polymorfni DNA (RAPD)

P¥i teploté hybridizace 35,6 € a 36,6 T a pouziti primeru 1 byly na gelu detegovany dvé a
tfi dobfe viditelné diskrétni zény (Obrazek 18). Toto rozmezi teploty hybridizace se shoduje
s teplotou hybridizace primeru 1 pro RAPD uvadénou v literatufe [65]. Pro dalSi
charakterizaci bakterialnich kmenud rodu Clostridium bude v amplifikacnim programu pouZzita
teplota hybridizace primeru Prl 36 . Rovn &Z i pfi pouZiti primeru Pr6 bylo pfi teploté 35,6 -
36,6 € amplifikovano nejv étSi mnozstvi dobre viditelnych amplikond.

RAPD byla provedena s purifikovanou DNA vSech 45 kmena klostridii a to postupné
s primerem Prl a Pr6 [65].

Po amplifikaci s primerem Prl a sestrojeni fingerprintovych profild byly vytvoreny tfi skupiny.
Do skupiny | na hladiné podobnosti 89 % s druhem Clostridium tyrobutyricum UTMT 2-1
zafazeno celkem 21 kmenu (Tabulka 17). Druhou skupinu tvofilo celkem deset kmenda, které
vykazovaly 81% podobnost s kmenem Clostridium tyrobutyricum UTMT 3-1. Zafazeni kmenu
testovanych s primerem Prl se shoduje se zafazenim podle PCR provedené se specifickymi
primery pro druh Clostridium tyrobutyricum (Tabulka 22). Kmeny, které byly podle PCR
s druhové specifickymi primery zafazeny do druhu Clostridium butyricum, nebyly po
amplifikaci s primerem Prl zafazeny do Zadné z vytvoifenych skupin (Tabulka 17, Tabulka
22).

Po amplifikaci s primerem Pr6 a sestrojeni dendrogramu bylo 45 kmena klostridii rozdéleno
do péti skupin. Prvni skupinu tvofilo 18 kmenu na 80% hladiné podobnosti s kmeny
Clostridium tyrobutyricum SMR 184 a Clostridium tyrobutyricum UTMT 2-1. Sest kmend se
v 74 % shodovalo s kmenem Clostridium tyrobutyricum UTMT 3-1 a vytvofilo tak jednu ze
skupin. Pouze kmen Clostridium sp. 581 vykazoval 97% podobnost s kmenem Clostridium
beijerinckii KVL M3. Toto zafazeni se vSak neshoduje se zafazenim podle PCR s druhové
specifickymi primery, kdy byl tento kmen zafazen do druhu Clostridium butyricum. U kmene
Clostridium sp. 1030 byla po amplifikaci s primerem Pr6 prokdzana 81% podobnost
s typovym kmenem Clostridium butyricum DSM 10702", podle PCR s druhové specifickymi
primery v8ak tento kmen nebyl zafazen do Zzadného druhu. Navic po amplifikaci s primerem
(GTG)s tento kmen vykazoval 86% podobnost s druhem Clostridium sporogenes a v RAPD
s primerem Prl byl v 89% podobny k druhu Clostridium tyrobutyricum. Pro jeho pfesné
zafazeni je nutné dalSi studium a provedeni molekularné biologickych analyz, napf. PCR se
specifickymi primery pro druhy, se kterymi vykazoval vysoky stupen podobnosti. Je nutné
vzit v Gvahu i to, Ze pavodni zafazeni kmend nemusi byt spravné.

Na zékladé dendrogramu sestrojeného z kombinace fingerprintovych profil po amplifikaci
s primery Prl a Pr6 doSlo k rozdéleni 45 kmen0 klostridii do tfi skupin (Obrazek 23, Tabulka
20). Skupinu | tvofilo Sest kmenud, které byly na 88 % podobné kmeni Clostridium
tyrobutyricum UTMT 3-1. DalSi velkd skupina byla tvofena 18 kmeny na 83% hladiné
podobnosti s kmeny Clostridium tyrobutyricum UTMT 2-1 a Clostridium tyrobutyricum
SMR 184. Zafazeni kmenu této skupiny do druhu Clostridium tyrobutyricum se shodovalo
s druhovym zafazenim pomoci sady specifickych primerd pro druh Clostridium

79



tyrobutyricum. Skupinu Il tvofi vSechny kmeny, které pfi fazeni s primerem Prl nebo Pr6
nebyly zafazeny do Zadné z vytvofenych skupin.

6.7 Komplexni srovnani fingerprintovych profil U testovanych kmen G

Po srovnani v3ech tfi fingerprintovych profill byly jednotlivé klostridialni kmeny zafazeny do
dvou skupin (Obrazek 24, Tabulka 21). Na hladiné podobnosti 83 % se ke kmenim
Clostridium tyrobutyricum UTMT 2-1 a Clostridium tyrobutyricum SMR 184 zafadilo celkem
18 kmenU. Druhou skupinu vytvofilo Sest kmenu, které vykazovaly vyslednou hladinu
podobnosti 82 % s kmenem Clostridium tyrobutyricum UTMT 3-1. U zbyvajicich 13 kmena
nedoslo k seskupeni kolem Zadného ze sbirkovych nebo typovych kmena.

6.8 Celkové srovnani vysledk G PCR s druhov é specifickymi primery a vSech
fingerprintovych profil @ testovanych kmen 0

U kmena Clostridium sp. 31 P, C. sp. S/1, C. sp. S18/2, C. sp. S23, C. sp. S29, C. sp. S27,
C.sp. S5, C.sp.L2, C.sp.L3, C.sp. MM-D, C.sp.12-15-1A a C. sp. 31-44-Rk-2A se
shodovaly jak vysledky PCR s druhové specifickymi primery, tak zafazeni do druhl na
zakladé fingerprintovych profili a sestrojenych dendrograml (Tabulka 22). Kmeny
Clostridium sp. 31-75-4A, C. sp. V51-RCM-3B, C. sp. V51-RCM-3C, C. sp. V62-45-3A,
C. sp. V62-45-3B, C.sp.V67-R3A a C. sp. V69-120-R2A nebyly podle PCR s druhové
specifickymi primery zafazeny ani do druhu Clostridium butyricum, ani do druhu Clostridium
tyrobutyricum. Na zakladé sestrojenych dendrogram( v3ak byly tyto kmeny zafazeny do
druhu Clostridium tyrobutyricum. Je nutné ale vzit v potaz to, Ze v dendrogramech se vétSina
kmen( shlukovala kolem kmenud z mistnich sbirek, nikoli vSak kolem typového (sbirkového)
kmene. ldentifikace kmenl z mistnich sbirek nemusi byt totozna s realnym zafazenim
kmene do konkrétniho druhu. U kment Clostridium sp. 9833 P, C. sp. 9867 P, C. sp. 9823 P,
C.sp. 9874 11 a C. sp. R26A byla potvrzena pfislusnost k druhu Clostridium tyrobutyricum
pouze na zakladé fingerprintovych profild sestrojenych po amplifikaci s primery Prl, Pr6.
Po amplifikaci v rep-PCR tyto kmeny ale nebyly zafazeny do Zadné ze skupin, avsak
z dendrogramt po amplifikaci s primery Prl a Pr6 a jejich kombinace se vySe zminéné
kmeny Ffadily do druhu Clostridium tyrobutyricum. Pro pfesnéjSi zafazeni by bylo vhodné
zvolit jinak komponovany polyfazni pfistup identifikace a charakterizace kmena.

6.9 Stanoveni vlastnosti kmene Clostridium tyrobutyricum S5 (18)

6.10 Ovéreni Eistoty bakterialni kultury

Vysevem na Petriho misku a metodou PCR byla ovéfovana Cistota bakterialni kultury pouZzité
pro kultivaci v tekutém Zivném médiu CM0149 s raznymi pocatecnimi laktozy (5-400 mM).
Na Petriho misce byly pozorovany kolonie, které byly stejné velikosti, zbarveni (Obrazek 25).
Z tohoto faktu Ize usuzovat, Ze bakterialni kultura byla Cisté.

6.10.1 Kultivace v tekutém médiu CM0149 s laktézou  p¥i raznych teplotach

Byl sledovan rist bunék kmene Clostridium tyrobutyricum S5 (18) za anaerobnich podminek
v médiu CM0149 s laktézou pfi 37 T a za laboratorni teploty. Z grafu zavislosti zmény
absorbance pfi 600 nm na ¢ase (Graf 1) vyplyva, Zze narlst bunék pfi 37 T byl rychlejsi nez
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pfi kultivaci za laboratorni teploty. Tento fakt dokladaji i hodnoty mérné rychlosti ristu — pfi
laboratorni teploté mérna rychlost rdstu je o 0,05 h™* mensi nez pfi 37 T (Graf 2, Tabulka
24). Béhem prvnich 24 hodin kultivace byl zaznamenan pokles mérné rychlosti ristu bunék o
50 % jednak v pfipadé kultivace pfi 37 C, tak pfi laboratorni teploté. Po 30 hodinach od
zaockovani byla pfi 37 C zahajena faze zpomaleného r Gstu. Souvisi to i vyraznym poklesem
pH oproti pH na zacatku kultivace (5,2) k hodnoté 4,2. Pfi této hodnoté pH je rast velmi
pomaly. Mezi 31. a 57. hodinou kultivace mérné rychlost ristu bunék pfi laboratorni teploté
byla vétSi nez mérna rychlost rlstu pfi 37 C. Vtomoto obdobi byl totiz zaznamenan
vyraznéjSi pokles pH béhem kultivace pfi 37 T nez za laboratorni teploty. VeSkeré
fyziologické pochody bunék pfi laboratorni teploté jsou pomalejSi. Po 106 hodinach kultivace
optickd hustota bakteridlni kultury narostlé pfi 37 T a za laboratorni teploty byla tém &f
totozné, hodnoty mérnych rychlosti rdstu za obou hodnot kultivacnich teplot se blizily nule a
hodnoty pH se od sebe liSily jen nepatrné.

Po celou dobu kultivace byly sledovany hodnoty pH jak za laboratorni teploty, tak i pfi 37 .
Pfi sledovani zmén pH bylo zjisténo, Ze pfi laboratorni teploté dochazelo k pomalejSimu
poklesu hodnot pH. Z grafu zavislosti pH na Case (Graf 3) je patrny prudky pokles pH béhem
kultivace pfi 37 < v prvnich 48 hodinach k hodnot & 3,9. Jedna se o minimalni hodnotu pH,
které bylo dosaZzeno béhem kultivace pfi 37 . Pokles hodnot pH souvisi s tvorbou kyseliny
octové a maselné [5]. Pozdéji byl zaznamenan narlst hodnot pH az k hodnoté 4,2 a nakonec
se pH opét sniZilo. Za laboratorni teploty pokles hodnot pH byl pomalejSi. Pomala tvorba
organickych kyselin nezplsobila prudky pokles pH, tudiz buriky si uchovaly delSi schopnost
ristu. Minimalni pH pfi kultivaci za laboratorni teploty bylo dosaZzeno az ve 106 hodiné.
Hodnoty pH média silné ovliviiuji délku lag faze, charakter rastu, tvorbu metabolitd a
produkci plynt [72]. Kritickou hodnotou pH pro rust bunék je pH 4,0, co bylo ovéfeno i
v provedeném experimentu (Graf 3) [18].

6.10.2 Kultivace v tekutém médiu CM0149 se syrovatk  ou pfi rtiznych teplotach

Byl sledovan rust bunék kmene Clostridium tyrobutyricum S5 (18) za anaerobnich podminek
v médiu CM0149 se syrovatkou pfi 37 T a za laboratorni teploty. V tomto experimen tu byla
prokadzana schopnost klostridii vyuzivat laktozu ze syrovatky.

PFi kultivaci za laboratorni teploty byl do 31 hodin od zaoCkovani zaznamenan narust
biomasy témér o 40 % mensi nez pfi kultivaci pfi 37 C (Graf 4, Tabulka 26). Po 48. hodin &
kultivace pfi 37 € kon €ila stacionarni faze rastu. PFi laboratorni teploté byla po 55. hodiné
kultivace zaznamenéna faze odumirani bunék. Dikazem toho jsou zaporné hodnoty mérné
rychlosti ristu (Tabulka 26).

Ve srovnani s kultivaci stejného kmene za stejnych podminek v médiu CM0149 s lakt6zou
byl v médiu CM0149 se syrovatkou zaznamenén celkovy narust biomasy o pfiblizné 50 %
vét3i. Diky své proteolytické aktivité [20] akterie byly schopny vyuZit i proteiny obsazené
v roztoku syrovatky. DalSim vysvétlenim vy3Sich hodnot absorbance Agypnm MUZe byt to, Ze
po centrifugaci se v sedimentu bunék navic nachazely zbytky sraZzenych bilkovin ze
syrovatky.

Z grafu zavislosti pH na dobé kultivace (Graf 6) je pfi 37 T patrny velmi rychly pokles pH
béhem prvnich 24 hodin az k hodnoté 3,9. Pozdgji hodnoty pH se ménily jen nepatrné.
Minima pH bylo dosaZeno v 37. hodiné od zacatku kultivace (pH 3,7). Za laboratorni teploty
nebyl zaznamenan tak prudky pokles jako v pfipadé kultivace pfi 37 C. Mirny nar st pH po
60. hodiné v pfipadé obou kultivaci souvisi nejspiSe se spotfebou vlastnich metabolitd
(kyseliny octové a maselné) jako uhlikatého zdroje energie.
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Profily hodnot pH béhem kultivaci v tekutém Zivném médiu s laktézou a se syrovatkou jsou
témeér totozné (Tabulka 24 a Tabulka 26). Minimalni hodnoty pH se pohybovaly vzdy
vintervalu 3,9-4,1. Porovnanim mérnych rychlosti rastu v médiu CM0149 s laktézou a se
syrovatkou bylo zjisténo, Ze mérna rastova rychlost pfi kultivaci na syrovatce dosahovala
pouze 30 % hodnoty mérné rychlosti ristu pfi kultivaci v médiu s laktézou.

6.10.3 Kultivace v tekutém médiu CM0149 s laktézou  p¥i 37 T p Fi raznych
hodnotach pH

Kultivace kmene Clostridium tyrobutyricum S5 (18) byla provadéna v tekutém Zivném meédiu
CMO0149 s laktozou pfi 37 T za anaerobnich podminek typu PO (kapitola 4 .2.6.2) s rGznymi
vychozimi hodnotami pH (4,0-8,0).

Béhem kultivace v médiu CM0149 s laktézou o pocatec¢ni koncentraci 5 % (hm) s plvodnim
pH 4,0 byl pozorovan velmi pomaly a nizky narist biomasy. Bakterialni kultura narostla
béhem 72 hodin do hodnoty absorbance (Asionm) 0,6 (Graf 7 a Tabulka 27). Oproti tomu byl
pfi vychozim pH média 6,5 pozorovan velmi rychly narist bunék. Hodnota absorbance
(Asoonm) PFi tomto pH po 23 hodindch kultivace byla 1,23. Buriky si uchovaly pomérné
dlouhou schopnost rastu i pfi vychozi hodnoté pH 8,0. Tato hodnota pH neplsobi na bunky
natolik inhibiéné, aby nemohly rast. Pokles pH tvorbou organickych kyselin ke kritické
hodnoté pH pro rist (pH 4,0) trvd mnohem déle, proto buriky jsou schopny v tomto médiu
rist mnohem déle nez v médiich s nizsi vychozi hodnotou pH. Jak zaznamenali Colunga
etal. [2], pocateCni pH 7,5 média poskytuje takové podminky, kdy se tvofi zejména
organické kyseliny.

6.10.4 Kultivace v tekutém médiu CM0149 se syrovatk ou pfi 37 C p fi raznych
hodnotach pH

Kultivace kmene Clostridium tyrobutyricum S5 (18) byla provadéna v tekutém Zivném médiu
CMO0149 se syrovatkou s pocate¢ni koncentraci laktdézy 5 % (hm) pfi 37 T za anaerobnich
podminek typu PO (kapitola 4.2.6.2) s ruznymi vychozimi hodnotami pH (4,0-8,0).

PFi kultivaci s po¢ate¢ni hodnotou pH 4,0-5,0 byl pozorovan velmi pomaly a nizky narust
biomasy. Bakterialni kultura narostla béhem 72 hodin do hodnoty absorbance (Asoonm)
v rozmezi 1,0-1,8 (Tabulka 29). Na rozdil od pavodnich hodnot pH z rozmezi 4,0-5,0 kultura
narostla v médiu s plvodnim pH neutralnim az mirné zasaditym dosahovala hodnot optické
hustoty 3,3-3,6.

Optimalni pH pro rist bunék bylo v tomto experimentu stanoveno na pH 6,0-8,0.

Pokles pH byl zpGsoben tvorbou organickych kyselin, zejména kyseliny octové a maselné.

6.10.5 Kultivace v tekutém médiu CM0149 p i 37 C s r Gznou koncentraci lakt6zy

Kultivace kmene Clostridium tyrobutyricum S5 (18) byla provedena za anaerobnich
podminek typu PO (kapitola 4.2.6.2) pfi 37 C. Podle Almarsdottir a kol. byly vychozi
koncentrace laktdézy v médiu zvoleny takto: 5, 10, 50, 100, 200 a 400 mM.

Pri kultivaci s poCatecni koncentraci laktézy 5 mM a 10 mM byla zaznamenan velmi rychly
narast bunék (béhem 23 hodin k hodnotdm optické hustoty 1,4-1,5). Po 29. hodiné kultivace
byl ale zaznamenan pokles hodnot absorbance pfi 600 nm. Tento jev lze vysvétlit tak, Ze
bé&hem 24 hodin byly spotiebovany témér veskeré sacharidy. Pozdéji bakterie byly limitovany
sacharidickym zdrojem energie a dochazelo k jejich thynu. Oproti tomu ale pfi vysokych
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pocate€nich koncentracich laktézy v médiu (200-400 mM) byl pozorovan pomaly narlst
biomasy. Burnky ale diky dostatku sacharidického zdroje energie byly schopny rast i po
48 hodinach od zacatku kultivace, a to az do ukonceni kultivace. Pfi nizkych poc¢éate€nich
koncentracich laktézy bunky po 29 hodinach kultivace nerostly a zacala faze jich odumirani.
| kdyZz se prepoklada inhibice rastu viivem vysokych pocate€nich koncentraci substratd,
v médiu [5].

PFi sledovani pH béhem celé doby kultivace byl b&éhem prvnich 5 hodin rlstu zaznamenan
pokles pH o 0,1 az 0,2 jednotky. Po 5 hodinach rdstu byl pozorovan celkovy néarast pH u
vSech vzorkl az k hodnotam, které se pohybovaly mezi 7,0 a 7,3 (Tabulka 32).

6.10.6 Kultivace v tekutém médiu CM0149 s lakt6zou  pfi optimalni hodnot & pH a
raznych teplotach

Bé&hem kultivace byl sledovan rast bakterialniho kmene Clostridium tyrobutyricum S5 (18) pfi
optimalnim pH pro rdst bunék pfi 37 T a za laboratorni teploty. Po &ate¢ni koncentrace
laktozy byla totoZnd s koncentraci sacharidd v komeréné dostupném médiu CM0149
(5 % hm). Jelikoz stafi inokula bylo pouze 15 hodin, pfi kultivaci za laboratorni teploty je
mozné jeSté pozorovat konec faze zrychleného rustu, ktera souvisi s narlstem mérné
rychlosti ristu mezi 4. a 8. hodinou kultivace. Po 8 hodinach kultivace pfi byl zaznamenéan
pokles hodnot mérné rustové rychlosti, protoZze buriky byly pfeSly do exponencialni faze
rstu. Oproti tomu u kultury rostouci pfi 37 T byla ihned pozorovana exponencialni faze
ristu. B€hem 22 hodin kultivace byl zaznamenan velmi rychly pokles mérné rastové rychlosti
a narust biomasy k hodnoté absorbance (Asoonm) 1,39 (Tabulka 33, Graf 9, Graf 10).
Maximalni hodnoty optické hustoty bylo dosazeno aZ po 47 hodinach kultivace pii 37 <C.
Buriky kultivované pfi laboratorni teploté si uchovaly schopnost rdstu po celou dobu
kultivace. Pokles hodnot absorbance pfi 600 nm pro kultivaci pfi 37 C m Uze souviset jak se
sporulaci v dusledku limitace Zivinami, tak se zacatkem odumirani bakteridlni kultury.
Hodnoty pH klesaly béhem celé doby kultivace od 6,4 aZz hodnotdm 4,3 a 4,0 (Graf 11).

Jak bylo zjisténo pozdéji, optimalnimi podminkami pro tvorbu vodiku v médiich se syrovéatkou
jsou teplota 37 C, po ¢ate¢ni pH 7,5 a koncentrace syrovatky na zacatku kultivace 20 g/l [2].
PFi provadéné kultivaci bylo zvoleno ale optimalni pH pro rast bunék, nikoli vSak pro tvorbu
vodiku. Duvodem nespravné volby pH byl fakt, Zze béhem Zzadného experimentu se
neprojevila tvorba plynd, proto nebylo mozné ani zjistit optimélni hodnotu pH pro tvorbu
vodiku
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7. ZAVER

Svétovym trendem je maximalni vyuziti rznych odpadnich produktd. Nejedna se pouze o
klasické komodity (kovy, sklo, plasty, papir), ale taktéZz o odpadni produkty potravinarského
primyslu. Dulezitym faktorem pro udrzeni trvalého stavu v ekosystému je zpracovani
odpadnich vod. V poslednich letech jsou zkoumany moZznosti vyuZziti odpadnich vod
z potravinarského prumyslu, resp. z mlékarenstvi, pro fermentativni produkci vodiku. Pro tyto
Gcely je nutné spravné zvolit produkéni mikroorganismus nebo jejich smés. Pfedchozi
identifikace a charakterizace je nezbytnym krokem pro stanoveni vlastnosti danych kmena.

U souboru anaerobnich bakterii rodu Clostridium byla pomoci molekularné biologickych
metod provedena jejich identifikace (zafazeni do druh( Clostridium butyricum a Clostridium
tyrobutyricum. S pouZzitim  molekularné-typizacnich metod a shlukové analyzy byla
testovana pfibuznost se sbirkovymi a typovymi kmeny.

V souboru anaerobnich bakterii rodu Clostridium byla rovnéz testovana pritomnost gent pro
hydrogenazu hydA. U kmenu s pozitivnim vysledkem pro hydrogenazy se predpoklada
produkce vodiku pfi fermentacnich procesech. Pfi dalSi identifikaci a charakterizaci
zkoumaném souboru bakterii.

DalSim neopomenutelnym faktem je vysok& citlivost nékterych bakterii na vlastnosti
fermentacniho prostfedi (pH, teplota, Eh). U kmene Clostridium tyrobutyricum S5 byla proto
testovana schopnost ristu a fermentovat Cistou laktézu a laktézu pfitomnou v syrovatce pfi
rznych teplotach a hodnotach pH.

Vysledky této prace budou publikovany formou posteru na konferenci Chemistry & Life (14.-
16. zafi 2011) a dale budou vyuZzity pro studie fermentativni produkce vodiku a dulezZitych
rozpoustédel pro chemicky pramysl.

84



8. SEZNAM POUZITYCH ZDROJU

[1] LIN, P.-Y., et al. Biological hydrogen production of the genus Clostridium: Metabolic
study and mathematical model simulation. International Journal of Hydrogen Energy.
2007, 32, s. 1728-1735.

[2] ROSALES-COLUNGA, L.M., et al. Hydrogen production by Escherichia coli AhycA Alacl
using cheese whey as substrate. International Journal of Hydrogen Energy. 2010, 35, s.
491-499.

[3] DAS, D.; VEZIROGLU, T.N. Hydrogen production by biological processes: a survey of
literature. International Journal of Hydrogen Energy. 2001, 26, s. 13-28.

[4] GROENESTIJN, J.W. van, et al. Energy aspect of biological hydrogen production in high
rate bioreactors operated in the thermophilic temperature range. International Journal of
Hydrogen Energy. 2002, 27, s. 1141-1147.

[5] ALMARSDOTTIR, A.R., et al. Hydrogen production from sugars and complex biomass
by Clostridium species, AK14 , isolated from Icelandic hot spring. Icelandic Agricultural
Sciences. 2010, 23, s. 67-71.

[6] MAEDA, T., et al. Metabolic engineering to enhance bacterial hydrogen production.
Microbial Biotechnology. 2007, 1, s. 30-39.

[7] FINEGOLD, S.M., et al. Taxonomy of General Comments and Update on Taxonomy of
Clostridia and Anaerobic cocci. Anaerobe. 2002, 8, s. 283-285.

[8] SONG, Y., et al. Clostridium bolteae sp. nov., Isolated from Human Sources. Systematic
and Applied Microbiology. 2003, 26, s. 84-89.

[9] SEDLACEK, I. Taxonomie prokaryot. Brno : Masarykova univerzita, 2007. 270 s. ISBN
80-210-4207-9.

[10] Taxonomy Browser [online]. - [cit. 2011-05-02]. NCBI. Dostupné z WWW:
<http://www.ncbi.nim.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1485>.

[11] PAREDES-SABJA, D.; et al. Germination response of spores of the pathogenic
bacterium Clostridium perfringens and Clostridium difficile to cultured human epithelial
cells. Anaerobe. 2011, 2, s. 1-7.

[12] LE BOURHIS, A.-G., et al. Contribution of C. beijerinckii and C. sporogenes in
association with C. tyrobutyricum to the butyric fermentation in Emmental type cheese.
International Journal of Food Microbiology. 2007, 113, s. 154-163.

[13] SEKI, H., et al. Prevention of antibiotic-associated diarrhea in children by Clostridium
butyricum MIYAIRI. Pediatrics International. 2003, 45, s. 86-90.

[14] IDENTIFICATION OF CLOSTRIDIUM SPECIES. London : Standards Unit, Evaluations
and Standards Laboratory, 2008. 14 s. Dostupné z WWW: <http://www.hpa-
standardmethods.org.uk/documents/bsopid/pdf/bsopid8.pdf>.

[15] MINTON, et al. Clostridia. New York : A division of Plenum Publishing Corporation,
1989. 307 s.

[16] GRAMPOZITIVNI TYCINKY A KOKY TVORICI ENDOSPORY. In Grampozitivni tyéinky
[online]. Brno, 2007 [cit. 2011-05-03]. Dostupné z WWW:
<http://fvl.vfu.cz/export/sites/fvl/sekce_ustavy/mikrobiologie/mikrobiologie/Gx_tycinky.pdf
>,

[17] STUBBS, S., et al. PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism Analysis for
Identification of Bacteroides spp. and Characterization of Nitroimidazole Resistance
Genes. Journal of Clinical Microbiology. 2000, 9, s. 3209-3213.

[18] WANG, J.; et al. Factors influencing fermentative hydrogen production: A review.
International Journal of Hydrogen energy. 2009, 34, s. 799-811.

85



[19] Grupa22: index [Mikrobiologia] [online]. 16. 1. 2009 [cit. 2011-05-03]. Dostupny z
WWW:<http://micro.org.pl/doku.php/grupa22:index>.

[20] KAPRALEK, F. Fyziologie bakterii. Praha : Statni pedagogické nakladatelstvi, 1986. 602
S.

[21] CLOSTRIDIUM. Obrazek [cit. 2011-05-04]. Dostupné z WWW:
<http://plant.geoman.ru/books/item/f00/s00/z0000000/pic/st111l_32.jpg>.

[22] Science Photo Library [online]. 2005 [cit. 2011-05-03]. The leading provider of science
and specialist images and footage. Dostupné z WWW:
<http://www.sciencephoto.com/images/showFullWatermarked.htm|/B220523-
Clostridium_butyricum_bacteria-SPL.jpg%3Fid%3D662200523>.

[23] LE BOURHIS, A.-G., et al. Development and Validation of PCR Primers To Assess the
Diversity of Clostridium spp. in Cheese by Temporal Temperature Gradient Gel
Electrophoresis. Applied and Environmental Microbiology. 2005, 1, s. 29-38.

[24] KEMPERMAN, R., et al. Identification and Characterization of Two Novel Clostridial
Bacteriocins, Circularin A and Closticin 574. Applied and Environmental Microbiology,.
2003, 3, s. 1589-1597.

[25] GORNER, F.; VALIK, L". Aplikovana mikrobioldgia poZzivatin. Bratislava : Malé Centrum,
2004. 528 s. ISBN 80-967064-9-7.

[26] VlIastni materidly k pfednaskam Technologie potravin. 2010.

[27] COCOLIN, L., et al. The late blowing in cheese: a new molecular approach based on
PCR and DGGE to study the microbial ecology of the alteration process. International
Journal of Food Microbiology. 2004, 90, s. 83-91.

[28] SMARDA, J. Metody molekularni biologie. Brno : MU Brno, 2008. 188 s. ISBN 978-80-
210-3841-7.

[29] KRIZOVA, J.; et al. RAPD and rep-PCR Fingerprinting for Characterization of
Bifidobacterium Species. Folia Microbiologica. 2008, 53 (2), s. 99-104.

[30] BIOWEB - PCR [online]. 3. srpna 2007 , [cit. 2008-05-03]. Dostupny z WWW:
http://www.bioweb.genezis.eu/index.php?cat=11&file=pcr

[31] Zaklady molekularni biologie [online]. 2006 , 7. listopadu 2006 [cit. 2008-05-03]
Dostupny z WWW: <http://apendix.bf.jcu.cz/Dolezal/vyuka/dna/molbio.htm>.

[32] Principle of the PCR [online]. 1999 , 5. ledna 2004 [cit. 2008-05-03]. Dostupny z WWW:
<http://users.ugent.be/~avierstr/principles/pcr.htmi>.

[33] DE BAERE, T., et al. Evaluation of amplified rDNA restriction analysis (ARDRA) for the
identification of cultured mycobacteria in a diagnostic laboratory. BMC Microbiology.
2002, 4, s. 1471-1483.

[34] VERSALOVIC, J., et al. Fingerprinting Bacterial strains using repetitive DNA sequence
amplification. U.S patent. 1997, 11, s. 1-47.

[35] VERSALOVIC, J., et al. Distribution of repetitive DNA sequences in eubacteria and
application to fingerprinting of bacterial genomes. Nucleic Acid Res. 1991. 19, 6823—
6831.

[36] LUPSKI, J. R.; et al. Short, Interspersed Repetitive DNA Sequences in Prokaryotic
Genomes : MINIREVIEW. Journal of Bacteriology. 1992, 14, s. 4525-4529

[37] McCMURRY, J.; et al. Fundamentals of general, organic, and biological chemistry. Upper
Saddle River: Prentice Hall, 2006. 62 s.

[38] GEVERS, D., et al. Applicability of rep-PCR fngerprinting for identifcation of
Lactobacillus species. FEMS Microbiology Letters. 2001, 205, s. 31-36.

[39] SVEC, P. VyuZiti rep-PCR v bakterialni taxonomii : -. Konferenéni abstrakta. Brno : MU
Brno, 2007. s. 1-14. Dostupné z WWW: <http://www.sci.muni.cz/ccm/downl/public/rep-
PCR%20Lachema%202007.pdf>.

86



[40] DNA laboratof katedry botaniky PfF UK v Praze [online]. 23.1.2009 [cit. 2011-05-03].
Metody - RAPD. Dostupné z WWW: <http://botany.natur.cuni.cz/dna/index.
php?option=com_content&view=article&id=48:rapd-princip&catid=34:rapd&ltemid=56>.

[41] ROSSETTI, L., et al. Rapid identification of dairy lactic acid bacteria by M13-generated,
RAPD-PCR fingerprint databases. Journal of Microbiological Methods. 2005, 63, s. 134-
144,

[42] KOLENATY, O. Forenzni DNA pfistup [online]. 2007 [cit. 2011-05-03]. DNA slovni&ek -
vyklad nékterych odbornych terming. Dostupné z WWW:
<http://dna.com.cz/index.php?language=cz&kategorie=ostatni&page=article&text=65>.

[43] CAMMARCK, R. Hydrogenase sophistication. Nature. 1999, 379, s. 214-215.

[44] CHEN, W.-M., et al. Fermentative hydrogen production with Clostridium butyricum CGS5
isolated from anaerobicsewage sludge. International Journal of Hydrogen Energy. 2005,
30, s. 1063-1070.

[45] AULING, G., et al. Analysis of the polyphosphate-accumulating microflora in
phosphorus-eliminating, anaerobic—aerobic activated sludge systems by using
diaminopropane as a biomarker for rapid estimation of Acinetobacter spp. Applied and
Environmental Microbiology. 1991, 57, s. 3585-3592.

[46] AMANN, R., et al. Phylogenetic analysis and in situ identification of bacteria in activated
sludge. Applied Environment Microbiology. 1997, 63(7), s. 2884-2896.

[47] CLOETE, T.E., et al. A combined membrane filterimmunofluorescent technique for the in
situ identification and enumeration of Acinetobacter in activated sludge. Water
Research. 1988, 22, s. 961-969.

[48] HOWGRAVE-GRAHAM, A.R., et al. Application of the fluorescent- antibody technique
for the detection of Sphaerotilus natans in activated sludge. Applied Environmental
Microbiology. 1988, 54, s. 799-802.

[49] PALMER, C.J., et al. Detection of Legionella species in sewage and ocean water by
polymerase chain reaction, direct fluorescent-antibody, and plate culture methods.
Applied Environmental Microbiology. 1993, 59, s. 3618-3624.

[50] VOLSCH, A., et al. Detection and analysis of two serotypes of ammonia-oxidizing
bacteria in sewage plants by flow-cytometry. Applied Environmental Microbiology. 1990,
56, s. 2430-2435.

[51] HIRAISHI, A., et al. Respiratory quinone profiles as tools for identifying different bacterial
populations in activated sludge. Journal of General and Applied Microbiology. 1988, 34,
s. 39-56.

[52] GORWA, M.F., et al. Molecular characterization and transcriptional analysis of the
putative hydrogenase gene of Clostridium acetobutylicum ATCC 824. The Journal of
Bacteriology. 1996, 178(9), s. 2668-2675

[53] CHANG, J.J., et al. Molecular detection of the clostridia in an anaerobic biohydrogen
fermentation system by hydrogenase mRNA-targeted reverse transcription-PCR.
Applied Microbiology Biotechnology. 2006, 70(5), s. 598-604.

[54] DRBOHLAYV, J. MILCOM, 2011, soukromé sdéleni.

[55] RITTICH, B, et al. Ceské Ekologické ManaZerské Centrum [online]. 2009 [cit. 2011-05-
03]. Charakterizace vybranych kmenu klostridii a jejich vyuZziti pro produkci vodiku.
Dostupné z WWW: <http://www.cemc.cz/OZE2011/106.pdf>.

[56] ORLYGSSON, Johann, et al. Bioprospecting thermophilic ethanol and hydrogen
producing bacteria from hot springs in Iceland. Icelandic Agricultural Sciences. 2010, 23,
S. 73-85.

[57] MEYER, J., et al. Primary structure of hydrogenasel from Clostridium pasteurianum.
Biochemistry. 1991, 30, s. 9697-9704.

87



[58] PETERS, J.W., et al. X-ray crystal structure of the Fe only hydrogenase (Cpl)from
Clostridium pasteurianum to 1.8 angstrom resolution. Science. 1998, 282, s. 1853-1858.

[59] KAJI, M., et al. The hydA gene encoding the H2-evolving hydrogenase of Clostridium
perfringens: molecularcharacterization and expression of the gene. FEMS Microbiology
Letters. 1999, 181, s. 329-336.

[60] SANTANGELO, J.D., et al. Characterization and expression of the hydrogenase-
encoding genefrom Clostridium acetobutylicum P262. Microbiology. 1995, 141, s. 171-
180.

[61] MORIMOTO, K., et al. Overexpression of a hydrogenase gene in Clostridium
paraputrificum to enhance hydrogen gas production. FEMS Microbiology Letters. 2005,
246, s. 229-234.

[62] HAARMAN, M., et al. Quantitative Real-time PCR Assays To Identify and Quantify Fecal
Bifidobacterium Species in Infants Receiving a Prebiotic Infant Formula. Applied and
Enviromental Microbiology. 2005, 5, s. 2318-2324.

[63] REKHA, R., et al. Designing and validation of genus-specific primers for human gut flora
study. Journal of Biotechnology. 2006, 5, s. 505-512.

[64] URGEOVA, B. Identifikace vybranych bakterii v syrech pomoci PCR. Brno, 2009. 70 s.
Diplomova prace. Vysoké wucCeni technické v Brné. Dostupné z WWW:
<https://www.vutbr.cz/iwww_base/zav_prace_soubor_verejne.php?file_id=13435>.

[65] NAKANISHI, S., et al. Rapid Species Identification and Partial Strain Differentiation of
Clostridium butyricum by PCR Usin 16S-23S rDNA Intergenic Space Regions.
Microbiology and Immunology. 2005, 49(7), s. 613-621.

[66] HERMAN, L.M. et al. A direct PCR detection method for Clostridium tyrobutyricum
spores in up to 100 milliliters of raw milk. Applied and Environmental Microbiology. 1995,
12, s. 4141-4146.

[67] WANG, M., et al. Improving PCR and gPCR detection of hydrogenase A (hydA)
associated with Clostridia in pure cultures and environmental sludges using bovine
serum albumin. Applied Genetics and Molecular Biotechnology. 2007, 77, 645-656.

[68] RITTICH, B., SPANOVA A. Néavody k praktiku z molekularni biotechnologie. 2011.
Nepublikovano

[69] SAMBROOK, J., RUSSEL, D., W. Molecular cloning. A laborator manual. 3rd edition.
Cold Spring Harbor Press. New York. 2001. ISBN 978-087967.

[70] WANG, M.-Y., et al. Monitoring dark hydrogen fermentation performance of indigenous
Clostridium butyricum by hydrogenase gene expression using RT-PCR and gPCR.
International Journal of Hydrogen Energy. 2008, 33, s. 4730-4738.

[71] RITTICH, B. 2011. Soukromé sdéleni.

[72] FERCHICHI, M. et. al. Influence of initial pH on hydrogen production from cheese whey.
Journal of Biotechnology. 2005, 120, s. 402-409.

88



9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

RNA ... ribonucleic acid; ribonukleova kyselina

DNA ... deoxyribonucleic acid; deoxyribonukleova kyselina

PCR ....ccoov polymerase chain reaction; polymerazova fetézova reakce
NADH........cevveeee nikotinamid adenin dinukleotid

(T L G guanin+cytosin

DGGE ................ denaturent gradient gel electrophoresis; elektroforéza v gradientovém
denaturacnim gelu

ARDRA ............. amplified restriction rDNA analysis; restrikéni analyza amplifikované rDNA
nested-PCR........ hnizdova PCR

TTGE ......cceoe temperature gradient gel electrophoresis; gelova elektroforéza s teplotnim
gradientem

SSDNA................ single-stranded DNA,; jednofetézcova DNA

VNTR ......ccvvnnn. variable number tandem repeat; variabilni poCet tandemovych opakovani

ERIC-sekvence ..enterobakterialni opakujici se intergenové shodné sekvence
BOX-elementy....mozaikové repetitivni elementy

rep-PCR.............. repeat sequence primed PCR; interrepetitivni PCR

RAPD.......ccvveee nadhodna amplifikace polymorfni DNA

SSCP..ccceeeie analyza konformaéniho polymorfismu jednoretézct

FISH.....cooooeen. fluorescence in situ hybridization; fluorescenéni in situ hybridizace
AN anaerobni atmosféra tvofena dusikem

MA/N.....cccoenn. anaerobni atmosféra v mérné aparature tvorfena dusikem

ZA/N. ... anaerobni atmosféra ve zjednoduSené aparature tvofena dusikem
PO..vieeieee, parafinovy olej

UPGMA ............. Unweighted Pair Group Metod with Arithmetic mean; metoda parovani

pomoci nevyvazenych aritmetickych primérud
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10. PRILOHY

Pfiloha 1 Abstrakt posteru, ktery bude prezentovan
16.9.2011), Brno

na védecké konferenci Chemistry & Life (14.-

FERMENTATIVE HYDROGEN

PRODUCTION BY BACTERIAL STRAIN "

Clostridium tyrobutyricum S5.
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Fig. 1. Effect of temperature 37 °C ¢

) ataborator

o . o ~ temperature (20-23 °C, 4 ) on the maximal specific grov
Presence of clostridium in milk is a technologicalrate (1) of Clostridium tyrobutyricun$5 in RCM with optimi

problem for cheese making as they cause late-btpaiect.
This damage is characterised by gas formation. afiliy to
produce gas by some species of ge@lastridium could
possibly find an industrial use. Research has liearsed on
Clostridium strains deposited at MILCOM — Dairy Research
Institute (Tabor, Czech Republic). It was found that good
candidate for hydrogen production isClostridium
tyrobutyricumS5 strain from this collection. From this reasone
its properties were evaluated and the cultivatioBlostridium
tyrobutyricumS5 under different conditions was studied. The
cultivation was carried out in liquid Reinforcedo8tridial
Medium (RCM) with lactose (5 %) and cheese wheyhwit
lactose content 5% instead of glucose as substratier
anaerobe conditions. Growth of bacterial cells wlaserved at
laboratory temperature (from 20 to 23 °C) and afG7pH
values range from 4.0 to 8.0 with 0.5 unit. Optirpél was
evaluated at 6.5. Optimal pH and different tempeeat (20-
23 °C/37 °C) were thereafter used in last expertnieee Fig.

1 and Fig. 2.). The content of lactose and voldtitey acids
was also determined in supernatants.
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Fig. 2. Effect of temperature 37 °C ¢,
temperature (20-23 °C, 4 ) on the maximal specific grov
rate (1) of Clostridium tyrobutyricun85 in RCM with chee
whey as substrate
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