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ABSTRAKT

Polymerazova ftetézova reakce (PCR) je molekularné genetickd metoda, ktera umoZziuje
replikaci nukleovych kyselin in vitro. Umoziuje identifikaci mikroorganismii nebo
prokazovani pfitomnosti specifickych geni v riznych matricich biologického pivodu.
Nékteré nepatogenni druhy rodu Clostridium zpusobuji vazna poskozeni syri, proto jejich
identifikace a kvantifikace je tak dualezitd v syrafstvi. V této praci byly testovany specifické
primery pro rod Clostridium. Byla zde pouzita bakteridlni DNA sbirkovych kmend a kmenti
vyizolovanych z poSkozenych syrd. Pomoci specifickych primerti byly metodou PCR
amplifikovany charakteristické tiseky DNA pro klostridie. PCR produkty (619 bp) byly
detekovany pouzitim elektroforézy na 1,8% agar6zovém gelu. Byla potvrzena rodova
specifita testovanych primert specifickych pro rod Clostridium. Pro negativni kontrolu byla
pouzita bakteridlni DNA rodu Lactobacillus.

ABSTRACT

Polymerase chain reaction (PCR) is a molecular method which allows in vitro replication of
nucleic acids. It allows the identification and quantification of microorganisms or to prove
specific gene sequentions in different matrices of biological origin. Some nonpathogenic
species of genus Clostridium cause damages of cheeses, so their identification and
quantification is very important in cheesemaking. In this thesis, specific primers for genus
Clostridium were tested. Bacterial DNA from culture collection strains and from strains
isolated from damaged cheeses were used. Genus-specific region for Clostridium was
amplified using specific primers. The PCR products (619 bp) were detected using
electrophoresis in 1,8% agarose gel. Genus-specific character of primers was confirmed.
DNA of Lactobacillus was used for negative control.
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1 UVOD

Bakterie patii k lidskému Zivotu a jsou vSude kolem néas. Hned po narozeni ditéte bakterie
obsazené ve vzduchu se dostavaji na pokozku, zacinaji ji osidlovat, s prvnim vdechnutim
se dostavaji na povrch sliznic dychacich cest, s pfijimanou potravou putuji travicim traktem
a postupné vytvareji sttevni mikrofloru.

Nesmime ale zapomenout, Ze existuji také bakterie zptisobujici kazeni potravin (Clostridium
butyricum) a véazna onemocnéni u lidi a zvitat (Salmonella typhi, Mycobacterium
tuberculosis, Staphylococcus aureus, Clostridium tetani).

Bakterie jsou také vyuzivany v mnoha oblastech primyslu, napt. v oblasti spotfebni chemie
zabyvajici se vyrobou rozpoustédel (aceton-butanol-ethanolové kvaseni nepatogenniho
Clostridium acetobutylicum), v potravinaiském primyslu pii vyrobé kysané¢ho zeli, syru,
probiotickych mléénych vyrobkl (Lactobacillus acidophilus), v technologii c¢isténi vod
a pii biodegradaci  zdvaznych toxini z ekosystému (sirné bakterie, Clostridium
acetobutylicum), ve farmaceutickém primyslu pii vyrobé 1é¢iv (zastupci rodu Penicillium)
a v mnoha dal§ich odvétvich primyslu.

Trendem v poslednich letech v biotechnologiich je vyzkum bakterii pro vyuziti a zpracovani
odpadnich substratl z riznych odvétvi primyslu a vyvoj metod pro vyrobu bioplynu a jinych
biopaliv. Je to disledkem stale vice diskutované energetické krize, nedostatku ropy a limitace
fosilnimi palivy, globalniho oteplovani a ekologickych probléml zplsobenych lidskou
¢innosti. Mnoho vyzkumnych projektd se proto zabyva studiem a vyvojem metod pro vyuziti
riznych zdrojli energie Setrnych k Zivotnimu prostiedi. Jsou zaméteny na vyuziti slunecné,
vodni, vétrné a geotermalni energie. V neposledni fad¢ i nékterd odvétvi biologickych véd
zkoumaji rizné postupy, diky kterym lze ziskat paliva (metan, etanol, vodik aj.). Prave
biologickd vyroba vodiku pomoci mikroorganismi je jednim z nejvice ekologickych postupt
ziskavani energie. Spalovani vodiku na €istou paru nepfispiva ke globalnimu oteplovani, je
velmi Setrné k Zivotnimu prostiedi a navic je jednim z nejucinnéjSich, alternativnich a velmi
jednoduse recyklovatelnych biopaliv. Mezi mikroorganismy, které produkuji bioplyn (vodik)
patii 1 nepatogenni zastupci rodu Clostridium. Maji rovnéz biotechnologicky vyznam
v potravinaiském primyslu a v chemickém primyslu pro vyrobu rozpoustédel (butanol,
aceton, izopropanol).

Diky technickému vybaveni dne$nich biotechnologickych a genetickych laboratoii Ize
studovat genomy organismi, cilen¢ je ménit a vyuzivat modifikovanych vlastnosti
mikroorganismi. Nesmime ale zapomenout na velké mnozstvi stale jesté nezodpovézenych
otazek v oblasti genetickych modifikaci — jejich nezdvadnost pro lidsky organismus a dopad
na ekosystém i celou biosféru.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Rod Clostridium

Nézev rodu pochézi zfeckého slova closter (vieteno). Tento rod zahrnuje grampozitivni
bakterie rostouci pii teplot€¢ 2040 °C. Z hlediska narokli klostridii na kyslik mzeme
je zaradit do skupiny anaerobii — kyslik na n¢ plisobi toxicky, ale nékteré jsou aerotolerantni
a mohou Zit pfi sniZzeném obsahu plynného kysliku. Pro rod Clostridium je charakteristicka
tvorba spor, presn¢€ji endospor. Spora je umisténa centralné (klostrididlni typ)
nebo terminalné. U centralniho umisténi v misté, kde se vytvofila spora, bakteridlni bunika
je zdutela. Lokalizace spor v buiice je jednim z mikroskopickych identifika¢nich znaka [1].
Pokud se spory nachazeji v neptiznivych podminkéch pro zivot, nemohou kli¢it a ani rast.
V tomto stavu jsou vysoce odolné vuci zevnim vlivim a vydrzi v prostfedi i desitky let.
Ve vegetativni form¢ patogenni druhy klostridii produkuji silné exotoxiny, které plsobi
na sav¢i buiky letalné a zplsobuji tim vaznd onemocnéni napf. u lidi, jako jsou tetanus,
botulismus a plynatd snét’” [2]. Kromé patogennich klostridii je zndmo vice druhd
nepatogennich klostridii.

Klostridia se nachazeji v travicim tstroji lidi i zvitat, v pudé, v povrchovych a odpadnich
vodach, vsilazi a vsyrovém mléce. Existuji 1 klostridia osidlujici termdlni prameny
a vulkanické systémy. Nekteré kmeny Clostridium butyricum jsou dokonce pouzivany i jako
probiotika — inhibuji rist Sirokého spektra enteropatogent [3].

2.2 Klostridia a jejich vyznam p¥i vyrobé syru

Nepatogenni druhy klostridii sice nezplsobuji onemocnéni u lidi, ale Casto jsou velmi
Skodlivé v potravinafském prumyslu, zejména pii vyrobé syrt. Poskozuji syry béhem zrani
atakto poSkozené syry nelze pak distribuovat pro piimy konzum. Proto pasterace

vvvvvv

2.2.1 Utinky pasterace

Vétsina syri se prumyslové vyrabi z pasterovaného mléka. Pasterace mléka je proces, ktery
spociva v jednorazovém zahiati na teplotu do 100 °C. Tato teplota ma zajistit zdravotni
nezavadnost, primérnou trvanlivost a technologickou pouzitelnost, pfiCemz maji byt
co nejvice zachovany ptuvodni biologické, organoleptické a technologické vlastnosti mléka
[4]. Pfi pasteraci se usmrti vSechny nesporulujici patogenni mikroorganismy, jez by
v potravin¢ mohly byt pfitomny a ty mikroorganismy, které zkracuji trvanlivost dané
potraviny. U mléka se pouziva takovy stupen pasterace, pii némz jesté¢ prezivaji mlécné
bakterie, jez brani rozvoji hnilobnych mikroorganismi [5]. Konkrétni hodnoty teploty a ¢asu
jsou urcené:



» pozadavky na devitalizaci vSech choroboplodnych zarodkl a tolika saprofytickych
bakterii, aby se maximalné zabezpecila trvanlivost a technologickd pouzitelnost
mléka,

» pozadavky pro co nejvétsi uchovani ptivodnich fyzikalnich, chemickych, vyzivovych
a senzorickych vlastnosti.

Dulezitym faktorem pro bezpecnost syrti a jinych mlécnych vyrobkd je pfitomnost spor
anaerobnich bakterii z rodu Clostridium (zejména C. butyricum, C. tyrobutyricum), které
nelze z mléka odstranit jednoduchou pasteraci. Béhem zrani syri spory klic¢i, bakterie
se rozmnozuji a zpusobuji tzv. pozdni dureni. K dal§Sim zivaznym druhim patii
C. sporogenes (zpusobujici bilou hnilobu) a C. pasteurianum. Pusobenim klostridii i jinych
mikroorganismli mize dochédzet k uvolnovani plyni (oxidu uhli¢it¢ho a vodiku). Ptehled

vvvvvv

pfi ristu na riiznych substratech uddva nasledujici tabulka (Tab. 1).

Tab. 1: Mikroorganismy odpovédné za uvoliovani plynii (CO; a H,O) v syrech

Mikroorganismus Substrat Plyn
CO, | H;

Clostridium tyrobutyricum laktat + +
Lactobacillus casei citrat + -
Lactobacillus brevis lakt6za + -
Streptococcus thermophilus mocovina + -
Koliformni bakterie lakt6za + +
Kvasinky laktoza + -
Laktokoky citrat + -
Leuconostoc mesenteroides laktoza/citrat + -
Leuconostoc dextranicum laktdza/citrat + -
Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii laktat + -
o vytvari se

e nevytvari se

Pozdni dufeni v syrech mize byt potlaceno minimalizaci poc¢tu spor v mléce, dodrzovanim
prisnych hygienickych podminek béhem vyroby syri a omezenim mnozstvi silaze jakozto
hlavniho krmiva [6]. Nedodrzenim poZzadovanych parametri béhem sildZovani mize dojit
ke kontaminaci zpracovavanych surovin. Spory se s krmivem dostavaji do téla dojnic
a pozdéji do mléka. NedostateCnym oSetfenim mléka spory v mléce zlstavaji a dostavaji se
az do smési pro vyrobu syri, kde zptisobuji pozdni duieni (C. butyricum, C. tyrobutyricum)
a bilou hnilobu (C. sporogenes). Mezi dalsi zdroje kontaminace patfi kontaminovana voda
pro napajeni dojnic a nevhodné hygienické podminky pfi jejich ustdjeni [7].

2.2.2 Utinky baktofugace

Spory druhit Clostridium se nedaji z mléka jednoduSe odstranit, proto pro vyrobu syra je
vhodné pouzivat mléko od dojnic, kterym nebylo podavano krmivo s vétsim obsahem téchto



bakterii, a to hlavné kontaminovana sildz. Jednou z metod eliminace neZadoucich spor je
baktofugace.

Jedna se o proces odstfed’ovani mléka v baktofuze pti 15-20 tis. ot./min. a teploté ptiblizné
60 °C, pfi kterém se odstrani asi 90 % spor. Baktofugace se opakuje a po druhém odstfedéni
je odstranéno az 99,9 % spor. Pii baktofugaci je tfeba ale také brat v uvahu to,
ze odstredivkovy kal (baktofugat) obsahuje mimo bakterii a jejich spor i velké mnoZzstvi
bilkovin, o které¢ se snizuje vytézek a kvalita syri. Nové baktofugy jsou doplnény
sterilizatnim zafizenim a sterilizovany baktofugét se vraci do mléka pro vyrobu syra [5].
Zakladni schéma baktofugy je zobrazeno na nasledujicim obrazku (Obr. 1).

' o
L Vstup mléka

Obr. 1: Schéma baktofugy [8]

2.3 Anaerobni odbouravani glukézy za souc¢asného uvoliovani vodiku

2.3.1 Pozdni dufeni

Pozdni dureni se vyskytuje nejvice u téch syri, u kterych syfenina je zahfivana na 52-56 °C
po dobu piiblizné¢ 45 minut. Predpokldda se, ze za téchto teplot dochazi k devitalizaci
koliformnich plynotvornych bakterii anebo ke snizeni jejich vitality natolik, Ze nejsou
schopny metabolismu. Laktéza je uz vétSinou fermentovand a vznikla kyselina mlécna
je vétsinou pritomna ve form¢ laktatu vapenatého (Obr. 2).

O O

OH OH
Obr. 2: Laktat vapenaty
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Nezadoucimi bakteriemi jsou vtomto piipadé plynotvorné anaerobni sporulujici bakterie
Clostridium tyrobutyricum, které maji schopnost fermentovat laktat za vzniku oxidu
uhli¢itého a vodiku [5]. Mezi klostridie zodpovédné za tvorbu kyseliny maselné déle patii
druhy C. beijerinckii, C. butyricum a C. sporogenes. Tyto druhy bakterii jsou nejCastéjsi
pfi¢inou pozdniho dufeni pfi zrani polotvrdych syrii s vysokym pH (napf. syry typu Gouda
a Edam) [9]. C. tyrobutyricum, C. butyricum a C. sporogenes byly izolovany ze silaZe a nijak
neopracovaného mléka. Pro potlaceni aktivity nezddoucich mikroorganismli se pouzivaji
klasické ochranné metody — vySe zminéna baktofugace, mikrofiltrace, ptidavek dusi¢nand,
nisinu a lysozymi. K mén¢ zndmym technikam patii pfidavani mikrobidlnich kultur — bakterii
mlééného  kvaseni  nezdkysového  puvodu.  Pfitomnost  téchto  fakultativné
heterofermentativnich laktobacilii byla prokdzana ve vétSing polotvrdych syra. Prevladaji zde
Lactobacillus paracasei, L. casei a L. rhamnosus. Antiklostrididlni aktivita byla prokdzana
u L. gasseri, L. paracasei, L. plantarum, L. acidophilus a L. casei. Mnozstvi bakterii
mlééného kvaseni nezdkysového ptivodu je kontrolovano a jejich ucinnost musi byt jesté
detailngji prostudovana [10].

Pozdni dufeni vznikd v syrech pozd¢ji, protoze bakterie zplisobujici toto znehodnoceni jsou
pritomny v mléce ve form¢ inaktivnich spor. Pro fermentaéni aktivitu musi tyto spory vyklicit
na vegetativni formy. Podle podminek uvnitf zrajiciho syru (pH, a,, Ej obsah NaCl) mize
kliceni trvat i n¢kolik tydnu [5].

Dufteni se projevuje tvorbou velkych od sebe oddélenych dutin s tenkou blankou a tvorbou
jinych trhlin. Konzistence syra byvéa tuha, chut mdld a syry nepifijemné péachnou (off-
flavours) [11]. Tento jev je vysledkem anaerobniho odbouravéani glukézy za vzniku vodiku,
oxidu uhli¢itého a kyseliny maselné bakteriemi Clostridium tyrobutyricum a event. 1 dalSimi
klostridiemi. C. tyrobutyricum ze smési laktati preferuje D-laktat [6]. Nejcasteji se vyskytuje
u tvrdych syrt. Schéma anaerobniho odbouravéani glukézy u Clostridium tyrobutyricum je
uvedeno v Pfiloha 1. Simulace zkaZeni syrii kontaminovanych bakteriemi zptsobujicimi
pozdni dufeni je zndzornéna na Obr. 3.
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Obr. 3: Simulace zkaZeni syrii kontaminovanych nepatogennimi klostridiemi; A — kontrolni
zdravy syr, B — inokulace druhem C. tyrobutyricum, C — C. sporogenes, D — C. beijerinckii,
E — smés C. tyrobutyricum a C. sporogenes, F — smés C. tyrobutyricum a C. beijerinckii, G —
smés C. sporogenes a C. beijerinckii [12]

2.3.2 Taveni — vyuziti vizualné poskozenych syru

Surovinou pro vyrobu tavenych syrd jsou takové tvrdé syry, které maji chyby vzhledu
snizujici jejich hodnotu v pifimé distribuci (napt. slepé syry bez vytvorenych ok, syry
s trhlinami apod.). Do smési na taveni se jest¢ donedavna pouzivaly i syry, které podlehly
pusobenim nezadoucich bakterii pozdnimu dufeni (Clostridium tyrobutyricum) nebo bilé
hnilob¢ (Clostridium sporogenes). Beéhem vyroby tavenych syrii se nedoporuc¢ovalo ptidavat
na taveni vice nez 15 % téchto syri [5].

Kli¢eni spor a rast vegetativnich forem bunék mohou byt inhibovany lysozymy nebo
dusi¢nany, pfipadné u tavenych syri se vyuzivaji polyfosfaty. Baktofugace, mikrofiltrace,
zvySena koncentrace NaCl a snizené teploty zrani jsou spolehlivymi faktory pro zabezpe€eni
kvality vyrobku, prevence a eliminace pozdniho dufeni zpisobeného bakteriemi Clostridium
tyrobutyricum [6].

2.4 Kovantitativni stanoveni Clostridium tyrobutyricum pomoci PCR

Jak uz bylo zminéno, Clostridium tyrobutyricum je hlavni pti¢inou pozdniho dufeni u tvrdych
a polotvrdych syri. Metoda kvantitativni Real-Time PCR (Q-PCR) je natolik citliva,
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ze mohou byt detekovdny dokonce velmi nizké koncentrace spor bakterii v mléce (napf.
25 spor C. tyrobutyricum v 25 ml syrového nebo UHT oSetfeného mléka).

Pro kvantitativni stanoveni poctu C. tyrobutyricum byla v roce 2007 tymem védctu (Lopez-
Enriquez L. et al.; [7]) zvefejnéna metoda — kvantitativni PCR v realném ¢€ase pro identifikaci
a kvantifikaci C. tyrobutyricum. V tomto piipadé se jednalo o amplifikaci druhové
specifického genu pro flagelin (fla gen) kodujiciho jeden z proteinl zajiStujicich tvorbu
bic¢ikid na povrchu bakterialni bunky. Pravé fla gen je jednim z nejlepsich kvalitativnich znaka
pro kvantitativni stanoveni C. tyrobutyricum. Cela sekvence pro fla gen (AJ242662) je 100%
specificka pro C. tyrobutyricum. Pomoci primert CTflaFF a CTflaR lze naamplifikovat
specificky fragment (83 bp) fla genu v oblasti mezi 539. a 621. nukleotidem (AJ242662).

Jednou z hlavnich prekaZek zavedeni metody Q-PCR do rutinni analyzy potravin jsou faleSné
negativni vysledky PCR reakci, které jsou zptisobeny ptitomnosti PCR-inhibitorti ve vzorcich.
Tento problém se feSi pouzitim vnitini kontroly. Spolu s cilovou sekvenci je s vyuZitim
stejnych primert amplifikovana dal$i, necilovd sekvence. Pokud PCR produkt
pro amplifikovanou sekvenci pro fla gen byl negativni, nepfitomnost pozitivniho amplikonu
vnitini kontroly ukazuje, ze amplifikace byla netispésna. Nejsou-li ve vzorku amplifikované
DNA pfitomny inhibitory, je detekovan PCR produkt vnitini kontroly [7].

2.5 Pouziti riznych PCR primera pi#i analyze klostridii zodpovédnych
za tvorbu vodiku

Pti studiu genomu klostridii pomoci PCR-DGGE se nejéastéji pouzivaji univerzalni
16S rDNA PCR primery (UNIVER1392r, ACGGGCGGTGTGTAC). Béhem analyzy nastava
pak ale problém, kdy se velmi téZce od sebe odlisuji klostridie od jinych koexistujicich
anaerobil ve zkoumaném vzorku. V 2008 roce byla na zakladé dostupnych rRNA genovych
sekvenci navrzena sada specifickych PCR primerd (Chis150f —
AAAGGTAGATTAATACCGCATAA; Clostlr — TTCTTCCTAATCTCTACGCA) pro rod
Clostridium. Tyto primery byly testovany na cisté kultute Clostridium a na lyzatu bunék
zizoldtu fermentacniho rmutu po vodikové fermentaci (dark fermentation sludge).
koexistujici klostrididlni druhy, ale dokonce lze identifikovat zastupce rodu Clostridium
vyskytujici se ve fermentacnim rmutu, které¢ by nebylo mozné identifikovat pomoci klasické
sestavy PCR-DGGE primert navrzené pro rod Clostridium. Diky nové navrZzenym primerim
je umoznén detailn€j$i nahled do bakterialni skupiny rodu Clostridium, ktera je zodpovédna
za vysoce ucinnou vodikovou fermentaci. Tato metoda by v budoucnu mohla poslouZzit pro
navrzeni zmén v genomu klostridii z podskupin Cluster I a Cluster II (Pfiloha 2, Ptiloha 3)

vvvvvv

Genové modifikace provadéné za ucelem zvySeni podilu vyprodukovaného vodiku Uzce
souviseji se zménami v enzymovém vybaveni bakterii. Uvoliovani vodiku je pro bakterialni
buiiku energeticky velmi nevyhodné, proto jakykoli zdsah do genomu za Ucelem zvySeni
vytézku vodiku narusuje optimalni energetickou bilanci v bufnice. ZvySeni podilu
vyprodukovaného vodiku negativné ovliviiuje rychlost ristu a mnozZeni bunék.
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Existuje vice nez 80 druhii rodu Clostridium, které byly identifikovany na zakladé
fylogenetické analyzy sekvence 16S rDNA. Za uvoliovani nejvétsSiho mnozstvi vodiku jsou
zodpovédné pravé druhy z podskupiny Cluster I. Vysoka podobnost genti pro 16S rRNA je
jednim z nejvétsich problémi pfi rozeznavani jednotlivych druhti, z tohoto divodu pouzivani
univerzalnich primert 968f-1392r je pro identifikaci jednotlivych druhii pomoci PCR
nedostacujici. Proto byly navrzeny nové primery (Chis150f-Clostlr), diky nimz je umoznéna
amplifikace jiné poZadované oblasti genli spolecné pro podskupinu Cluster I. Pro studium
vzorkd rmutu po vodikové fermentaci byly pouzivany univerzalni primery 968f-1392r. Tyto
primery byly zaroven testovany i na Cisté kultuie Clostridium sp. Pouze fragmenty Sesti druhti
z podskupin Cluster I a Cluster II se nenaamplifikovaly (C. pasteurianum, C. butyricum,
C. tyrobutyricium, C. thermobutyricium, C. acetobutylicum, C. beijerinckii, C. roseum,
C. paraputrificum). Spravna volba smési bakterialnich kultur pro vyrobu vodiku je kli¢ovym
krokem pro navrzeni vysledného systému s poZadovanym vykonem. Pravé PCR-DGGE
analyza umoznuje sledovat skupinu klostridii zodpovédnych za tvorbu vodiku b&hem
vodikového kvaSeni [13].

2.6 Clostridium a vyroba rozpoustédel

Tfindct novych druhG klostridii izolovanych zplidy je schopno rozkladat mnoho
polysacharidi z fady o— a P—glykant (napf. Skrob, xylan, pektin, inulin, celulosa)
a oligosacharidii na monosacharidy. Mnoho odpadnich produkt obsahuje pravé tyto cukry,
které se mohou stat vychozim substratem pro dalsi pouziti. Skupina védcti (Montoya et al.;
[14]) zjistila, Ze pravé tyto druhy klostridii, diky svému enzymovému aparatu, jsou schopny
vytvafet velké mnozstvi rozpoustédel (tzv. ABE fermentace, aceton-butanol-etanolové
kvaseni).

Technologie ABE fermentace je zndma jiz od dob prvni svétové valky. Z ekonomickych
divodu byla v padesatych letech vyroba rozpoustédel z ptirodnich zdrojii omezena a postupné
se preslo k vyrobé rozpoustédel z ropnych frakci. V dneSni dobé se ale zase prechédzi zpét
knyni cenové vyhodnéjSim bakteridlnim fermentacim pro vyrobu butanolu, a to hlavné
z diivodu vysokého vytézku butanolu pfi fermentaci. Mnoho riiznych odpadnich produktii
obsahuje polysacharidy, které Clostridium butyricum dokédze vyuzivat dokonce v nizkych
koncentracich. V primyslovych fermentorech vychozim substratem jsou roztoky Skrobu
a melasy. Mezi klostridia zodpovédna za tvorbu rozpoustédel patii predevsim tyto druhy:
C. beijerinckii, C. saccharobutylicum, C. saccharoperbutylacetonicum, C. acetobutylicum
a C. butyricum [14].

2.7 Fylogenetické ¢lenéni vybranych zastupci rodu Clostridium

Vsechna vyse jmenovana klostridia zodpovédna za tvorbu rozpoustédel patii do klostridialni
skupiny Cluster I (Ptiloha 2) [13].

Béhem tazeni klostridii zodpovédnych za tvorbu rozpoustédel do fylogenetickych skupin byly
pouzity rizné¢ metody (popis bunééné membrany, biochemické, fyziologické zkousky apod.),

vvvvvv
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z faktu, Ze gen pro 16S rRNA obsahuje vysoce konzervativni ¢ast. Gen pro 16S rRNA se déle
sklada z konzervativni a vysoce variabilni oblasti [16]. V ptfipadé, Ze sekvence pro 16S rRNA
jsou v 55 % homogenni, zkoumané mikroorganismy patii do stejné domény, v ptipad€ 97,5%
homogenity — patii do stejného rodu [17].

V 2001 roce byly publikovany vysledky studia zalozeného na analyze DNA vybranych druha
klostridii [13]. Pomoci PCR byly amplifikovany tseky DNA pro gen 16S rRNA. U tfi
vybranych druhti byla kompletni sekvence pro gen 16S rRNA v 99,8 % identicka s genovou
sekvenci pro 16S rRNA u C. butyricum a C. acetobutylicum.

U tfindcti druh@i klostridii, u kterych bylo zjiSténo nejvétsi mnozstvi vytvafenych
rozpoustédel, byla zkoumana ribosomalni 16S genova sekvence pomoci RFLP
makrorestrikénich fragmentli chromosomalni DNA a jejich PFGE. Zkoumané druhy
klostridii, u kterych byla prokazana schopnost vytvaret rozpoustédla, byly na genetické urovni
velice podobné C. butyricum, ale odliSovaly se fyziologickymi vlastnostmi. VSechny maji
schopnost rlst na zivné ptidé obsahujici rizné polysacharidy a zaroven patii do sacharolytické
skupiny klostridii Cluster 1. V budoucnu mozna budou v primyslovych fermentorech
vyuzivany smési kultur: C. butyricum s hydrolytickymi schopnostmi a nové druhy
se schopnosti vytvaret rozpoustédla [14].

2.8 Polymerazova retézova reakce (Polymerase chain reaction; PCR)

PCR se pouziva pro identifikaci mikroorganismi nebo prokazovani piitomnosti specifickych
genu. Je to molekularné geneticka metoda zalozena na replikaci nukleovych kyselin in vitro.

2.8.1 Princip PCR

Podstatou PCR je cyklicky se opakujici enzymova syntéza novych fetézcti vybranych usek
dvoufetézcové DNA ve sméru 5" — 3" pomoci DNA-polymerazy [18]. PCR je exponencialni
reakce (Obr. 4) a teoreticky je mozné z jediné molekuly DNA pomoci vhodnych primeri
naamplifikovat libovolné mnozstvi molekul DNA (amplikontt) [19].

Tato metoda umoznila analyzu DNA riznych typt vzorkll biologického plivodu a pocet
aplikaci neustale vzrista. Nachazi uplatnéni pti napf-.:

» detekci infekénich mikroorganismi a viri v potravinach, vodé a ptdé,

» kontrole vyrobkd (napf. mikrobiologickd kontrola jakosti potravin, zjiStovani
geneticky modifikovanych organismt a plodin),

* mapovani genomu,

= charakterizaci gent,

» prokazovani identity a otcovstvi (paternity),
» prenatalni diagnostice dédicnych chorob,

» analyze prehistorickych DNA z fosilii.
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Obr. 4: Grafické znazornéni exponencidlné amplifikujici se DNA

2.8.2 Historie PCR

Princip amplifikace DNA in vitro popsal jiz vroce 1970 Dr. Kjell Kleppe v praci Repair
replication of short synthetic DNA's as catalyzed by DNA polymerases. O dne$ni podobu PCR
s vyuzitim termostabilni DNA-polymerazy se zaslouzil vroce 1985 Kary B. Mullis [20],
ktery za tuto techniku v roce 1993 ziskal Nobelovu cenu [21]. Vypracoval postup, v némz
byla DNA namnozena cyklicky se opakujici enzymatickou reakci za uc€asti termostabilni Taq
DNA-polymerazy izolované z termofilni bakterie Thermus aquaticus odolavajici teplotam,
pfi nichz proteiny denaturuji (cca 95 °C).

2.8.3 Komponenty PCR

PCR se pouziva k amplifikaci pfesn¢ definovanych usekli vldken DNA. Mohou to byt
jednotlivé geny nebo pouze c¢asti genli. Metodou PCR lze naamplifikovat pouze kratké
fragmenty DNA (obvykle do 10 kb). K bézné PCR jsou potiebné:

= DNA templat (isek DNA, ktery ma byt amplifikovén),
» dva primery (kratké oligonukleotidy nezbytné pro ¢innost polymerazy),

* termostabilni 7ag DNA-polymeraza (optimum pfi teploté 72 °C; nezbytna pro syntézu
DNA),

* deoxyribonukleosidtrifosfaty (ANTP: dATP, dGTP, dCTP, dTTP ) (stavebni kameny
DNA),

= pufr obsahujici Mg”" ionty, ktery poskytuje vhodné prostiedi pro u&innost
polymerazy.
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2.8.4 Pribéh PCR reakce

Kazda PCR reakce obsahuje tfi kroky, které se opakuji ve 20 az 40 cyklech [22]. PCR sm¢s
se obvykle pfipravuje ve sterilnim boxu. Reakce je provadéna v termocykleru, v némz se
teplota méni automaticky v naprogramovanych ¢asovych intervalech. Postupnym opakovanim
tohoto procesu se exponencidlné vytvaii az miliarda kopii vybraného tseku cilové molekuly
(Tab. 2). Tuto zavislost v ptipadé idealni amplifikace vyjadiuje nasledujici vzorec (Vzorec 1).

Tab. 2: Teoretickd amplifikace cilového fragmentu DNA pii zvySujicim se poctu cykla [18]

Cislo cyklu | Polet nasyntetizovanych | Cislo cyklu | Poet nasyntetizovanych
molekul produktu molekul produktu
1 2 16 65 536
2 4 17 131 072
3 8 18 262 144
4 16 19 524 288
5 32 20 1 048 576
6 64 21 2097 152
7 128 22 4 194 304
8 256 23 8 388 608
9 512 24 16 777 216
10 1024 25 33 554 432
11 2 048 26 67 108 864
12 4 096 27 134 217 728
13 8192 28 268 435 456
14 16 384 29 536 870912
15 32 768 30 1073 741 824

Vzorec 1: Matematické vyjadieni amplifikujici se DNA; funkéné zavisla y vyjadfuje pocet
naamplifikovanych tsekli DNA a proménna n vyjadiuje pocet cyklii

y:2n

Jak bylo uvedeno vyse, PCR je proces, pfi némz se v zavislosti na teploté reakéni smési v 30
az 40 cyklech pravidelné stiidaji tfi kroky, béhem nichz probihaji tfi odlisné reakce
s odliSnymi naroky na teplotu [18] (v kratkych casovych tsecich dochazi k zahtivani
a chlazeni reak¢éni smési na pozadovanou teplotu). Jednotlivymi kroky jsou:

1. Denaturace

Reakéni smés se vzorkem dsDNA je zahfata na 94-96 °C, ¢im dojde kjeji denaturaci,
tj. k oddéleni jednotlivych vlaken. Béhem denaturace zanikaji vodikové mustky, které spojuji
DNA vlékna. V prvnim cyklu se doba zahiivani obvykle prodluzuje, ¢im se zajisti uplné
oddéleni jednotlivych fetézci DNA. Vzniklé fetézce slouzi pak jako templaty pro dalsi
reakéni cyklus. Tato fadze se obvykle nastavuje na dobu 1 minuty, v prvnim cyklu
az na 5 minut.
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2. Hybridizace

Po oddéleni jednotlivych vlaken je teplota sniZzena na 4560 °C a primery pfitomné v reakéni
smési se mohou hybridizovat s ssDNA. Teplota tohoto kroku se voli o 5 °C niz8i nez je
teplota tani primert. Nespravna volba teploty pro pfipojeni primerd miiZze zpulsobit,
Ze se primery nepfipoji na specifickd mista templatu, coz ovliviiuje specifitu reakce. Tato faze
trva vétsSinou 1 minutu [23].

3. Syntéza DNA
Po pfipojeni primerii DNA-polymeraza syntetizuje nové vlakno, které je komplementarni
k templatu. Zacind prodlouzenim pfipojeného primeru. Polymerdza ptipojuje nukleotidy
(prvni ANTP ptipojuje k primeru) komplementarni k templatu na 3" konci primeru a postupuje
tak po celé délce ssDNA. Teplota pro treti fazi PCR reakce je obvykle 72 °C [22]. Je to
teplota optimalni pro ¢innost DNA-polymerazy. Doba trvani syntézy DNA se vétSinou
pohybuje kolem 1-2 minut. Schéma PCR znéazorfiuje Ptiloha 4.

2.8.5 Faktory ovliviiujici prubéh PCR

PCR je pln¢ automatizovany proces, ktery vyuziva termostabilni DNA-polymerazu. AvSak
i termostabilni DNA-polymeraza katalyzuje prodluzovani primeru pii laboratorni teploté,
coz muze byt pficinou vzniku nespecifickych produktli, zejména pii nizkych koncentracich
templatové DNA. Specificnost, citlivost a vytézek reakce vyznamné ovlivituje modifikace
PCR oznacovana jako ,hot-start” PCR, pfi které jsou urcité slozky reakéni smési oddéleny
od ostatnich, dokud teplota ve zkumavce nepiekroci optimalni teplotu pro pfipojeni primeru
(obvykle 55-65 °C). DNA-polymeraza je v této nekompletni reakéni smési nefunkéni a proto
nedochazi k prodluzovani nespecificky navazanych primert dokud neni této pozadované
teploty dosazeno [18].

2.8.6 Nejdiilezitéjsi vlastnosti PCR

vvvvvv

» specifita — schopnost amplifikovat pouze tuseky vymezené piesnou homologii
s primery; niz3i teploty hybridizace a vy$§i koncentrace Mg”™ zpravidla specifitu
snizuji; mize proto dochazet k amplifikaci nespecifickych fragmentt,

= citlivost — pocet kopii matrice v analyzovaném vzorku, které je mozné dokazat

metodou PCR; teoreticky je mozné amplifikovat jednu kopii; obvykle se amplifikuje
vice kopii a proto citlivost je vyS$si nez jedné matrice cilové DNA,

» efektivnost — uruje mnozstvi molekul matrice, které se amplifikuji v jednotlivych
cyklech; teoreticky se amplifikuji vS§echny molekuly, prakticky je tato hodnota niZzsi,

" fidelita — urcuje miru presnosti sekvence PCR produktu v porovnani s templatem;
zavisi hlavné od pouzité polymerazy a poméru jednotlivych dNTP; fidelita je neptimo
umérna poctu chybné inkorporovanych nukleotidu [19].
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2.9 Gelova elektroforéza — separace produkti PCR

Elektroforéza patii v molekularni biologii k nejpouzivanéj$Sim separacnim technikam
pfiizolaci a analyze nukleovych kyselin a bilkovin. Principem elektroforetické separace
nukleovych kyselin je pohyb nabitych molekul v elektrickém poli. Hlavnim nositelem naboje
nukleovych kyselin jsou negativné nabité fosfatové skupiny, a proto se nukleové kyseliny
v elektrickém poli pohybuji ke kladn¢ nabité elektrodé — anod¢ [18]. Mensi fragmenty DNA
se pohybuji rychleji, proto doputuji od komurky dal nez delsi fragmenty. Stanoveni velikosti
amplikoni nasyntetizovanych béhem PCR se provadi nejcastéji pomoci elektroforézy
na agarésovém nebo polyakrylamidovém gelu.

PCR produkty jsou srovnavany se standardem, ktery obsahuje smés DNA fragmentli o zndmé
délce [23]. To umoziuje stanovit velikost naamplifikovanych DNA fragmenttd [19].
Jednotkou velikosti jsou pary bazi (bp).

2.9.1 Rychlost pohybu nukleovych kyselin v agar6zovém gelu
Rychlost pohybu nukleovych kyselin v agar6zovém gelu zavisi na mnoha faktorech. Témito
faktory jsou:

= velikost nukleové kyseliny,

» konformace nukleové kyseliny,

» forma nukleové kyseliny,

» koncentrace gelu,

= elektroforetické napéti.

Pti gelové elektroforéze DNA se do jednotlivych komtirek pfipraveného tuhého gelu nanese
DNA standard a PCR produkty, ke kterym se pfida stanovené mnozstvi nanaSeciho pufru.
Nejcastéji se pouziva 1,8% gel, ale koncentrace se miize upravovat podle velikosti PCR
produktl — pro vétsi produkty se voli fidsi gel. Elektroforézu je vhodné provadét 1,5-2 hodiny
pii konstantnim napéti (60—80 V) a proudu do 30 mA. Rozdéleny vzorek standardu vytvori
tzv. Zebficek, podle kterého se odhaduje velikost naamplifikovanych tsekli DNA. Schéma
rozdéleni fragmentd DNA standardu béhem elektroforézy je uvedeno na nasledujicim obrazku
(Obr. 5).
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Obr. 5: Schéma rozdé¢leni fragmentli DNA standardu béhem gelové elektroforézy; na zacatku
elektroforézy (vlevo) a po 1,5 hodin¢ (vpravo) [22]

2.9.2 Vizualizace DNA na gelu

Samotna DNA je pii separaci v gelu neviditelnd. Zviditeliuje se pouzitim fluorescen¢niho
barviva — ethidiumbromidu (EtBr; strukturni vzorec Obr. 6), ktery se v€lefiuje mezi jednotlivé
baze DNA. Po ozafeni UV svétlem DNA fluoreskuje [19].

Obr. 6: Strukturni vzorec ethidiumbromidu
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Cil prace

Cilem této Casti prace je testovat rodoveé specifické primery pro amplifikaci DNA izolované
z bakterialnich bun&k rodu Clostridium vyskytujicich se ve zdufelych a jinak poskozenych
syrech.

3.2 Material

Pro testovani rodove specifickych primert byla jako matrice pro PCR pouzita DNA izolovana
z bakteridlnich bun€k vyskytujicich se v poSkozenych syrech a dale byla pouzita DNA
izolovana z bakteridlnich bun¢k ze sbirkovych kmend. Jednotlivé vzorky DNA a sekvence
testovanych primer jsou uvedeny v nésledujicich tabulkach (Tab. 3, Tab. 4).

Tab. 3: Vzorky bakteridlni DNA pouZivanych pro testovani rodové specifickych primert
Clostridium

Pouzita DNA bakteridlniho kmene Zdroj kmene Koncentrace DNA (ng/ul)
Clostridium butyricum DSMZ 10702 sbirkovy kmen

Clostridium tyrobutyricum UTMT 2-1 sbirkovy kmen

Clostridium sporogenes CCM 4423 sbirkovy kmen

Clostridium 89K25B izolat ze syru 10
Clostridium S18/2 1zolat ze syri

Lactobacillus paracasei spp. paracasei | sbirkovy kmen

CCDM 211/06

Tab. 4: Sekvence rodové specifickych primerti pouzivanych pii amplifikaci DNA rodu
Clostridium [16]

Velikost specifického

Oznaceni primeru Sekvence primeru produktu (bp)

S-G-Clos-0586-S-21 (F1) CTCAACTTGGGTGCTGCATTT

619

S-G-Clos-1205-A-20 (F2) ATTGTAGTACGTGTGTAGCCC

3.3 Chemikalie

3.3.1 Komponenty pro PCR

Neni-li uvedeno jinak, vSechny PCR komponenty byly zakoupeny od firmy Top-Bio s. r. 0.,
(Praha, CR). Bézné chemikalie v &istoté p.a. byly ziskany z dostupnych zdroji.

* PCR voda (ultracista voda 18M Q-cm, ultrafiltrovana, ze které byly odstranény RNazy
pusobenim diethylpyrokarbonatu a autoklavovanim)
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* PCR reakéni pufr kompletni pro Tag DNA-polymerazu 1.1 (10 x PCR Blue buffer)
(750 mM  Tris-HCI, pH 8,8 (pii 25 °C); 200 mM (NH4),SO4; 0,1 % Tween 20;
25 mM MgCl,)

= PCR dNTP mix (10 mM) (vodny roztok obsahujici ultracistou smés kazdého ze Ctyr
dNTP: 10 mM dATP, 10 mM dCTP, 10 mM dGTP, 10 mM dTTP; pH 7,5)

= DNA primer F1 (10 pmol/ul)
* DNA primer F2 (10 pmol/ul)

» Taq DNA-polymerdza 1.1 (1U/ul) (DNA-polymeraza z Thermus aquaticus
o koncentraci 1 U/ul)

» DNA matrice ze sbirkovych kmeni a z kmenl izolovanych z poskozenych syrt
(10 ng/ul)

3.3.2 Chemikalie pro gelovou elektroforézu a barveni gelu

3.4
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= Agardza pro elektroforézu DNA (Serva, Heidelberg, SRN)
* TBE pufr (5 x koncentrovany)

54 g Tris-baze (PENTA, Chrudim) a 27,5 g kyseliny borité (Lachema, CR) rozpustit
v 600 ml destilované vody. Ptidat 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0). Upravit pH na 8,3 pomoci
1 M NaOH. Doplnit destilovanou vodou do 11. Mozno sterilizovat v autoklavu. Pied
pouzitim roztok zfedit 10 x destilovanou vodou na pozadovanou koncentraci 0,5 x TBE)

* NanéaSeci pufr (6 x koncentrovany; 60 mM EDTA pH 8,0; 2,5 % Ficoll 400;
0,04 g bromfenolova modr)

* TE pufr (1 x koncentrovany; 10 mM Tris pH 7,8; 1 mM EDTA pH 8§,0)

» DNA standard Malamité — 100 bp zebfticek; obsahuje fragmenty délky 100, 200, 300,
400, 500, 600, 700, 800, 900, 1 000, 1 200 bp (Malamité, Moravské Prusy, CR)

= Roztok ethidiumbromidu (500 pg/ml) (Sigma, Praha, CR)

= Destilovana voda

Pristroje a vybaveni

= Centrifuga mini Spin 13 400 min™ (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

» Fotoaparat Polaroid — CD 34 na film T667 (Cambridge, Velké Britanie)

* Digitalni fotoaparat KODAK (Kodak, Déansko)

» Laboratorni vahy (Kern & Sohn, Némecko)

= Mikropipety o objemu 10 pl, 20 pl, 200 ul, 1000 pl — Discovery HTL (Polsko)
= Mikrovlnna trouba — SW 5020 (Sencor, CR)

* Minicykler PTC 100 (MJ Research 200, USA)

* Transluminator — TVR 3121 (Spectroline, USA)



=  Oc¢kovaci box (Fatran, CR)
= Zafizeni pro elektroforézu Mini gel unit 7x10 cm (Hoefer, USA)

» Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Lighting Volt Power Supply, model OSP-
300 (OWL Scientific, USA)

= Spicky umé&lohmotné
» Eppendorfové zkumavky

= Bé&zné laboratorni sklo, umélohmotny laboratorni material a pomucky

3.5 Metody

3.5.1 Priprava PCR smési

Vsechny komponenty pro PCR smés (Tab. 5) byly pied pouzitim zkontrolovany, opatrné
promichany a kratce zcentrifugovany. PCR smés byla pfipravena ve sterilnim boxu do 200 ul
eppendorfovych zkumavek ve vysledném mnozstvi 25 ul PCR smési. Po kazdém piidani
slozky byla smés dobfe promichdna. Komponenty pro PCR smés pii pouZiti rodové
specifickych primerti pro rod Clostridium jsou uvedeny v tabulce (Tab. 5). Komponenty do
PCR smési byly smichavany v tomtéz potadi.

Jako kontrola kontaminace sloZzek PCR byla pouzita PCR smés bez DNA matrice (misto
DNA matrice byla do PCR smési piidana voda pro PCR), pro negativni kontrolu byla pouzita
PCR smé&s s DNA rodu Lactobacillus. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA matrice
sbirkovych ~ kmenit  rodu  Clostridium  (Clostridium butyricum  DSMZ 10702,
Clostridium tyrobutyricum UTMT 2-1, Clostridium sporogenes CCM 211/06).

Tab. 5: Komponenty pro PCR smés pii pouziti specifickych primerd pro rod Clostridium

Komponenty MnoZstvi (ul)
voda pro PCR 16,5
10 x reakéni pufr kompletni 2,5
smes ANTP (10 mM) 1,0
5" primer (F1 primer) 1,0
3" primer (F2 primer) 1,0
DNA-polymeréaza 1.1 (1U/ul) 2,0
DNA matrice (10 ng/ul) 1,0
vysledny objem 25,0

3.5.2 Provedeni PCR

Vzorky obsahujici vSechny slozky PCR smési byly opatrné a dokonale promichany a kratce
zcentrifugovany. Vzorky byly umistény do termocykléru. Na termocykléru byl nastaven
a spustén program s definovanymi ¢asovymi a teplotnimi intervaly. Kazdy cyklus obsahuje tfi
kroky. Jednotlivé kroky jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tab. 6).
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Tab. 6: Naprogramované kroky v termocykléru

Krok | Faze cyklu Teplota Doba
1. denaturace dsDNA 94 °C 30s
2. hybridizace primert 53°C 30s
3. syntéza dsDNA 72 °C 60 s

Cykly byly opakovany 30 x. Pfed prvnim krokem byla provedena denaturace pii 94 °C
po dobu 5 minut, v poslednim cyklu byla syntéza prodlouzena o 8 minut. Po skon¢eni PCR
byl termocyklér nastaven na 10 °C pro bezpecné uchovani vzorkli s PCR produktem
pted agarézovou gelovou elektroforézou.

3.5.3 Priprava agarézového gelu

Koncentrace agardézového gelu zavisi od tcelu jeho pouziti. Mnozstvi agarézy i TBE pufru je
zavislé na vysledném mnoZstvi a koncentraci gelu. Pro ovéfeni kvality DNA byl zvolen gel
o koncentraci 0,8 % hm., detekce PCR produktti byla provadéna na 1,8% hm. gelu.

Do cisté suché erlenmayerovy baiiky bylo navdzeno potfebné mnozstvi agardzy, k niz bylo
pfiddno 33 ml 0,5 x TBE pufru (0,27 g agarézy pro ovéefeni kvality DNA; 0,6 g agarozy
pro detekci PCR produkti). Vznikla suspenze byla po kratkou dobu pétkrat povaiena
v mikrovlnné troubé a po kazdém povareni promichana. Gel byl nalit do formy vani¢ky a do
néj byl vlozen hiebinek tak, aby byl umistén svisle, asi 1 cm od okraje a aby jeho spodni
hrany byly pfiblizné¢ 1 mm ode dna formy. Gel byl ponechan tuhnout na rovné podlozce pfi
laboratorni teplotg.

3.5.4 Naneseni PCR produktii na gel

K PCR produktu v 200 pl eppendorfovych zkumavkach bylo pfidano 5 pl nanaSeciho (stop)
pufru. Tyto smési byly dikladn¢ promichdny a nanaSeny mikropipetou do komirek gelu
vzniklych po odstranéni hiebinku. Spolu s PCR produkty byl na gel do jedné komirky
nanesen velikostni standard 100 bp (fragmenty DNA o délce 100, 200, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900, 1000, 1200, 1500 bp).

3.5.5 Gelova elektroforéza PCR produkti

Gel se vzorky byl umistén do elektroforetické vany tak, aby zdporné nabitda DNA migrovala
ke kladn€ nabité¢ anodg€. Gel byl opatrné zalit 0,5 x TE pufrem do svého pievrstveni. Byla
spusténa elektroforéza. Gelova elektroforéza byla provadéna po dobu 1,5 hodiny
pti konstantnim napéti 60 V.

3.5.6 Barveni PCR produktii

Po ukonceni elektroforézy byl gel pienesen do roztoku ethidium bromidu (0,5 pg/ml)
pro vizualizaci DNA. Roztok ethidium bromidu byl pfipraven z 500 ml destilované vody
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a 500 ul ethidium bromidu (500 pg/ml). Tam byl ponechan po dobu 30-60 minut.
Pted fotografovanim byl oplachnut destilovanou vodou.

3.5.7 Dokumentace gelu

Po obarveni byl gel pfenesen na transluminator. V UV svétle DNA fluoreskovala. Pomoci
Polaroid kamery byl gel vyfotografovan na film Polaroid 667 a pozdéji pieveden
do elektronické podoby nebo ptimo vyfotografovan digitdlnim fotoaparaitem KODAK.
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4 VYSLEDKY

4.1 Ovéreni kvality DNA

Byla ovétovana kvalita DNA pro PCR. Byla provedena agar6zova gelova elektroforéza vSech
vzorkl bakteridlni DNA na 0,8% gelu. Postup je uveden v kapitole 3.5. Vysledky agarézoveé
gelové elektroforézy jsou uvedeny v Tab. 7 a na Obr. 7.

Obr. 7: Agarésova gelova elektroforéza DNA riznych kment Clostridium. Na gel bylo
nanaSeno 30 ul DNA o koncentraci 10 ng/ul.

Tab. 7: Naneseni vzorkli DNA na gel a vysledky agar6zové gelové elektroforézy bakteridlni
DNA

Béh ¢. | DNA Detekce DNA
1 Clostridium butyricum DSMZ 10702 +
2 Clostridium tyrobutyricum UTMT 2-1 ++
3 Clostridium sporogenes CCM 4423 +++
4 Clostridium S18/2 ++
5 Clostridium 89K25B +
+, 4 detekovano malé, vétsi a velké mnozstvi DNA

= DNA vSech testovanych kmeni Clostridium byla na gelu celkem dobte detekovana.
DNA byla relativné intaktni. VSechny vzorky DNA jsou vhodné pro PCR.

4.2 Pouziti rodové specifickych primert pro amplifikaci DNA sbirkovych
kmenu Clostridium

Byla ovétena rodova specifita primert (F1 a F2) pro rod Clostridium. Pro PCR byla nejprve
pouzita DNA sbirkovych kment Clostridium (Clostridium butyricum DSMZ 10702,
Clostridium sporogenes CCM 4423). Jako negativni kontrola byla pouzita DNA sbirkového
kmene Lactobacillus paracasei ssp. paracasei CCDM 211/06. Dalsi negativni kontrola
obsahovala misto DNA PCR vodu. Byla provedena PCR s 1 ul DNA matrice (10 ng/pl)
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a 30 cykly v termocykleru. Naamplifikovaly se specifické produkty o velikosti 619 bp.
Vysledky agar6ézové gelové elektroforézy jsou uvedeny nize (Obr. 8, Tab. 8).

Béh ¢.

100 bp

619 bp

Obr. 8: Agarosova gelova elektroforéza PCR produkti (619 bp). Byla amplifikovana DNA
(10 ng/ul) pomoci primert specifickych pro rod Clostridium.

Tab. 8: Naneseni PCR produktti na gel a vysledky agar6zové gelové elektroforézy

MnoZzstvi
Bth & | DNA kmene PCR Detekce PCR
produktu (ul) produktu
1 DNA standard - 100 bp zZebrticek
2 Clostridium butyricum DSMZ 10702 25 +++
3 Clostridium sporogenes CCM 4423 25 +++
4 negativni  kontrola —  Lactobacillus 0 i
paracasei spp. paracasei CCDM 211/06
5 negativni kontrola — PCR voda 0 -
e vysoka intenzita detekovanych PCR produkti

s PCR produkty nedetekovany

* Byly detekovany specifické PCR produkty (619bp) pro rod Clostridium
naamplifikované pomoci specifickych primert F1 a F2. V negativnich kontrolach
nebyly amplikony detekovany.

4.3 PCR s pouzitim rodové specifickych primera pro amplifikaci DNA kmeni
Clostridium izolovanych ze syru

Pro PCR byla pouzita DNA kmeni izolovanych ze syrii. Byla provedena PCR s 1 ul DNA
matrice a 30 cykly v termocykleru. Naamplifikovaly se specifické produkty o velikosti
619 bp. Vysledky agar6zové gelové elektroforézy jsou uvedeny v Tab. 9 a na Obr. 9. Jako
pozitivni kontrola byla pouZzita DNA sbirkovych kment Clostridium butyricum DSMZ 10702,
Clostridium tyrobutyricum UTMT 2-1, Clostridium sporogenes CCM 4423. Jako negativni
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kontrola byla pouzita DNA sbirkového kmene Lactobacillus paracasei spp. paracasei
CCDM 211/06 a PCR smés bez DNA matrice (ndhradou byla PCR voda).

619bp | .

Obr. 9: Agarosova gelova elektroforéza PCR produkti. Do smési pro PCR byla pouzita
pouzita DNA (10 ng) Lactobacillus a DNA Clostridium.

Tab. 9: Vysledky agar6zové gelové elektroforézy

L MnozZstvi PCR | Detekce PCR

Draha ¢. | DNA kmene produktu (ul) produktu

1 DNA standard - 100 bp Zebfticek

2 Clostridium butyricum DSMZ 10702 25 ++

3 Clostridium tyrobutyricum UTMT 2-1 25 +++

4 Clostridium sporogenes CCM 4423 25 +

5 Clostridium S18/2 25 +++

6 Clostridium 89K25B 25 ++

7 negativni kontrola — Lactobacillus 0 i

paracasei spp. paracasei CCM 211/06

8 negativni kontrola — PCR voda 0 -

+, A detekovany PCR produkty riizné intenzity

s PCR produkty nedetekovany

= Byla amplifikovana pouze DNA izolovana z bakteridlnich bun¢k zéastupci rodu
Clostridium.

4.4 Shrnuti vysledkii identifikace analyzovanych kmeni Clostridium

Vsechny analyzované kmeny Clostridium byly pomoci rodové specifické PCR zatazeny
do rodu Clostridium. Jedna se o tyto kmeny:

= Clostridium butyricum DSMZ 10702,
= Clostridium tyrobutyricum UTMT 2-1,
= Clostridium sporogenes CCM 4423,

»  Clostridium S18/2,

»  Clostridium 89K25B.
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S DISKUZE

5.1 Ovéreni kvality DNA

Byla ovétovana kvalita DNA izolované z poskozenych syri a DNA ziskané ze sbirkovych
kmeni pomoci agar6zové gelové elektroforézy. Na 0,8% agar6zovy gel byly nanaSeny vzorky
o koncentraci 10 ng/ul. Uvedena koncentrace DNA v gelu pro vizualizaci pomoci
transluminatoru je nizk4, avSak tato koncentrace je pro PCR postacujici. Zaroven se ukézalo,
ze DNA neni pfili§ degradovana a pro PCR dostacujici. Ptili§ degradovand DNA by mohla
byt pfi¢inou faleSné negativnich vysledkd.

5.2 Pouziti rodové specifickych primeri pro amplifikaci DNA sbirkového
kmene Clostridium

Pted analyzou vzorkli DNA bakterii izolovanych ze syri byla ovéfovana specifita primera
pro amplifikaci DNA sbirkovych kment Clostridium. Jednalo se o dva kmeny riznych druhti:
Clostridium butyricum DSMZ 10702 a Clostridium sporogenes CCM 4423. Po amplifikaci
byla provedena agardézova gelova elektroforéza PCR produktl, které se amplifikovaly s
1 Wl DNA matrice o koncentraci 10 ng/ul a 30 cykly v termocykleru. Ve shod¢ s udaji
uvedenymi v literatufe [16] byly detekovany specifické PCR produkty o velikosti 619 bp u
obou vzorkt, které pravé obsahovaly DNA sbirkovych kment klostridii. DNA sbirkového
kmene Lactobacillus paracasei spp. paracasei CCM 211/06 se nenaamplifikovala. Tim byla
prokazana rodova specifita primert S-G-Clos-0586-S-21 (F1) a S-G-Clos-1205-A-20 (F2) pro
rod Clostridium [16]. Zarovenl bylo prokazano, Ze vzorky DNA neobsahuji inhibitory ani
kontaminanty PCR. Inhibitory PCR jsou piekazkou pro rutinni analyzu vzorkt [18].

5.3 PCR s pouzitim specifickych primera pro amplifikaci DNA kmeni
Clostridium izolovanych ze syri

Byla provedena PCR s pouzitim specifickych primert pro rod Clostridium s DNA ostatnich
analyzovanych kmeni. Jak bylo ptfedpokladano, pomoci PCR s pouzitim rodové specifickych
primeri byly amplifikovany useky DNA charakteristické pro rod Clostridium [16].
Na transluminatoru po barveni roztokem ethidiumbromidu byla provedena vizualizace
specifickych amplikond o velikosti 619 bp. Negativni kontrola s DNA sbirkového kmene
Lactobacillus paracasei spp. paracasei CCM 211/06 potvrdila rodovou specifitu pouze
pro rod Clostridium. Dlasi negativni kontrola, ve které¢ byla misto DNA pouZita PCR voda
ukazala, ze z4dnd komponenta PCR neni kontaminovana. Kontaminace byvaji pfi¢inou
faleSné¢ pozitivnich PCR reakci [7]. V provedeném experimentadlnim uspotfadani bylo
kontaminacim zamezeno. Experimentalni uspofddani bylo provedeno dle autorQ
Sambrook a spol. [24]. Dle ptedpokladli se veskerda DNA izolovana zrtiznych druht rodu
Clostridium amplifikovala v rodoveé specifické PCR. Bylo tak potvrzeno zatfazeni vsSech
studovanych kment do rodu Clostridium.
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6 ZAVER

Na bezpecnost a kvalitu potravin se v dnesni dobé klade velky diraz. Nepatogenni klostridie
neohrozuji ptimo Clovéka, ale zplsobuji velké Skody v potravinarstvi — syrafstvi. Nekteré
druhy nepatogennich klostridii mohou slouzit pfi vyrobé rozpoustédel z alternativnich zdrojii
a odpadnich produktd. Klostridie maji také vyznam pti produkci plyni, zejména vodiku.
Vodik je velmi G¢inny a recyklovatelny bioplyn, ktery nezatézuje Zivotni prostfedi. Voda je
hlavnim produktem spalovani. Je jednim z hlavnich produkti pii mikrobnim anaerobnim
odbouravani glukozy.

Molekularng-genetické metody se stile vyvijeji a nachazeji stale vice aplikaci v rutinnich
analyzach. PCR ma velky vyznam v genetickych i potravindiskych laboratofich. Diky této
metod¢ lze jednoduSe a rychle stanovovat mikrobidlni sloZeni probiotickych vyrobk,
probiotickych dopliki a riznych funkénich potravin, dale mtze byt pouzita v mnoha
molekularné-genetickych vyzkumech. Pomoci PCR se relativné jednoduchym zplsobem
arychle zkouma a ovéfuje rodova nebo druhova pfislusnost bakteridlnich kment.
Polymerazova fetézova reakce je jednou z metod identifikace a kvantifikace nezddoucich
bakterii pfitomnych napf. ve zpracovavaném mléku. Jejimi nejvétSimi prednostmi jsou
rychlost, pfesnost a specifita.

V experimentalni ¢asti této prace byly testovany rodové specifické primery S-G-Clos-0586-S-
21 (F1) a S-G-Clos-1205-A-20 (F2). U téchto primerd byla prokdzana specifita pro rod
Clostridium. Pomoci rodové specifické PCR s vauzZitim primert F1 a F2 byly vSechny
analyzované druhy klostridii zatazeny do rodu Clostridium.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

Ay oeeeeeeeeeeeeeeeeaeaaeens vodni aktivita

ABE fermentace ..... aceton-butanol-etanolové kvaseni

DNA ... deoxyribonukleova kyselina

RNA ..o ribonukleova kyselina

TRNA ... ribosomalni RNA

16S rRNA................ RNA malé ribosomalni podjednotky u bakterii

RFLP ..o polymorfismus délky restrikénich fragmentii
PFGE.....ccoovvvenn. pulsni gelova elektroforéza

PCR ... polymerazova fetézova reakce

Q-PCR......ccveu kvantitativni polymerazova fetézova reakce v readlném Case
DGGE.......ccoceeunene elektroforéza v gradientovym denatura¢nim gelu

o] o FUUSUTSR pary bazi

ANTP ..o deoxyribonukleosidtrifosfat

EtBr...cccocoeviniene. ethidiumbromid

UHT....ccoiiiiie zpracovani mléka kratkodobym zahievem na vysokou teplotu
DSMZ.......cccouvune. Némecka sbirka mikroorganismii a bunéénych kultur
UTMT....ccoivvins Ustav technologie mléka a tuki

CCM..ciiiiiinn Ceska sbirka mikroorganismil

CCDM....ccoovvenee Ceska sbirka mlékaiskych mikroorganismii
Fd.ooviiiiiiiiien ferredoxin

FdHy oo, redukovana forma ferredoxinu

NAD ...ccovrirerans nikotinamidadenindinukleotid

NADH+H"............. redukované forma nikotinamidadenindinukleotidu
HSCoA ... koenzym A
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10 PRILOHY

(0]

OH 8ATP R§ADP 8P,
8 HC

0 § HSCoA h
8 Fd 4NAD
4NADH +H'
8 FdH,
8$H,

H
0
4 HO H
8 CO, HON H
H OHOH
scoA/\
2 H,PO,
SCoA

0 5 HSCoA

2 AP M 3 WOH
_— >
2 ATP SCoA O 0
2 NADH +2 H*
co,
)J\ 2 NAD"
- H,C CH
2 HC o OH O ’ ’

2 HC SCoA 0 O
NADH +H
o
J H,C
H,0 0 j\ NAD"
SCoA HacYCHs
o' OH
H3c\‘/ SCoA OH 0
NADH + H"

Priloha 1: Reak¢ni schéma anaerobniho odbouravani glukézy u Clostridium tyrobutyricum
[4, 6]
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Priloha 2:
[13]
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Fylogenetické rozclenéni rodu Clostridium na zéklad¢ identifikace podle rRNA
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Priloha 3: Fylogenetické roz¢lenéni rodu Clostridium na zéklad¢ identifikace podle rRNA;

pokracovani Ptiloha 2 [13]
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5

g 3
nasednuti primeru =

3 -._ or e n e e a5

3 syntéza nového fetézce
. Taq polymerazou

3

opakovani cyklu

Priloha 4: Schéma polymerazové fetézové reakce; 1. denaturace DNA, 2. nasednuti primert,
3.syntéza nového fetézce DNA Tag-polymerazou podle matrice, 4. nasyntetizované
amplikony denaturuji a vstupuji do dalSiho cyklu PCR, cely cyklus se opakuje; zelen¢ a
cervené jsou zndzornény fetézce plivodni DNA, modie jsou znadzornény nove nasyntetizované
fetézce DNA a Zlut€ jsou zndzornény primery; teckovana oblast odpovida amplifikovanému
useku DNA [25]
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