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ABSTRAKT

Molekularno-biologické metody su rychlou aucinnou pomockou pri identifikacii
mikroorganizmov v realnych vzorkach.

Cielom tejto diplomovej prace bola analyza mikroflory v kontrolnych a kontaminovanych
nezrejucich syroch.

DNA izolovana z analyzovanych vzoriek bola pouzitd pre optimalizaciu PCR s primérmi
s GC svorkou pre rozdelenie amplikénov pomocou DGGE. Produkty DGGE boli po
optimalizacii reamplifikované a pripravené pre sekvenaciu. DNA izolovana z analyzovanych
vzoriek bola pouzitd pre PCR vredlnom case sanalyzou kriviek topenia amplikénov
s vysokym rozliSenim (HRMA). Pomocou DGGE a HRMA analyzy boli porovnané
amplikony syrov s bakteridlnymi kulturami izolovanymi kultivacne =z tychto syrov.
Porovnanim polohy amplikonov bolo zistené, ze kontaminujucimi mohli byt Bacillus
licheniformis, Staphylococcus epidermidis a Acinetobacter baumanii/calcoaceticus. Analyzou
sekvencii amplikénov syrov analevov bola zistend, pritomnost Bacillus sp. a dalSich
mikroorganizmov radenych do piatich rodov. Z nich boli vykultivovani zastupcovia troch
rodov z Preto sa predpoklada kontaminécia Bacillus sp., alebo mikroorganizmy, ktoré neboli
pouzitymi metdédami kultivovatel'né.

Metoda je vhodna pre analyzu komplexnej mikroflory v syroch analevoch po dalsej
optimalizacii.

KLUCOVE SLOVA

nezrejuce syry

mikrofléra

denatura¢na gradientova gélova elektroforéza
vysokorozliSovacia analyza kriviek topenia amplikonov
sekvencna analyza DNA



ABSTRACT

Molecular biological methods are fast and efficient tool for the identification of
microorganisms in real samples.

The aim of this diploma thesis was analysis of microflora in control and contaminated
brined cheeses.

DNA isolated from analyzed samples was used to optimize the PCR course using primers
with GC clamp on the distribution of amplicons using DGGE. DGGE products were
reamplified after optimization and prepared for DNA sequencing. DNA isolated from
analyzed samples was used in real-time PCR with high resolution melt analysis of the
amplicons (HRMA). Samples of cheese and bacterial cultures isolated from cheeses were
compared by DGGE and HRMA. Comparing the position of the amplicons was found that
contaminants may be Bacillus licheniformis, Staphylococcus epidermidis, and Acinetobacter
baumanii/ calcoaceticus. Sequence analysis of cheese and pickles amplicons, the presence of
Bacillus sp. and other microorganisms spree in five genera were detected. Representatives of
the tree genera were cultured. It is considered contamination Bacillus sp., or microorganisms
which are not culturable methods used.

The method is suitable for the analysis of complex microflora in cheese and pickles after
further optimization.
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1 UVOD

Je zname, ze dodnes bola izolovana a charakterizovana iba mala Cast’ existujucich baktérii.
Existuje vel'ky rozdiel medzi poCtom v laboratoriu kultivovatelnych a poctom vSetkych
baktérii. Jednym z dovodov tychto rozdielov mdze byt nedostatok informacii o optimalnych
kultivacnych podmienkach, v ktorych baktérie rasti vo svojom prirodzenom prostredi. Pokial
nie su navodené vhodné podmienky ku kultivacii konkrétneho mikroorganizmu, tento na
zivnom médiu nevyrastie.

K pochopeniu podmienok potrebnych k rozvoju mikrobidlnej diverzity sa tradi¢né
mikrobiologické postupy zdaju byt’ nedostato¢né. Je preto nevyhnutné obohatit’ tieto tradicné
postupy o nové metody. Ako vhodna sa k identifikécii a detekcii mikroorganizmov ukézala
aplikacia molekularne biologickych metdd.

Dobré vysledky maji molekularne biologické metody pri analyze zmesnych kultar
v redlnych vzorkach. Takymi su napriklad voda, pdda, ¢i potraviny. Pomocou molekularne
biologickych metdod je mozné presnejSie charakterizovat mikrobialny systém. Pomocou
denaturaCnej gradientove] gélovej elektroforézy a naslednej analyzy sekvencii 16S rDNA
(sekvenovanie, analyza kriviek topenia svysokym rozliSenim) je mozné preukazat
pritomnost’ bezne kultivovatelnych aj doposial neznamych druhov mikroorganizmov [1].
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Aplikacia molekularne biologickych metod nachadza uplatnenie v potravinarstve. Uspesne
boli pouzité pri analyze komplexnych vzoriek mlie€nych vyrobkov, vratane syrov.

3 SYRY

Syr je bielkovinovy koncentrat z mlieka. Vyraba sa okyslenim alebo enzymovym zrézanim
za posobenia mikroorganizmov. Syr vznikd odstranenim vody zo zrazeniny a vplyvom
pritomnych mikroorganizmov v ilom dochadza k fyzikdlnym achemickym zmenam.
Fyzikéalne a chemické zmeny maju vplyv na chut a tiez predlzuju trvanlivost v porovnani
s Cerstvym mliekom.

Hlavnou bielkovinou v syre je kazein, ktory sa zraza pri syreni.

So srvatkou zo syra odchadza podstatna cast' mlie€neho cukru, vitaminov rozpustnych vo
vode, mineralne latky a srvatkové bielkoviny. Cinnostou MO vznika vel'a metabolitov, ktoré
dodavaju syrom charakteristick chut [2].

3.1 Syry vsol’'nom naleve

V krajinach juhovychodnej Europy (Bulharsko, Grécko, Turecko), Egypte, Izraeli a na
Blizkom vychode sa vyrabaju syry z ov€ieho, kozieho a kravského mlieka, vyznacujuce sa
vysokym obsahom soli. Obsah soli je 3-9 % v hmote syra, alebo 5-18 % v naleve. Samotné
zrenie prebieha v sol'nych roztokoch, ktoré umoziuja zrenie za pritomnosti halotolerantnych
a halofilnych baktérii. Sol’ v ndleve ma konzervacné ucinky, hlavne proti plesniam [3].

3.1.1 Vyroba syrov zrejucich v soI'nom naleve

K vyrobe syrov sa pouziva pasterizované mlieko. To sa pasterizuje kratkotrvajicou
pasterizaciou pri teplote 75°C po dobu 30 s. Nasledne je mlieko zaoCkované mezofilnym
zakvasom obsahujucim Lactococcus lactis a Lactobacillus casei. Nakoniec je mlieko zrazané
syridlom. Ak je koagulum dostatocne pevné, po kratkom ulezani syroviny sa tato nakraja na
menSie kasky anechd sa odpocivat 10-15 minut. Syrovina sa eSte mierne lisuje tlakom
arozdrobi sa, aby srvatka rychlej§ie odtiekla. Na konci lisovania je syrovina dostatocne
spojena, da sa dobre pokrajat’ a nasledne sa soli.

Solenie sa uskutociiuje v nasytenom roztoku soli pri 14-16 °C po dobu 15-20 hodin. Po
skonceni solenia je mlady syr ulozeny do plechovych nadob. Nasledne je syr zaliaty solnym
roztokom s koncentraciou 10-12 % NaCl. V tomto néaleve prebieha vlastné zrenie syrov, ktoré
trva pri teplote 10-14 °C asi 15-30 dni. Zrelé syry maju trvanlivost asi 10 mesiacov pri teplote
4-8 °C [3].

3.1.2 Kontaminacia

Akost’ takychto syrov je zavisla na viacerych faktoroch.

Prvym z faktorov je v€asné naduvanie. To je spdsobené plynotvornymi baktériami, ktoré
st koliformné. Pri¢inou moze byt primarna a sekundarna kontaminacia z naradia, zariadenia,
alebo mlieko so zvySkami antibiotik. Antibiotika sa pouzivaju hlavne na liecbu mastitidy
vemien dojnic. Tejto chybe sa predchadza pridavanim dusi¢nanov do mlieka. Ich redukciou
vznikaju dusitany, ktoré posobia inhibicne na plynotvorné baktérie.
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Dalsim faktorom je vznik neZiaduceho zafarbenia. S tym byva spojena aj zmena chuti
a konzistencie syru. Pri¢inou mdze byt oneskorené zrenie spdsobené prili§ nizkou teplotou.
Castejie je ale nevhodné sfarbenie sposobené pigmentujiicimi mikrokokmi. Ob&as vznikajt
farebné Skvrny syra aj stykom s obalovym materidlom, ktory ma nevhodné vlastnosti.

Nedostatocné kysnutie syroviny sa modze prejavit méknutim syra az jeho hnilobou.
Pri¢inou mdze byt netesny obal, z ktorého unikne nalev a umozni pristup vzdusnému kysliku.

Neposlednou chybou takychto syrov je ich horka chut. Pri¢inou horknutia méze byt
pouzitie nevhodnej soli s vysokym obsahom hor¢ika. Ostra az paliva chut sa vyskytuje
u starych prelezanych syrov a byva s flou spojena aj drobiva a pritvrda konzistencia syra [3].

4 MIKROFLORA NEZREJUCICH SYROV

4.1 Priméarne (Startérové) kultury

Mikrofléra je nevyhnutnou zlozkou pri vyrobe syra. Syr nie je mozné vyrobit bez pridavku
baktérii mlie€neho kvasenia (BMK). Ich hlavnou funkciou je premena laktézy na kyselinu
mliecnu, ktora sposobuje biochemické zmeny pocas zrenia a pomaha rozvijat charakteristicku
chut’ produkovaného syra. Takéto BMK sa nazyvaju primarne alebo $tartérové kultury (SK).
Tieto kultary su dokladne vyberané a umyselne aplikované do mlieka na zaciatku procesu
vyroby. Vynimkou su §panielske a talianske syry, kde sa SK nepridavaju.

Medzi hlavné Startérové kultary patria Lactococcus lactis, Leuconostoc sp., Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus a Lactobacillus helveticus. Prvé dve menované sa pouzivaji vo vacSine syrov,
d’alsSie su Specifické pre urcity typ syra. Nie vSetky kultury sa pouzivaja sucasne.

Vedl'ajsim produktom SK je aj produkcia prchavych latok ako CO, a citrat, ktoré maju
vplyv na zmenu Struktary syra. Proteolyticky systém Startérovych kultir mé vplyv na rozvoj
chute aaromy v zrejucom syre. NajCastejSie vplyvom znizovania pH a produkciou
antimikrobialnych zluCenin, ktoré podporuji mikrobialnu nezavadnost syra [4].

4.1.1 Mezofilné a termofilné kultury

Startérové kultury mézeme rozdelit podla optimalnej teploty rastu na mezofilné alebo
termofilné.

Termofilné kultary su charakteristické pre talianske (Mozzarella) a SvajCiarske syry
(Emmentaler). Pri tychto typoch syrov sa pouziva vyssia teplota (48-52 °C) pocas prvych faz
vyroby syrov.

Mezofilné kultiry sa pouzivaju v syroch, kde teplota pocas prvych faz produkcie
nepresiahne 40 °C (Cheddar, Gouda).

Oba typy kultir sa ale Casto pouzivaju (a vyskytuju) spolocne napriklad v Mozzarelle
a Cheddare [4].

4.1.2 Dalsie rozdelenie

Castejsie sa ale klasifikacia SK zaklad4 na zlozitosti kultary.

Vsetky dnes zname kultary su nejakym sposobom odvodené z takzvanych prirodzenych
SK. Prirodzené SK nemaju presne definované zlozenie — je to zmes roznych druhov a kmetiov
BMK. Moézeme ich rozdelit’ do 2 tried:
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e prirodzené srvatkové kultury (hlavne Lactobacillus helveticus)
e prirodzené mliecne kultary (hlavne Staphilococcus thermophilus).

Dnes sa ale CastejSie pouzivaju zmesné Startérové kultury. Tie sa pripravuju za presne
definovanych a kontrolovanych podmienok z jednotlivych kultar. Maju S§irSie uplatnenie
hlavne v Eurdpe a poskytuju vyhody definovanych kmerov.

Prirodzené SK z definovanych kmefiov si zlozené zmalého mnozstva kmefiov (3-5)
a v mnohych procesoch vyroby syrov nahradzaju tradi¢né Startérové kultary [4].

4.2 Sekundarne (pridavné) kultary

Vo vyrobe syrov maju uplatnenie aj d’alSie mikroorganizmy, ktoré sa nazyvaju sekundarne
kultary. Tie neovplyviiuju produkciu kyseliny mliecnej, ale produkuju organoleptické
a biochemické zmeny v syre, alebo na fom. Patri sem napriklad Propionibacterium
freudenreichii, ktoré podporuji produkciu CO, v ementale. Radime sem aj Penicillium
roqueforti (syry rokfortského typu s modrou plesiiou) a P. camemberti (Camembert).

Sekundarne kultiry su z taxonomického a funkéného pohl'adu rozmanitejSou skupinou ako
Startérové kultary. Radime sem stafylokoky, kvasinky a plesne. Tieto maju vyrazny vplyv na
zmenu organoleptickych vlastnosti a hlavni ulohu hraju pocas zrenia syru. Na rozdiel od
Startérovych kultur sa pridavaji v mensom mnozstve.

Tieto kultury sa pouzivaju pri vyrobe zrejucich syrov. U syrov nezrejucich nemaju
uplatnenie [4].

5 IDENTIFIKACIA BAKTERIi V POTRAVINACH

Identifikacia izolovanych baktérii je dolezitou ulohou mikrobiologie. Identifikacia
pritomnych baktérii je vel'mi ddlezita aj v analyze potravin. Vyuzitie ma hlavne v identifikacii
patogénov a kontaminujucich baktérii v potravinovych matriciach.

5.1 Fenotypové metody

V dnesnej dobe stale prevladaju fenotypové metody identifikacie baktérii. Casto je nutna
kultivacia, ktora je Casovo narocnym procesom. Ku kultivacii je tiez nutné poznat’ vhodné
kultivacné podmienky, ktoré je niekedy narocné zistit’ [5].

K fenotypovej identifikacii baktérii sa pouzivaju fenotypové znaky ako napriklad
morfologia buniek, kultivaéné a fyziologické vlastnosti, biochemickéa aktivita a chemické
zlozenie. Fenotypové metody su ¢asovo narocné a zlyhavaju napriklad pri identifikacii Gram
pozitivnych (G+) baktérii. Takato identifikacia je dostatocna pre hrubu charakteristiku, ale pre
jednoznacénu charakteristiku nepostacuje [6].

5.2 Genotypové metody

Tieto metddy su zalozené na S§tadiu nukleovych kyselin, hlavne na rozdieloch
v jednotlivych DNA sekvenciach. Genotypové metddy umoziiuju rychlu a presnu analyzu a su
schopné oddelit’ vel'mi pribuzné organizmy [6]. Je mozné pomocou nich identifikovat’ rody,
druhy aj kmene.

Genotypové metody su zalozené najCastejSie na amplifikacii pomocou PCR.
Amplifikovana je urcita sekvencia DNA, Pre genotypovu analyzu sa najcastejSie pouziva
DNA (napr. 16S rDNA — gén pre rRNA). Miesto DNA je mozné pouzit i RNA. Po
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amplifikacii je mozné amplifikovant sekvenciu podrobnejSie analyzovat sekvenovanim (vid’
kapitola 5.2.1). Analyza moze prebiehat aj pomocou hybridizacie so sondou. Sondy pre
hybridizaciu musia byt znacené [7]. Vyuziva sa aj analyza kriviek topenia amplikénov.

Vyhodou tychto metdd je, Ze nie je nutna kultivacia pred analyzou. Genotypové metody su
rychlejsie a poskytuju presnejSie informacie ako metody fenotypové.

5.2.1 16S rDNA sekvenovanie

16S rDNA sekvenovanie je u€innym nastrojom k sledovaniu fylogenetickych vztahov
medzi baktériami. Pouziva sa tiez k identifikacii baktérii z réznych zdrojov. V laboratoriach
klinickej mikrobiologie je to bezne pouzivana metdda. Vyuziva sa hlavne pre pomaly rastuce,
netypické baktérie, baktérie narocné na kultivaciu ale aj pre baktérie tazko rozoznatelné
konvencnymi metédami [5].

16S rRNA gén je gén, ktory sa vyskytuje vo viacerych kopiach. Obsahuje ako vysoko
konzervativne, tak aj hypervariabilné oblasti (V;-Vy). VacSie mnozstvo kopii v gendéme sa
prejavuje  vznikom  polymorfizmu aintragendmovej heterogenity, ¢o umoziuje
charakterizaciu a subtypizaciu na molekularnej arovni [8].

Vel'ky potencidl ma 16S rDNA sekvenovanie hlavne pri identifikacii G+ baktérii
a koryneformnych baktérii. Pre sekvenovanie je mozné pouzit i d’alSie gény, napriklad gény
pre 23S rDNA, rpoB (kéduje B podjednotku RNA polymerazy), groEL (koduje heat-shock
protein), gyrB (kdduje B podjednotku DNA gyrazy), hsp635, ITS a recA (koduje recA protein).
Tieto gény sa nachadzaju prakticky vo vSetkych baktériach. VSetky obsahuju konzervativne
sekvencie avdaka tomu je mozné ich pouzit kidentifikacii ak priprave univerzalnych
primérov pre PCR [9].

5.2.2 Denaturacna gradientova gélova elektroforéza

Denaturacné gradientova gélova elektroforéza (DGGE) je metdda skimajuca roznorodost
mikroorganizmov v komplexnych vzorkach. Metdda DGGE sa pouziva na porovnanie
mikrobidlnych komunit a monitorovanie dynamiky populacii. DGGE deteguje rozdiely
v sekvenciach v usekoch produktov PCR po amplifikacii DNA s univerzalnymi primérmi,
napriklad pre 16 S rRNA gén.

Castou volbou pre fingerprinting je vdaka svojej dizke ardznorodosti V3 region
(variabilnd oblast’ v oblasti 16 S rDNA). DGGE ma tiez uplatnenie pri §tudiu rozmanitosti
metabolicky aktivnych populacii [10].

DGGE je zalozend na znizujucej sa elektroforetickej mobilite Ciastone denaturovanej
dvojvlaknovej DNA (double stranded DNA —dsDNA) na polyakrylamidovom géle
s linedrnym denaturaénym gradientom. Gradient u DGGE je zaisteny rastucou koncentraciou
denatura¢ného cinidla — zmesi formaldehydu a mocoviny. Polyakrylamidovy gél umoziuje
oddelenie amplikonov s dizkou 200-700 bp [11, 121].

DGGE tiez vyzaduje pripojenie guanin-cytozinovej svorky (GC-svorky) k amplikonu
o dizke 30-50 nukleotidov. GC-svorky zamedzuju uplnej denaturacii produktov PCR na
jednotlivé vlakna pocas elektroforézy.

Tato metoda dokaze oddelit amplikony s rovnakou dizkou, ale rozdielnymi sekvenciami
na zaklade rozdielnych elektroforetickych mobilit. Molekuly s roznymi mobilitami sa zastavia
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na réznych miestach gélu. Molekula s vy$§im poCtom baz adeninu atyminu (AaT) je
denaturovana rychlejSie, preto sa v géle pohybuje menSou rychlostou ako nedenaturovana
molekula [13]. Elektroforeticka mobilita zavisi na dizke produktu, nukleotidovej sekvencii,
ako aj na obsahu guaninu a citozinu. Za vhodne zvolenych podmienok DGGE umoziiuje
sekvenéne §pecificku separaciu molekul rovnakej dizky lisiacich sa jedinou bazou [13, 14].

Takto ziskané fragmenty modzeme nasledne pouzit k presnému ur€eniu sekvencie DNA
a pomocou bioinformatickej analyzy k uréeniu konkrétneho druhu a rodu mikroorganizmu.

5.2.3 VysokorozliSovacia analyza kriviek topenia amplikénov

VysokorozliSovacia analyza kriviek topenia (High Resolution Melting Analysis— HRMA)
analyzuje amplikony, priCom vyuziva vztah medzi teplotou a obsahom G a C. Denaturacia
fragmentov DNA je definovana krivkou topenia, ktora ma typicky sigmoidny charakter.
Teplota topenia je potom vypocitana z prvej derivacie vrcholu krivky topenia. Skimané su
produkty PCR v realnom Case a analyza prebieha vdaka fluorescenénému farbivu (napriklad
SYBR Green), ktoré sa viaze do DNA. HRMA analyza prebieha ako nasledny krok po PCR
a vyhodnotenie umoziuje softvér zariadenia [15].

Uz Real-Time cykléry tzv. prvej generacie vyuzivajice fluorescencné farbiva umoziovali
analyzu kriviek topenia a urCenie teploty topenia, ich presnost’ a rozlisenie neboli tak vysoké.
V stucasnosti st vyvinuté nové Specifické fluorescencné farbiva, ktoré umoziuju lepsie
rozliSenie a neinhibuju PCR. Tieto tzv. nasytené farbiva mozu dokonca posilnit' rozdiely
v krivkach topenia dané rozdielnost'ou sekvencii a tym umoziuju lep§iu analyzu amplikonov.

Medzi hlavné vyhody pouzitia HRMA je nizka cena, vyuzitie vybavenia bezne pritomného
v mnohych laboratoriach a jednoduchost’ pristupu. Najvacsimi vyhodami su ale moznost
prevedenia analyzy v jednom kroku a uzavretej skiumavke.

Limitaciami HRMA moze byt pripadna nizka reproducibilita v pripade vel'kych rozdielov
v jednotlivych vzorkdch aich koncentraciach. Taktiez nemusi odhalit vSetky variacie
sekvencii v analyzovanej DNA. K problémom casto dochadza pri analyze fragmentov dlhSich
ako 200 bp [15].

HRMA analyza ma okrem jednoduchosti pouzitia aj vel'mi Siroké uplatnenie. HRMA
analyzou ribozomalnych, pripadne inych vysoko konzervovanych génov je mozné
identifikovat’ mikroorganizmy na turovni druhov. Vyuzitelné si tiez hypervariabilné
fragmenty génov a je mozné vyuzit HRMA ku genotypizacii virusov. Umoziiuje detekciu
genetickych variant veducich k antimikrobidlnej rezistencii, pripadne l'udskych genetickych
variant vyznamnych k citlivosti alebo liecbe infekénych chorob. HRMA nachéadza uplatnenie
aj pri identifikécii potravinarsky vyznamnych mikroorganizmov
HRMA nema4 rozliSovaciu schopnost’ tak vel'ku ako multilokusova sekvenacia (multilocus

sequence typing — MLST) alebo celogenomové sekvenovanie, moze ale obe metody
predchadzat’ ako prvy faza genotypizacie [15].
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6 CIELE A ULOHY BIOINFORMATIKY

Bioinformatika je pomerne mlad4 vedna disciplina, ktora sa zrodila priblizne v 80. rokoch
20. storocia. Ako interdisciplindrna metdda zahriia nielen informatiku, ale aj matematiku,
Statistiku a inzinierstvo. Vyvija metody a softvérové nastroje, ktoré sluzia k pochopeniu
biologickych dat. Definicii bioinformatiky ako vedy je mnoho. V SirSom pojati je
bioinformatika chapand ako veda wvyuzivajuca informatické technologie k rieseniu
biologickych problémov [16]. V uzSom pojati je definovana ako aplikacia informacnych
technologii k pochopeniu a organizacii informacii spojenych s biomolekulami. Sluzi k
uchovaniu, spracovaniu a analyze informécii spojenych s biologickymi makromolekulami.
Zaobera sa hlavne informaciami o sekvenciach a Strukture DNA a proteinov [16, 17]. Casto
byva termin bioinformatika chapany tiez ako vypoctova metdda pre komparativnu analyzu
genomovych dat [18].

Biologické data su v dnesSnej dobe produkované zavratnou rychlostou. Na rozdiel od
minulého storocCia, kedy bolo mozné nukleotidové sekvencie zapisat na papier a sekvenovat
bez automatickych sekvenatorov, vo februari 2015 obsahovala databdza GenBank 181336445
sekvencii. Preto bolo nevyhnutné vymysliet’ systém na ulozenie a spracovavanie biologickych
dat novym spdsobom. Preto boli polozené zéklady bioinformatiky.

Ciele bioinformatiky mozeme rozdelit' do troch skupin. V prvom rade je to jednoducha
organizacia bioinformatickych dat, ktord umoziiuje pristup k uz existujicim informaciam a
uverejiovanie novych dat, ak su produkované. Druhym cielom je rozvoj nastrojov a zdrojov,
ktoré sluzia ako pomocky pri analyze dat. Tretim cielom je pouzitie tychto nastrojov
a zdrojov k interpretacii vysledkov biologicky vyznamnym sposobom [17].

Medzi zakladné bioinformatické ulohy mozeme zaradit:

e zostrojenie mapy useku DNA: je mozné zistit pritomnost reStrikénych miest
a kédujucich oblasti, pripadne navrhnut’ podla tejto mapy priméry pre PCR

o ziskanie sekvenCnych, Strukturnych a literarnych udajov o konkrétnom géne, alebo
proteine

e dohladanie homologov znamych sekvencii v Studovanom materiali

e porovnanie sekvencii vzajomne pribuznych génov a nasledna predikcia funkénych
rozdielov medzi nimi

e posudenie miery pribuznosti génov v ramci genomovej rodiny

Bioinformatika umoziuje analyzovat DNA, RNA a proteiny. V dnesnej dobe najcastejSou
je bioinformaticka analyza DNA. Preto sa v tejto praci budeme zaoberat’ hlavne analyzou
DNA.

6.1 Ziskavanie sekvencii DNA

Primarnymi bioinformatickymi datami s sekvencie DNA. K ziskaniu sekvencie DNA
vedie viacero ciest. Vobec prvou sekvenacnou metdodou bola enzymova metdda vyvinuta
vroku 1977 Frederickom Sangerom [19]. Tato pouziva modifikované nukleotidy pre
Specificka terminaciu syntézy komplementarneho retazca DNA. Tato metdda bola postupne
vylepSovana a namiesto radioaktivnych znaciek sa dnes pouzivaju znacky fluorescencné.
Pomocou réznych vylepseni Sangerovej metddy boli do roku 2005 sekvenované prakticky
vSetky dovtedy zname gény. Kvoli obmedzeniam ako bola casova narocnost
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a komplikovanost metody boli vyvinuté nové metody. Tie umoziuji rychlejsiu sekvenaciu
vacsieho mnozstva sekvencii sucasne, pomocou automatickych sekvenatorov [20].

Medzi modernejSie metddy oznaCované ako sekvenovanie nove] generacie (next
generation sequencing) radime metddy ako 454, Illumina alebo IonTorent. NajmodernejSou
metodou v dnesnej dobe je metdda Nanopore [19].

6.1.1 454 sekvenovanie

454 sekvenovanie je metoda komercialozovand americkou firmou Roche. K sekvenovaniu
je mozné pouzit’ rdzne materialy. Sekvenciu je mozné ziskat' nielen z gendmovej DNA, ale aj
z produktov PCR, umelého bakteridlneho chromozému alebo cDNA. K analyze sta¢i 500 ng
precistenej DNA.

Samotné sekvenovanie je zlozené z dvoch krokov. Je to emulznd PCR (emPCR) a metoda
pyrosekvenovania [20]. V prvom kroku dochédza k fragmentacii DNA. K nej sa nasledne
enzymom ligazou pripoja adaptorové sekvencie, ktoré sluzia k pripojeniu primérov. Emulzna
PCR prebieha na syntetickych gul'dckach v olejovej emulzii. Na gul'dckach si pripravené
sekvencie, ku ktorym sa fregmentovana DNA pripoji. Na jednu gul'd¢ku sa vzdy pripoji jeden
fragment DNA. V olejovej emulzii sa okolo gul'6cky vytvori kvapka, v ktorej prebieha PCR.
Na konci reakcie je namnozenych tol'ko novych usekov DNA, ze ku kazdej gul'ocke je
pripojenych priblizne 10 milionov kopii useku DNA [21]. Tento proces sa oznacuje ako
tvorba kniznice. Takto upravené gul'6cky su nasledne umiestnené do pikolitrovych komorok
spolu s enzymami ddlezitymi pre chemiluminiscencnu reakciu.

Tato metoda sa nazyva pyrosekvenovanie. Jedna dostitka obsahuje az 10° komérok.
V kazdej komorke je iny fragment DNA a preto je mozné v jednom kroku ziskat velké
mnozstvo sekvencii [21]. Takto pripravena dostiCka sa umiestni do pristroja, ktory riadi pritok
dNTP, a po naviazani jednotlivych dusikatych baz dochéadza k emisii svetla rovnako, ako pri
klasickom pyrosekvenovani. Svetelné signaly s zaznamenavané pocitacom z kazdej jamky
zvlast a primarny signal je spracovany na sekvenciu DNA [22].

6.1.2 Illumina

Metoda Solexa/lllumina je zalozena na mostikovej PCR a sekvenacii syntézou. Je
vyuzitelna v genomike, transkriptomike i epigenomike, sluzi k sekvenacii velkého mnozstva
vzoriek sucasne.

Tato metdda je na rozdiel od 454 sekvenovania zalozend na sekvenovani syntézou
(sequencing by synthesis), ktord vyuziva fluorescencne znacené nukleotidy. Rovnako ako
v pripade 454 je prvym krokom tvorba kniznice. Molekuly DNA urcené k sekvenacii su
fragmentované pomocou nebulizéru, kde dochadza k fragmentacii tlakom. K fragmentom
DNA sa ligaciou pripoja presne zname adaptorové sekvencie a jednovlaknové fragmenty su
pomocou nich imobilizované. Za pouzitia Specialneho enzymu dochadza k ohybu fragmentov,
preto sa aplikovana PCR nazyva tiez mostikova (bridge PCR). Pomocou PCR dochadza
k vytvoreniu az 1000 identickych kopii kazdého fragmentu. Dochadza k tvorbe
dvojvlaknovych fragmentov, ktoré su nasledne denaturované. Fragmenty su potom
sekvenované za pouzitia fluorescencne znacenych nukleotidov. V kazdom sekvenacnom cykle
je pridavany jeden typ znacenych dNTP a po kazdom cykle dochadza k laserovému snimaniu
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pritomnosti fluorescenéného farbiva. Ziskané data su nasledne analyzované softwarom
zariadenia [23].

6.1.3 IonTorrent

Technologia Ton Torrent'™ pomocou polovodicového &ipu priamo preklada chemické
informécie (dusikaté bazy) na digitalne informacie (nuly a jednotky). Vysledkom je
jednoduchd, rychla a pomerne lacna technologia srozsahom vacsim, ako iné dostupné
metody.

Priprava kniznice pre sekvenovanie je zaloZzend na rovnakom principe ako pri 454
sekvenovani. K fragmentom DNA sa ligazou pripoja adaptorové sekvencie, ktoré su
v emulznej PCR namnozené na syntetickych guldckach. Samotné pripajanie dNTP potom
prebieha ako v metode firmy Illumina sekvenovanim syntézou. Pri pripojeni nového
nukleotidu do vlakna DNA pomocou polymerazy sa uvolnuje vodikovy kation. Pri tom sa
zmeni napitie, ktoré je zaznamenavané ¢ipom. V pripade inkorporacie dvoch rovnakych baz
je napitie dvojnasobné.

Ion Torrent technologia pouziva sekvenaciu syntézou. Podla templatového vlakna je za
pomoci DNA polymerazy syntetizovany komplementarny retazec. Zmes obsahuje vSetky
potrebné komponenty pre syntézu DNA okrem dNTP, tie sa pridavaja postupne. V pripade, ze
sa dANTP nepripoji, nedochadza k uvol'neniu H". Ked’ sa dNTP inkorporuje do dvojzavitnice
DNA, uvolni sa H". Ten spdsobi zmenu pH roztoku, ktord je zaznamenani senzorom.
Najmensi pH meter pre pevnu fazu pouzivany ako detektor zaznamena tito zmenu a premeni
chemicky signal na digitalny. Ziskané data st nasledne vyhodnocované softwarom zariadenia
do formy pouzitel'nej pre biologicku interpretaciu [24].

6.1.4 Nanopore

NajnovsSou z metdd sekvenovania novej generacie je metdda Nanopore vyvijana firmou
Oxford Nanopore Technologies. Pouziva jednomolekulovi technologiu, ktord umoziuje
Stidium interakcie nielen medzi DNA a proteinom, ale aj medzi dvoma proteinmi [25].

Tato technoldgia vyuziva zariadenia s vel'mi malymi otvory s umiestnenymi elektrodami.
Pri prechode retazca DNA kazdy zo 4 nukleotidov §pecifickym spdsobom ovplyviiyje prad
elektronov medzi elektrodami, aje tak mozné velmi rychlo urcit' poradie prechadzajucich
nukleotidov [26].

Tato technologia umoziuje identifikaciu nielen molekul DNA, ale aj RNA, proteinov
polymérov a makromolekul. Vyuziva sa nielen v akademickych vyskumoch, ale aj
v priemysle. Je mozné aplikovat’ ju pri monitoringu bezpecnosti potravin ¢i pri pochopeni
zdravotnych dosledkov. Uplatnenie ma ako v potravinarstve, tak v monitoringu zivotného
prostredia, ochrane zdravia aj v pol'nohospodarstve [25, 26].

6.2 Uverejinovanie sekvencnych dat

V dnesnej dobe sa vyzaduje, aby autori publikujuci sekvencné data tieto data volne
spristupnili odbornej verejnosti. V pripade DNA st data spristupnené v 3 vzajomne
previazanych primarnych databazach konzorcia International Nucleotide Sequence Database
Collaboration. Toto konzorcium spaja nasledujuce databazy:
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e GenBank — americka databaza genetickych sekvencii Narodného centra pre
biotechnologické informacie (dostupna z: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/)

e European Molecular Biology Laboratory Data Library (EMBL)- europska
databaza so sidlom vo Velkej Britanii (dostupna z: http://www.ebi.ac.uk/ena)

e aDNA DataBank of Japan (DDBJ) Narodného institutu genetiky v Japonsku
(dostupna z: http://www.ddbj.nig.ac.jp/) [27].

Tieto databazy si vzajomne vymienaju informacie a neustdle sa zalohuju. Kvoli
exponencidlnemu narastu sekvenénych dat je udrzba takychto databaz velmi naroc¢na. To
kladie vysoké naroky na software a hardware. Kvoli velkému objemu dat nemoézu byt
databazy moderované, o sposobuje nepresnosti a vyskyt i chybnych informécii, ktoré moze
odstranit’ iba autor informécie.

Priméarne databazy su pristupné prostrednictvom webovych rozhrani, ale cela databaza sa
da bezplatne ziskat’ a nainstalovat’ bezplatne v stave zodpovedajucom urc¢itému datumu. Tieto
databazy je mozné kazdé 2 mesiace aktualizovat’ [27].

Najvacsou nevyhodou tychto databaz je, ze musia byt nutne nemoderované. Preto
neexistuje ziadna zaruka, ze su tieto data kvalitné. Akékol'vek prava k sprave sekvencie ma
iba autor, preto nie je mozné chybné sekvencie odstranit’. S tymito datami je preto nevyhnutné
zaobchadzat’ opatrne, hlavne ak nie su podlozené ziadnou publikaciou [16].

V primarnych databazach mézeme najst rozne typy zdznamov. Najbeznej§imi su:

e Standardné origindlne nukleotidové sekvencie ziskané kvalitnym sekvenovanim
genomove] DNA alebo cDNA ziskanej reverznou transkripciou mRNA

e (iastotné sekvencie koncov (expressed sequence tags — EST) inak
necharakterizovanych cDNA s niz§ou kvalitou

e doposial nekompletované aneanotované surové sekvencie zo sekvenovania
genomov (high throughput genome sequencing — HTGS)

o referencné sekvencie kompletovanych aviacmenej anotovanych kompletnych
genomov

e sekvencie anotované inymi nez pévodnymi autormi.

Okrem primarnych existuju d’alSie desiatky verejnych databaz Specializovanej povahy.
Patria sem databazy odvodené od virov, regulacnych sekvencii, repetitivnych elementov a iné.

Okrem sekven¢nych databaz je mozné najst aj databazy biologickych dat nesekvencnej
povahy. Patria sem udaje o expresii génov, zostrihu mRNA alebo posttranslacnych upravach
proteinov [16].

Databazy mozeme rozdelit na moderované a nemoderované.

Do nemoderovanych databaz moze prispievat ktokol'vek. Jedinou podmienkou je
usporiadanie dat vo spravnom strojovo Citatelnom formate a data musia byt vhodného typu.
Spravca databazy do dat nezasahuje a nekontroluje ani kvalifikaciu a kompetenciu
prispievatelov. Spravca modze maximalne poskytnit prispievatelovi nastroje na kontrolu
beznych chyb (pritomnost’ kontaminujucich vektorovych sekvencii). Medzi takéto databazy
mozeme zaradit’ vSetky verejne dostupné zdroje dat.

Na rozdiel od predchadzajucich, moderované databazy prijimaju data podla kritérii
stanovenych spravcom. Podmienkou moéze byt napriklad predchadzajuce zverejnenie
experimentalnych vysledkov v recenzovanom casopise, alebo spravca vedie vlastné recenzné
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jednanie. Medzi takéto databazy patri napriklad databaza proteinovych sekvencii Swissprot
[16].

6.3 Orientacia v databazach

PohodInu orientaciu v databazach umoziuje systém jedinecnych identifikatorov, ktory je
jednotny pre databazy Velkej trojky.

Kazdy zaznam je po pridani do databazy oznaceny pristupovym kdédom (accession
number). Ten je zlozeny z premenlivého poctu pismen a Cisel a zostava nezmenené po celu
dobu existencie zdznamu. Umoziuje tak kedykol'vek zaznam vyhladat. S pristupovym
kédom ziska zaznam aj jedinecné Cislo GI (GenBank identifier). Medzi tymito ¢islami nie je
ziadny vztah. Priklad identifikacie datového zdznamu je uvedeny na obrazku 1.

Obrazok 1 Priklad identifikacie datového zaznamu

pnstup ovy Lu:a

|Ei510 GI| |tvp zama.mu| verria
=g [ |LI}3425 |EACEDGALE E.a.c111u5 circulans beta-D-galactosidase

(bgaB) gere, complete cds and umidentified orfs

Autor zaznamu moze svoj zaznam kedykol'vek dodatocne upravit'. V databaze tak mozeme
najst’ rézne verzie danej sekvencie. Prva verzia zaslana do databazy sa uvadza ako roz§irenie
pristupového kodu a je oddelena bodkou. Zmena verzie ma vplyv na zmenu GI a pristupového
kodu. Starsie verzie, aj ked’ v nich nie je mozné vyhladavat’ sa uchovavaju.

V GB moézeme ziskat informacie nielen o pristupovom kdde a pocte verzii. Ziskame aj
informéacie o taxonomickom zaradeni daného mikroorganizmu/sekvencie, o autorovu,
publikacii, v ktorej bola sekvencia publikovana a o pocte referencii [16].

6.4 Pouzivané formaty datovych suborov

Tak, ako existuji rozne druhy databaz, existuju rézne druhy formatov pre vkladanie
sekvencii do databazy, aj pre vystupy z databaz

Pre vkladanie suboru sekvencii ako je Cast’ populacie, fylogenetické §tadie alebo Studie
mutécii je mozné zvolit si aj iné formaty sekvencii. Subor individudlnych sekvencii je mozné
vkladat aj vo formate FASTA. Alternativami akceptovanymi softwarom Sequin su ale aj
formaty PHYLIP, MACAW a NEXUS Interleaved a Contiguous [28].

Pre vystupy z databaz sa pouzivaju formaty FASTA, GenBank, EMBL, PIG a iné. Kazda
databaza z velkej trojky ma svoj vlastny format, existuje ale aj program na prepis z jedného
formatu do iného. Ten je zdarma pristupny na stranke NCBI ako Sequence Format Converter
(http://genome.nci.nih.gov/tools/reformat.html).

Vo vSetkych sekvenciach sa pre znazornenie jednotlivych nukleotidov pouzivaju znaky
schvalené organizaciou IUPAC [29], ktoré su uvedené v tabul'ke 1.

Tabulka 1 IUPAC kédy pre neuplné sekvencie nukleovych kyselin

Symbol Preklad Symbol Preklad
A adenin S C alebo G
C cytozin W A alebo T/U

19


http://genome.nci.nih.gov/tools/reformat.html

G guanin B G, T alebo C

T thymin D G, Aalebo T

U uracil H A, C alebo T/U
Symbol Preklad Symbol Preklad

R A alebo G (purin) \% A, C alebo G

Y (El’)gﬁﬁ'(’i‘i’ngj N akakolvek baza

K G, T alebo U (keto) . medzera

M A alebo C (amino) - medzera

6.4.1 Plain format

Sekvencia ziskand pomoc sekvenovania je uvedena v tomto formate. Je to sled znakov
IUPAC, bez cCisel ainych popisov. Nie je teda mozné pomocou Plain formatu presnejSie
Specifikovat’ o aku sekvenciu sa jedna, ide iba o surové data. Takyto subor obsahuje iba jednu
sekvenciu, ostatné formaty umozuju viac sekvencii v jednom subore [29]. Priklad sekvencie
je v Plain formate je:

ACAAGATGCCATTGTCCCCCGGCCTCCTGCTGCTGCTGCTCTCCGGGGCCACGGCCACCGCTGCCCTGCC
CCTGGAGGGTGGCCCCACCGGCCGAGACAGCGAGCATATGCAGGAAGCGGCAGGAATAAGGAAAAGCAGC
CTCCTGACTTTCCTCGCTTGGTGGTTTGAGTGGACCTCCCAGGCCAGTGCCGGGCCCCTCATAGGAGAGG

6.4.2 FASTA format

Pre vkladanie sekvencii do databazy GenBank sa pouziva FASTA format. V podstate su to
surové data ziskané po sekvenacii DNA, ktoré obsahuju naviac riadok s popisom. Prvy riadok
FASTA forméatu za¢ina vzdy znakom ,,>“, za ktorym nasleduje nazov sekvencie (SeqID), jej
identifika¢ny kod a titulok [29]. Nazov sekvencie obsahuje maximalne 25 znakov bez medzier
a musi byt originalny pre kazdu nukleotidovt sekvenciu. V priebehu zadavania sekvencie do
databazy sa identifikacny kod sekvencie zameni za pristupovy kod (accession number).
Vtitulku moézeme uviest aj d'alSie dolezité informacie. Software Sequin pouzije tieto
informéacie k vytvoreniu zaznamu. Dolezité je, aby titulok tvoril jednoduchy jednoliaty text.
Niektoré informacie maju obmedzené hodnoty alebo ur¢ené formaty. Napriklad pre molekulu
je mozné pouzit iba oznacenie DNA alebo RNA [molekula = DNA]. Jednotlivé hodnoty
a formaty su uvedené v prirucke pre Software Sequin [28]. Samotna sekvencia moze byt na
rozdiel od prvého riadku rozdelend pomocou ENTER na jednotlivé riadky obsahujuce
maximalne 80 znakov. V sekvencii sa pouzivaju iba schvalené znaky IUPAC, v pripade
nejednoznacnosti sa pouziva znak N.

Existuju 3 typy sekvencii, ktoré mozu byt prezentované pomocou formatu FASTA. Su to
jednoduché suvislé sekvencie, segmentované sekvencie a sekvencie s medzerou. Jednoducha
sekvencia je v podstate sled nukleotidoy v poradi, ako bola ziskana po sekvenovani.
Jednoducha sekvencia vyzera takto:

>ABC-1 [ organism=Saccharomyces cerevisiae] [strain=ABC] [clone=1]

ATTGCGTTATGGAAATTCGAAACTGCCAAATACTATGTCACCATCATTGA
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Segmentovana sekvencia je nesuvisla sekvencia s definovanym poradim a orientaciou.
Moze to byt napriklad sekvencia obsahujuca medzi exoénmi aj sprevadzajuce introny, kde
sekvencie intrébnov neboli definované. Takto modze byt vjednom subore ulozenych viac
sekvencii, priCom informécie o organizme budu ulozené iba v prvom riadku. V uplne prvom
riadku pred prvou sekvenciou musi byt znak ,,[“, v riadku za poslednou sekvenciou musi byt
uvedeny znak ,.]“. Priklad segmentovanej sekvencie:

[

>m gagel segl [organism=Mansonia gagei] Mansonia gagei NADH dehydrogenase
ATGGAGCATACATATCAATATTCATGGATCATACCGTTTGTGCCACTTCCAATTCCTATTTTA

>m gagel seg2
TCAAAAAGATATTAAGAGGGGTTTAGCCTATTCTACAATGTCCCAACTGGGTTATATGATGTT
GGTATGGGGTCTTATCGAGCCGCTTTATTTCATTTGATTACTCATGCTTATTCGAAGGCATTG

>m _gagei seg3
TCAATAAAACTATGGGGTAAAGAAGAACAAAAAATAATTAACAGAAATTTTCGTTTATCTCCT

]

Ako novsia metdda pre zapis nesuvislej sekvencie sa pouziva sekvencia s medzerou. Ta
vyzaduje iba identifikatory pre jednotlivé sekvencie. Medzera je prezentovana riadkom, ktory
za&ina znakom ,>?“, za ktorym bezprostredne nasleduje dizka medzery, ak je znama, alebo
,unk100“ ak dizku nepozname. Znama sekvencia potom za¢ina v nasledujucom riadku. Tento
format sa pouziva svyhodou vtedy, ak pozname dizku medzery, ktori mézeme priamo
Specifikovat’.

>m gagel [organism=Mansonia gagei] Mansonia gagei NADH dehydrogenase
TTGGACTCCTACTTTTTCCGACGGCAACAAAAAATCTTCGTCGTATGTGGGCTCTTCCCAATA
GTTAAGTATAGTTATGATTTTTTCGGTCGATCTGTCCATTCAGCAAATAAATAAAAGTTCTAT
>2200

GGTATAATAACAGTATTATTAGGGGCTACTTTAGCTCTTGC

>?unk100
TATTACGAGTTTTGGCTACAAGAAGGCTTTTTCTTATCCTCATGAATCGGATAATACTATGCT
ATGCTTATATTGGCTCTATTTACTTTTTTTGTTGGAGCCATAGCAATTCCTTTTAATCAAGAA

6.4.3 GenBank

Sekvencia vo formate GenBank je zakladnym formatom pre databazu GenBank aj DDBIJ.
Subor moze na rozdiel od formatu Plain obsahovat viacero sekvencii. Kazda sekvencia vo
formate GenBank zacina slovom ,,LOCUS* a anotaénym riadkom, ktory obsahuje zékladné
informécie o sekvencii. V d’alSom riadku nasleduje definicia sekvencie, v nasledujucom
riadku je pristupovy kod (accession number). Samotnd sekvencia je zonaCena slovom
,,ORIGIN* a je ukoncend znakom ,,//*“. Jednotlivé znaky sekvencie su rozdelené do skupin po
10 a oddelené medzerou. Kazdy riadok obsahuje 60 znakov a pouzitymi znakmi si znaky
TUPAC [29]. Priklad takejto sekvencie je uvedeny nizsie:

LOCUS AB000263 368 bp mRNA linear PRI O5-FEB-1999
DEFINITION Homo sapiens mRNA for prepro cortistatin like peptide, complete
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cds.
ACCESSION AB000263
ORIGIN
1 acaagatgcc attgtccccc ggcctcctge tgectgetget ctecggggeec acggccaccg
61 ctgccctgecc cctggagggt ggccccaccg geccgagacag cgagcatatg caggaagegg
121 caggaataag gaaaagcagc ctcctgactt tcctegcttg gtggtttgag tggacctcce

181 aggccagtgc cgggcccctec ataggagagg aagctcggga ggtggccagg cggcaggaag
//

6.4.4 EMBL format

Zakladnym formatom databazy EMBL je format EMBL. Mdze tiez obsahovat’ viacero
sekvencii. Sekvencia zaCina znakom ,,ID“, za ktorym nasleduje anotacny riadok. V riadku
oznacenom ,,.DE® sa vyskytuju informécie charakterizujuce sekvenciu. Zaciatok sekvencie je
oznaceny znakom , SQ“, a sekvencia je rovnako ako u formatu GenBank ukoncena znakom
/. Rovnako ako u GenBank su znaky sekvencie rozdelené do skupin po 10 a oddelené
medzerou. Kazdy riadok obsahuje zhodne 60 znakov [29]. Sekvencia vo formate EMBL je
znazornena nizsie:

ID AB000263 standard; RNA; PRI; 368 BP.

XX

AC  AB000263;

XX

DE Homo sapiens mRNA for prepro cortistatin like peptide, complete cds.

XX
SQ Sequence 368 BP;

acaagatgcc attgtcccece ggecctcecctge tgetgectget cteceggggeec acggeccacceg 60
ctgccctgee cctggagggt ggccccaccg geccgagacag cgagcatatg caggaagcgg 120
caggaataag gaaaagcagc ctcctgactt tcctcecgettg gtggtttgag tggacctccce 180

//

6.4.5 PHYLIP

Mnoho programov pouziva format PHYLIP ako vystup pre zoradené sekvencie jedného
organizmu. V prvom riadku formatu je uvedeny pocet sekvencii aich dizka. Nasledujice
riadky obsahuju identifikacné udaje sekvencii, ktoré si nasledované samotnou sekvenciou
[28]. Priklad formatu PHYLIP je uvedeny nizSie:

5 100
A-0V-1-A TCACTCTTTG GCAACGACCC GTCGTCATAA TAAAGATAGA GGGGCAACTA
A-0V-2-A TCACTCTTTG GCAAC---GC GTCGTCACAA TAAAGATAGA GGGGCAACTA

AAGGAAGCTC TATTAGATAC AGGAGCAGAT GATACAGTAT TAGAAGAAAT
AAGGAAGCTC TATTAGATAC AGGAGCAGAT GATACAGTAT TAGAAGAAAT

6.4.6 NEXUS

Mnoho programov ako vystup pouziva okrem formatu PHYLIP aj formaty NEXUS. Tie st
dva — NEXUS Interleaved a NEXUS Contiguous. V oboch pripadoch sa pre chybajuce znaky
pouziva znak .7, pre medzeru sa pouziva oznacenie ,,-“. Prvych par riadkov suboru obsahuje
charakteristiku sekvencie, d’alSie riadky obsahuju identifikator sekvencie spolu so samotnou
sekvenciou. Oba formaty s si vel'mi podobné, lisia sa iba v malickostiach [28]. Priklady
oboch su uvedené nizsie.

Priklad formatu NEXUS Interleaved:
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#NEXUS

begin data;
dimensions ntax=5 nchar=100;
format datatype=dna missing=? gap=- interleave;
matrix

A-0V-1-A TCACTCTTTG GCAACGACCC GTCGTCATAA TAAAGATAGA GGGGCAACTA
A-0V-2-A TCACTCTTTG GCAAC---GC GTCGTCACAA TAAAGATAGA GGGGCAACTA

A-0V-1-A AAGGAAGCTC TATTAGATAC AGGAGCAGAT GATACAGTAT TAGAAGAAAT
A-0V-2-A AAGGAAGCTC TATTAGATAC AGGAGCAGAT GATACAGTAT TAGAAGAAAT

Priklad formatu NEXUS Contiguous:

#NEXUS

BEGIN DATA;

DIMENSIONS NTAX=5 NCHAR=100;

FORMAT MISSING=? GAP=- DATATYPE=DNA ;
MATRIX

A-0V-1-A
TCACTCTTTGGCAACGACCCGTCGTCATAATAAAGATAGAGGGGCAACTAAAGGAAGCTCTA
TTAGATACAGGAGCAGATGATACAGTATTAGAAGAAAT

A-0V-2-A
TCACTCTTTGGCAAC---GCGTCGTCACAATAAAGATAGAGGGGCAACTAAAGGAAGCTCTA
TTAGATACAGGAGCAGATGATACAGTATTAGAAGAAAT

6.5 Spracovanie sekven¢nych dat

Spracovanie sekvenénych dat umoziuje posudit’ podobné sekvencie, prehl'adat’ databazy
podl'a podobnosti so znamou sekvenciou i1 vyhl'adavanie Citacich rdmcov a cielovych miest
pre restrikéné enzymy. Vyuziva sa tiez pri navrhu primérov a §tadiu pribuzenskych vztahov.
Vdaka mnohym sposobom vyuzitia ma Siroké uplatnenie a pouziva sa ¢im dalej tym
Castejsie.

6.5.1 Posudzovanie podobnosti sekvencii

Posudzovanie viacerych sekvencii a zistenie miery ich vzijomnej podobnosti je
v praktickej bioinformatike zakladnym procesom.

O podobnosti ma zmysel uvazovat' iba v pripade, ak porovnavame znaky, zastupujice
fyzické objekty. V pripade sekvencie nukleotidov, alebo aminokyselin je tato poziadavka
splnena. Jednotlivé nukleotidy alebo aminokyseliny su reprezentované urCitym znakom
(napriklad ozna¢enim IUPAC). To nam umoziluyje nielen kvalitativne zistit podobnost’, ale ju
ak kvantitativne zmerat’, ak prijmeme urcité predpoklady napriklad o vzajomnych vztahoch
medzi jednotlivymi aminokyselinami [16].

Zakladnou ulohou je teda porovnanie dvoch alebo viac sekvencii, ktoré nie su uplne
identické, ale su si velmi blizke (napriklad homologické sekvencie vzniknuté nedavnou
evoluc¢nou divergenciou). Od tohto postupu je potom mozné postupovat’ k sekvenciam, ktoré
sa liSia vyraznejsie.

Modelovy postup na stanovenie podobnosti vyzaduje v prvom kroku prilozenie sekvencie
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po celej dizke tak, aby identické pozicie lezali pod sebou. Tento krok sa nazyva priradenie
(alignment). V druhom kroku vypocitame celkovi hodnotu (score) podobnosti tak, ze sCitame
hodnoty podobnosti jednotlivych pozicii priradenia podla vopred stanovenych kritérii.
V pripade nukleovych kyselin, ktory patri k jednoduchsim, identickej dvojici priradime
hodnotu 1 a neidentickym poziciam hodnotu 0.

K takémuto posudzovaniu v dnesnej dobe existuje velké mnozstvo algoritmov, ktoré
v roznych programoch pouzivaju rozne modifikacie tohto postupu [16].

V pripade rozne dlhych, alebo vyrazne odlisnych sekvencii je samotné priradenie zlozitym
procesom. Aj napriek dostupnym programom ale nie je mozné vSetky rozhodnutia pri analyze
zverit programu. To sa tyka napriklad prace so sekvenciami, ktoré obsahuju oblasti
vzdorujuce priradeniu (vyrazné odlisnosti v sekvencii). Je len na nés, ¢i sa rozhodneme
o priradenie po celej dizke aj s pripadnymi medzerami — globalne priradenie, alebo nam
vyhovuje priradenie jednoznacnych usekov, a tam kde sa sekvencie rozchadzaju, priradenie
ukonc¢ime — lokalne priradenie.

Dobrou pomockou pre ur€enie typu priradenia je bodovy diagram — dotplot. Ten vyjadruje
podobnost dvoch sekvencii vytvorenim matice. V suradnici X sa nachadza jedna,
a v suradnici Y druhé sekvencia, a v pripade nalezu znakov zhodnych v oboch sekvenciach
ich oznac¢ime bodkou. Tak pokracujeme pre celé okno. Na konci si odfiltrujeme vsetky bodky,
ktoré nie su sucast'ou diagonaly s dopredu uréenou minimalnou hodnotou znakov [16].

Podobnost” sekvencii vidime v diagrame ako diagonalu preruSent v miestach nezhodnosti
znakov. Takto pripravent diagonalu nasledne rozSirujeme po 1 zvySku a v kazdom kroku
vypocitame hodnotu podobnosti. Pokracujeme dovtedy, kym hodnota podobnosti bud’ rastie,
alebo klesa o menej nez dopredu stanoveny rozdiel.

Prikladom programu, ktory pouziva tento postup je program BLAST2 dostupny online
zadarmo na strankach NCBI: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Na vyber su rozne
moznosti: priradovanie nukleotidov, aminokyselin, alebo priradovanie na zaklade
prelozeného nukleotidového dotazu. Stranka umoziuje i1 d’alSie Specializované vyhl'adavanie
uzsie Specifikované pre konkrétne pouzitie.

6.5.2 Prehladavanie databaz podl’a podobnosti so znamou sekvenciou

Na posudzovani podobnosti jednotlivych sekvencii je zalozené aj prehladavanie databaz.
Vtom pripade mame nejakii znamu sekvenciu, a snazime sa najst napriklad sekvencie
najpodobnejsie tej nase;j.

Vtomto pripade mame 2 moznosti vyhladavania. Je mozné vyuzit presny, alebo
heuristicky algoritmus [16].

Presny algoritmus prehl'adava celu databazu vycCerpavajiicim spdsobom aj v pripade, Ze je
jasna vyrazna odli§nost’ prehl'adavanej sekvencie od tej nasej. Nevyhodou tohto vyhl'adavania
je nutnost’ zostrojit’ priradenie pre uplne vSetky sekvencie v databaze. Z toho plynie vyrazna
pomalost vzhl'adom k objemu databaz a kvalitné softwarové i hardwarové vybavenie. Aj
napriek tejto naroc¢nosti ale existuji pouzivané programy vyuzivajuce presné algoritmy. Patri
sem napriklad SSEARCH, ktory je ureny k prehl'adavaniu proteinovych i nukleotidovych
databaz.

Na rozdiel od presného je heuristicky algoritmus menej narocny na technické vybavenie.

24


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Prehladavanie je ovela rychlejSie a CastejSie vyuzivané inaprieck moznym malym
nepresnostiam. Vyhoda spociva hlavne v tom, ze heuristicky program vyluci sekvencie,
v ktorych je minimalna pravdepodobnost’ dosiahnut’ vysoké hodnoty podobnosti. Vynechava
zlozity krok konStrukcie a optimalizacie lokalnych priradeni pre sekvencie, s nizkou
pravdepodobnostou podobnosti a mdze sa venovat sekvenciam s vysokou podobnostou.
Nevyhodou heuristického algoritmu je pritomnost faloSne negativnych, ale aj falosne
pozitivnych vysledkov z dovodu nie tplne presného prehl'adavania [16].

6.5.3 VyhPadavanie otvorenych ¢itacich raimcov

OREF Finder je graficky analyticky nastroj, ktory vyhl'adava vsetky otvorené Citacie ramce
sekvencie s dopredu zadanou minimalnou velkostou. Mozné je pouzit ako sekvencie
zverejnené v databaze, tak aj vlastné sekvencie. VSetky otvorené C(itacie ramce su
identifikované za pouzitia Standardu, alebo alternativnych genetickych kodov. Ziskané
sekvencie mozu byt ulozené v roznych formatoch a mozu tak podliehat d’alSe; analyze
napriklad pomocou programu BLAST [30].

6.5.4 VyhPladavanie cie’ovych miest pre restriktazy

K analyze restrikéného profilu urcitej sekvencie DNA in silico je mozné pouzit nastroj
NEBcutter® [31].

Tento nastroj v sekvencii DNA vyhl'ada neprekryvajuci sa otvoreny Citaci ramec s vyuzitim
genetického kodu E. coli. V databaze ma prednastavené rozpoznavacie sekvencie restrikénych
enzymov IL triedy a Casto pouziva i enzymy III. triedy.

Program umoziuje v nami zadanej sekvencii alebo sekvencii ziskanej z databazy vyhladat
miesta, v ktorych enzym nasu sekvenciu Stiepi. Nastroj ukazuje, v ktorych miestach je mozné
dant sekvenciu Stiepit audéava, ktorymi enzymami je to mozné. Okrem definovanych
enzymov je mozné definovat vlastné enzymy. NEBcutter® umoziiuje Specifické
vyhl'adavanie cielovych miest enzymov, ktoré Stiepia sekvenciu len v jednom, alebo
v definovanom pocte miest.

Nastroj dokaze taktiez vysledky transformovat’ do formy agarozovej gélovej elektroforézy
Stiepnych produktov a tak predbezne ukazat’ vysledky restrikénej analyzy [31].

6.5.5 Navrh primérov pre dany organizmus

Vyber vhodnych primérov je pravdepodobne najdolezitejsi faktor ovplyviujuct PCR.
K amplifikacii iba cielovych molekul je nevyhnutné zostrojit’ priméry Specifické vyhradne
pre cielové molekuly. Nastroj Primer-BLAST bol vyvinuty ako pomdcka pre pouzivatelov,
ktora sluzi k vyrobe primérov Specifickych pre potreby konkrétneho uzivatel'a [32].

Proces pripravy promérov vyuziva dva kroky. Najskor je to program Primer3 k navrhu
primérov pre PCR a potom program BLAST a globalny algoritmus k overeniu potencialnych
cielov. Program overi Specifitu primérov iba pre urcité cielové molekuly DNA, pocet
a poziciu rovnakych baz, orientaciu primérov, dokonca dizku produktov PCR [32].

Spojenie oboch programov ulah¢uje dizajn cielovo §pecifickych primérov a umoziiuje
overenie ich Specifity vjednom kroku. Tento program je volne pristupny na stranke
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/.
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6.5.6 Mnohopocetné priradenie

Mnohopocetné priradenie sluzi k potvrdeniu vztahu medzi sekvenciami a k Studiu
pribuzenskych vztahov. Casto sa pouziva pre porovnanie proteinovych sekvencii za u&elom
vyhladania konzervativnych domén a evolu¢nych analyz. Ma vsak aj iné uplatnenie. Je to
napriklad priradenie sekvencii DNA, ktoré sluzi k stanoveniu dlh§ich fragmentov
z primarnych sekvenénych dat. Je mozné stanovit dokonca celé gendmové sekvencie.
Mnohopocetné priradenie mozeme pouzit aj pri predpovedani Struktury génov, ktorych
transkript podlieha zostrihu [16].

K samotnému priradeniu mézeme pouzit bud’ sekvencie vo formate FASTA, vhodnejsie je
ale pouzitie prisnejSie definovanych formatov, ktoré dokéaze program pohodlnejsie spracovat’.
Medzi jednoduché patri format CLUSTAL. Lisi sa iba definovanou dizkou nazvov sekvencii
a odstupom riadkov a hlavickou. K uprave zformatu FASTA do CLUSTAL alebo inych
vhodnych formatov dnes existuju nastroje na konverziu.

Podmienkou k automatizacii mnohopocetného priradenia je tvorba vhodného algoritmu.
Z dovodu velkej naro¢nosti na technické vybavenie nie je mozné, aby algoritmy mali inu, ako
heuristicka povahu. Jednym z takychto heuristickych programov je napriklad program Clustal
W, ktory je verejne dostupny na stranke http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/.

Postup pre zostavenie mnohopocetného priradenia pomocou CLUSTAL vyzaduje v prvom
kroku porovnanie vSetkych moznych dvojic vlozenych sekvencii. Zostroji maticu
normalizovanych hodnét vzdialenosti a pre vlastné stanovenie tychto hodnot vyuziva 2 rozne
metody. Prva — score, je menej presna, ale rychla, druha je vyrazne pomalsia, ale aj presnejSia.
Tento krok je zo vSetkych najpomalsi. Na zéklade matice podobnosti prebehne zhlukova
analyza a dochéadza k tvorbe dendrogramu, ktory zhlukuje sekvencie podl'a miery podobnosti
od najblizsich, az po najvzdialenejSie. Nakoniec program zostroji parové globalne priradenia
sekvencii, ktoré si v dendrograme bezprostredne vedla seba. V dalSich krokoch potom
prirad’uje d’alSie sekvencie podl'a poradia v dendrograme [16].

Vzhladom k tomu, ze CLUSTAL umoziiuje iba globalne priradenie, je vhodny len pre
pracu so sekvenciami, ktoré sa daju priradit po celej dizke. Pre tie ale CLUSTAL dokaze
pomerne rychlo a jednoducho poskytnut’ déveryhodny vysledok [16].

6.5.7 Stadium pribuzenskych vzt'ahov biologickych sekvencii

Analyzu Struktiry a funkcie génu aplikujeme hlavne na sekvencie genomove; DNA, kde
analyza funkcie génu vypoveda o funk¢nosti jednotlivych tsekov gendmu. Dolezita je hlavne
pre overenie spravnosti ziskanych dat, pretoze ¢im kvalitnejS§ie mame data, tym presnejsie su
vysledky. Takto analyzovana DNA ma nasledne uplatnenie aj pri §tadiu pribuzenskych
vztahov [16].

Stadium pribuzenskych vztahov je v taxondmii velmi délezitou oblastou. Umoziiuje nam
klasifikovat’ vztahy medzi jednotlivymi sekvenciami, ur¢it' zmeny pocas evolucie alebo najst
spolo¢ného predka.

Tvorba fylogenetickych stromov zo sekvencii DNA vyzaduje, aby sledované sekvencie
boli homoldgne Specidlnym spdsobom. Vyzaduje sa, aby boli ortologne. Takéto gény sa
vyskytuja v sekvencii iba raz, auvSetkych skiumanych organizmov vykonavaju ti ista
funkciu. To byva problém u niektorych organizmov, u ktorych sa takéto oblasti v priebehu
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vyvoja duplikovali. K analyze sa v takomto pripade daju pouzit operacné taxonomické
jednotky (operational taxonomic units — OTU).

Cielom analyzy je zostrojenie genealogického stromu, alebo dendrogramu. Je to graf,
ktory spaja OTU pomocou vetiev a uzlov, ktoré reprezentuju pravdepodobnych spolo¢nych
predkov. Dizka vetiev odraza evolugnu vzdialenost’ uzlov. Je to podet mutacii, ktory oddeluje
2 uzly [16].

Umiestnenie spolo¢ného predpokladaného predka vSetkych OTU (koreia stromu) moze
byt prakticky dost naro¢né. JednoduchSie je pracovat s datami zapisanymi pomocou
Standardnej sady znakov v tzv. newickovskom formate. Pracu s tymto formatom umoziiuje
vacsina fylogenetickych programov.

Najjednoduchsou metddou zostrojenia dendrogramu z matice vzdialenosti podla algoritmu
UPGMA. V prvom kroku zostrojime maticu vzdialenosti porovnanim vsetkych dvojic
sekvencii. V matici uréime najniz§iu hodnotu — dvojicu, ktora si je najblizSia. Tieto dve
sekvencie spojime pomocou dvoch vetiev auzla — predpokladaného spolocného predka.
V matici nahradime dvojicu riadkov a stipcov prepojeného paru iba jednym riadkom
a stipcom. Hodnoty vypotitame ako aritmeticky priemer oboch hodnét. Tak ziskame maticu
o 1 riadok a stipec mensiu a postup opakujeme, az kym nespojime vietky OTU [16].
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7 CIEL PRACE

Cielom diplomovej prace bolo:

1) previest analyzu komplexnych vzoriek pokazenych syrov a ich nalevov s vyuzitim
metody DGGE

2) ako kontrolu pouzit’ neinfikované syry a nalevy a z nich vykultivované bakterialne
bunky

3) pripravit amplikony pre ich sekvenaciu

4) otestovat metodu PCR v realnom case s vysokorozliSovacou analyzou kriviek
topenia amplikonov
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8 MATERIAL

8.1 Bakterialne bunky izolované zo syrov

K izol4cii DNA boli pouzité sedimenty buniek z infikovanych syrov a nalevov izolovanych
firmou MILCOM. Tie boli nésledne pouzité¢ ako referencné kmene pre DGGE. DNA
izolovana z kontrolnych syrov a nalevov a z kontaminovanych syrov a nalevov bola ziskana
od Ing. Tomasa Mohelského [33] z FCH, VUT v Brne.

Informacie o sedimentoch su uvedené v tabul'ke 2 a informacie o ziskanej DNA v tabul'ke

3.
Tabul’ka 2 Charakteristika vzoriek bakterialnych kultar
¢. oznacenie kultiara
M1 A9 Bacillus sp.
M2 Al2 Bacillus licheniformis
M3 A25 Bacillus sp.
M4 N7 Kocuria varians
M5 N8 Micrococcus luteus
M6 N11 Staphylococcus epidermidis
M7 N26 Serratia marcescens
M8 N 34 Klebsiella oxytoca
M9 N35 Acinetobacter baumanii/calcoaceticus
M 10 N 48 Staphylococcus warneri
M1l 5T Clostridium tyrobutyricum
M 12 11T Pseudomonas sp.
M 13 2FB Enterobacter cloacae ssp. cloacae
M 14 CCDM 182 Lactobacillus plantarum
M 15 CCDM 208 Leuconostoc mesenteroides ssp mesenteroides
M 16 922 (16z) Enterococcus faecium
M 17 14CHF Escherichia coli
M 18 10697-RCM-4P Clostridium tyrobutyricum
M 19 10769-1 Bacillus sp.
M 20 10772-1 Bacillus sp.
M21 MSA 17 Staphylococcus saprophyticus ssp. saprophyticus
M 22 MYP10C Bacillus cereus
M 23 RCM17R Aeromonas sp.
M 24 CCDM 154 Lactobacillus fermentum
M 25 $31 Lactococcus lac'tis §sp. lac'tis, SSp. c'remoris, SSp.
lactis biovar diacetylactis
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Tabul’ka 3 Charakteristika vzoriek DNA zo syrov a nalevov

¢. oznacenie DNA koncentracia [ng/pl] | A260/280
KL 1 nalev 1 74 1,28
KL 2 nalev 2 kontrola 132 1,25
KL 3 nalev 3 84 1,28
L1 nalev 1 122 1,54
L2 nalev 2 138 1,62
L3 nalev 3 : . 196 1,68
infikované
L4 nalev 4 194 1,72
L5 nalev 5 125 1,55
L6 nalev 6 120 1,57
KS 1 syr 1 128 1,32
KS2 syr 2 kontrola 119 1,12
KS 3 syr 3 144 1,29
S1 syr 1 126 1,02
S2 syr 2 148 1,12
S3 syr 3 infikovanc 140 1,07
S4 syr 4 150 1,16
S5 syr 5 117 1,15
S6 Syr 6 100 1,12

8.2 Kontrolné bakterialne kultiry a DNA

Kontrolna DNA bola izolovana z bakterialnych buniek Lactobacillus gasseri K7 ziskaného
zo zbierky mikroorganizmov, Chair of Dairy Science, Biotechnical Faculty, University of
Ljubljana, Slovinsko. Lyofilizovand zmesna laktobacilova kultira M25, pouzivand ako
Startérova kultura bola ziskana od firmy Milcom.

8.3 Magnetické Castice

Magnetické nosi¢e Fkol 135 ox P(GMA) boli pripravené Ing. D. Horakom, CSc. Z Ustavu
makromolekularnej chémie Akadémie vied CR v Prahe.

Charakteristika magnetickych Castic, typ polyméru, obsah Fe v jadre, priemer jadra a index
polydisperzity (pomer hmotnosti a poctu €astic o priemernej velkosti — PDI) [34] su uvedené
v tabul'ke 4.

Tabulka 4 Charakteristika magnetickych ¢astic

Zastice olvmér Fe -COOH priemer Castice PDI
pow [%hm]  [mMg] umn]
Fkol P(GMA) 11,00 2,61 1,16 1,04
135 ox
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8.4 Pomocky a pristroje

e Analytické vahy Kern ew (Novot, SK)

e Centrifiga MINI Spin Plus 14 500 min "', 14 000x g (Eppendorf, Nemecko)

e Digitalny fotoaparat Canon PowerShot A470 (Canon inc., USA)

e Eco™ Real-Time PCR System (Illumina, California, USA)

o Elektroforeticka vana Owl B3 Mini Gel Electrophoresis System (Thermo Scientific
Owl Separation Systems, USA)

e Elektronické pipety pre rozne objemy (Eppendorf, Nemecko)

e INGENYphorU-2 zostava pre DGGE analyzu (Ingeny, Holandsko)

e Laboratorne vahy B0430 (Ohaus, USA)

e Magneticky separator Dynal (Oslo, Norsko)

e Mikrovlnna rara EMW 5 020 (SENCOR, CR)

e Minicycler PTC-100 (MJ Research, Watertown, USA)

e NanoDrop 2 000, UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA)

e Termostat — Mini incubator (Labnet, USA)

e UltraLum EB-20E UV transilluminator (Paramount, USA)

e Zdroj elektrického pradu Enduro Power Supplies (Labnet, USA)

8.5 Chemikalie a roztoky
Chemikalie a roztoky boli pripravené podla publikacie doc. Spanovej a doc. Ritticha [35].

8.5.1 Pouzité chemikalie

e 10xkonc. LA PCR reakény pufor kompletny (Top-Bio, Praha, CR)
e Agaroza pre elektroforézu (Serva, Heidelberg, SRN)

e Akrylamid (Serva, Heidelberg, SRN)

e Bisakrylamid (BIO-RAD, Richmond, USA)

e Destilovana voda (FCH VUT, Brno, CR)

e DNA standard Malamité (Malamité, Moravské Prusy, CR)
e Dodecylsulfat sodny (SDS) (Sigma, St. Louis, USA)

e Etanol, 96 % (Penta, Chrudim, CR)

e Etidiumbromid 50 ng/ml (Sigma, St. Louis, USA)

e Fenol (Sigma, St. Louis, USA)

e Formamid (Sigma, St. Louis, USA)

e Chlorid sodny (Sigma, St. Louis, USA)

e Chloroform (Lachema, Brno, CR)

e Izoamylalkohol (Lachema, Brno, CR)

e Kyselina etyléndiamintetraoctova (EDTA) (Sigma, St. Louis, USA)
e LA DNA polymeraza, 5 U/ul (Top-Bio, Praha, CR)

e Lyzozym p. a. (Reanal, Budapest, Mad'arsko)

e Tadova kyselina octova (Penta, Chrudim, CR)

e Mocovina(Sigma, St. Louis, USA)

e NaEDTA (Sigma, St. Louis, USA)

e Nanagaci pufor Yellow load (Top-Bio, Praha, CR)
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8.5.2

8.5.3
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Octan sodny (Lachema, Brno, CR)

PCR voda (Top-Bio, Praha, CR)

Peroxosiran amonny (Sigma, St. Louis, USA)

Polyetylénglykol (PEG) 6 000, (Sigma, St. Louis, USA)
Proteinaza K (Sigma, St. Louis, USA)

RNaza 10 mg/ml (Top-Bio, Praha, CR)

Sachardza (Sigma, St. Louis, USA)

Taq DNA polymeréza 1.1, 1 U/ul (Top-Bio, Praha, CR)

Tekuté MRS médium (de Man, Rogosa a Sharpe), (Oxford, Vel'ka Britania)
Tetrametyletyléndiamin — TEMED (Amresco, Ohio, USA)

Tris (trishydroxymetylaminometéan) (Serva, Heidelberg, Nemecko)
Tris-HCI (Penta, Chrudim, CR)

Zmes ANTP, 10 mM (Top-Bio, Praha, CR)

Média pre kultivaciu mikroorganizmov

Tekuté MRS médium
Pevné MRS médium

Zasobné roztoky pre lyzu buniek

Destilovana voda

Kyselina etyléndiamintetraoctova, 0,5 M, pH 8,0

186,1 g EDTA bolo rozpustenych v 800 ml destilovanej vody za sucasného
zahrievania na 68 °C. pH bolo upravené na 8,0. Roztok bol doplneny na objem 1 1
destilovanou vodou a sterilizovany v autoklave (121°C/20 min).

Tris-HCIL, 1 M, pH 7,8

12,1 g Tris-bazy bol rozpustenych v 70 ml destilovanej vody. pH bolo upravené na
7,8. Roztok bol doplneny destilovanou vodou na 100 ml a sterilizovany v autoklave
(121°C/20 min).

Modifikovany roztok A (15 mM EDTA)

Sterilne bol zmiesany 1 ml 1 M Tris-HCI (pH 7,8) s 3 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
a 96 ml destilovanej vody.

Lyzacény roztok B

K roztoku A bol pridany lyzozym s vyslednou koncentraciou 10 mg/ml.
Dodecylsulfat sodny, 20%

20 g SDS bolo rozpustenych v 80 ml sterilnej destilovanej vody. pH bolo upravené
na 7,8 a roztok bol doplneny destilovanou vodou do 100 ml.

Proteindza K p. a. (100 pg/ml)

1 mg proteinazy K bol rozpusteny v 10 ml destilovanej vody, rozdeleny do
alikvotnych Casti a uchovavany pri teplote —20°C.

RNéza A (100 pg/ml)

RNéza bez DNaz z bovinného pankreasu, v koncentracii 10 mg/ml, ~ 900 U/ml
rozpustena v 10 mM Tris (pH 7,8), 15 mM NaCl.



8.5.4 Roztoky pre izolaciu DNA pomocou fenolovej extrakcie

8.5.5

8.5.6

Fenol

Destilovany fenol nasyteny v TE pufre, pH 7,8.

ClZ

Zmes chloroformu a izoamylalkoholu v pomere 24:1.

Octan sodny, 3 M (pH 5,2)

V 800 ml destilovanej vody bolo rozpustenych 408,1 g octanu sodného. Kyselinou
octovou bolo upravené pH na hodnotu 5,2. Roztok bol doplneny destilovanou
vodou do 1 000 ml, rozdeleny do alikvotnych podielov a sterilizovany v autoklave
(121 °C, 20 minut).

Etanol, 96 %

Tris-EDTA pufor (TE pufor), pH 7,8

Roztok bol pripraveny sterilne zo zasobnych roztokov 1 M Tris-HCI (pH 7,8)
a0,5M EDTA (pH 8,0). Bol zmieSany 1 ml Tris-HCl (pH 7.,8), 200 ul EDTA
(pH 8,0) a 98 ml sterilnej destilovanej vody.

Roztoky pre precistenie DNA pomocou magnetickych castic

Polyetylénglykol 6 000, 40%

40 g PEG 6000 bolo rozpustenych v 60 ml sterilnej destilovanej vody. Roztok bol
doplneny  destilovanou vodou na 100ml asterilizovany v autoklave
(121°C/20 min).

Chlorid sodny, 5 M

58,4 ¢ NaCl bolo rozpustenych v 150 ml destilovanej vody. Roztok bol doplneny
destilovanou vodou na 200 ml a sterilizovany v autoklave (121°C/20 min).

Etanol, 70%

Bol pripraveny riedenim z 96 % etanolu.

Tris-EDTA pufor (TE pufor), pH 7,8

Roztok bol pripraveny sterilne zo zasobnych roztokov 1 M Tris-HCI (pH 7,8)
a0,5M EDTA (pH 8,0). Bol zmieSany 1 ml Tris-HCl (pH 7.,8), 200 ul EDTA
(pH 8,0) a 98 ml sterilnej destilovanej vody.

Komponenty pre PCR

PCR voda

LA pufor kompletny

zlozenie: 500 mM Tris-HCI, pH 9,3 (pri 25 °C), 150 mM (NH4)2SO4, 1% Tween
20, 22,5 mM MgCl,

2x gPCR SYTO-9 pufor

zlozenie: 150 mM Tris-HCI, pH 8,8 (25°C), 40 mM (NH4)2SO4, 5 mM MgCly,
400 uM dATP, 400 uM dCTP, 400 uM dGTP, 400 uM dTTP, Taq DNA polymeraza
(50 U/ml), monoklonalna protilatka anti-Taq, SYTO-9, stabilizatory a aditiva

Zmes dNTP, 10 mM

LA DNA polymeraza, 5 U/ul

Priméry: F 357, F 357 GC, R 518 [36], UPF, UPR [37]
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8.5.7 Roztoky pre gélovu elektroforézu DNA

8.5.8
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Agaro6za pre elektroforézu

5% Tris-borat-EDTA pufor (TBE pufor)

54 g Tris-bazy a 27,5 g kyseliny boritej bolo rozpustenych v 600 ml destilovanej
vody. Nasledne bolo pridanych 20ml 0,5M EDTA (pH 8,0) a doplnené
destilovanou vodou do 11. Nariedenie roztoku pred pouzitim 10x na vyslednt
koncentraciu 0,5<TBE.

Roztok etidiumbromidu

100 wl roztoku etidiumbromidu (50 ng/ml) bolo zriedenych 500 ml destilovanej
vody.

DNA §tandard Malamité

100 bp rebri¢ek obsahujuci DNA fragmenty o velkosti 100, 200, 300, 400, 500,
600, 700, 800, 900, 1 000 a 1 200 bp.

NanasSaci pufor Yellow load

6x koncentrovany, roztok s vysokou hustotou a s obsahom farbiva Oranz G.

Roztoky pre DGGE (8% polyakrylamidovy gél)

50x Tris-acetat-EDTA (TAE) pufor

Zmes 242 g 2 M Tris-bazy, 136 g octanu sodného (trihydratu) a 18,5 g Na,EDTA
bola doplnena destilovanou vodou do 1 1[33].

0,5% TAE pufor

10 ml 50x TAE bolo doplnenych do 1 1 destilovanej vody.

20% peroxosiran amonny (APS)

200 mg peroxosiranu amonneho bolo rozpustenych v 1 ml destilovanej vody.
Roztok pripravit tesne pred pouzitim. Roztok bol uchovavany pri -20 °C.

40% akrylamid/bisakrylamid (37,5:1)

19 g akrylamidu a 1 g bisakrylamidu bolo rozpustenych v 30 ml destilovanej vody.
Roztok bol doplneny do50 ml destilovanej vody. Roztok bol uchovavany v tme pri
4°C.

0% denaturant

7,5 ml 40% akrylamidu/bisakrylamidu a 500 ul 50x TAE pufru bolo doplnenych do
50 ml destilovanej vody. Roztok bol uchovavany v tme pri 4 °C.

100% denaturant

21 g mocoviny, 20 ml formamidu, 7,5 ml 40% akrylamidu/bisakrylamidu a 500 ul
50x TAE pufru bolo doplnenych do 50 ml destilovanej vody. Mocovinu je nutné
pred pouzitim rozpustit’ pri 37 °C. Roztok bol uchovavany v tme pri 4 °C.

Nanasaci pufor — 5x Bromfenolova modra

0,25 g bromfenolove] modrej, 40 g sacharozy, 5 ml 20% SDS a2 ml 0,5 M EDTA
boli doplnené do 100 ml destilovanej vody. Pufor bol uchovavany v chladnicke.



9 METODY

Postup prace bol prevzaty zo skript doc. Spanovej a doc. Ritticha [35], s &iastoénymi

Gpravami podla Ing. Stepanky Trachtovej, Ph.D.

9.1 Izolacia DNA

9.1.1 Priprava hrubého lyzatu buniek z lyofilizovanej startérovej kultary

bol navazeny 1 g lyofilizovanej laktobacilovej kultary

kultura bola rozpustena v 4 ml sterilnej vody a suspenzia bola centrifugovana pri
10 000 ot./3 min

supernatant bol odliaty, sediment bol resuspendovany v 1 ml sterilnej vody
a suspenzia bola centrifugovana pri 10 000 ot./3 min

supernatant bol odliaty, sediment bol resuspendovany v 1 ml modifikovaného
roztoku A a suspenzia bola centrifugovana pri 10 000 ot./3 min

supernatant bol odliaty, k sedimentu bolo pridanych 500 ul modifikovaného
lyzaéného roztoku B (lyzozym 10 mg/ml), zmes bola resuspendovana a inkubovana
pri laboratornej teplote 1 hodinu

po inkubacii bolo ku vzorku pridanych 75 ul 20% SDS a 10 ul proteinazy K
(100 pg/ml)

vzorky boli inkubované v termostate pri teplote 55 °C do druhého dia

po inkubacii bolo ku vzorku pridanych 10 ul RNazy (100 pg/ml) a vzorky boli
inkubované pri 37 °C/30 min.

9.1.2 Priprava hrubého lyzitu buniek z kontrolnych kmenov

1 ml kultary v tekutom zivnom médiu bol scentrifugovany pri 15 000 ot./3 min
supernatant bol odliaty a k sedimentu bol pridany 1 ml roztoku A

zmes bola resuspendovana a centrifugovana pri 15 000 ot./3 min

supernatant bol odliaty, k sedimentu bol pridany 1 ml lyza¢ného roztoku B, zmes
bola resuspendovana a inkubovana pri laboratornej teplote 1 hodinu

po inkubacii bolo ku vzorku pridanych 50 ul 20% SDS a5 ul proteindzy K
(100 pg/ml)

vzorky boli inkubované v termostate pri teplote 55 °C do druhého dia

9.1.3 Izolacia DNA z hrubého lyzatu buniek fenolovou extrakciou

k 500 pl hrubého lyzatu bolo pridanych 500 pl fenolu

zmes bola kyvavym pohybom premieSavana 4 minuty a centrifugovana pri
15 000 ot/3 min

nasledne bola odobrana horna vodna faza do cCistej eppendorfky

k vodnej faze bolo pridanych 700 ul CIZ azmes bola kyvavym pohybom
premieSavana 4 minaty

zmes bola centrifugovana pri 15 000 ot/3 min

vodna faza bola odobrana do Cistej eppendortky

ku vzorke bola pridana 1/20 objemu 3 M octanu sodného a zmes bola premieSana
ku vzorke bolo pridanych 800 ul vymrazeného 96% etanolu azmes bola
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premieSana

e DNA bola vyzrazana 15 min pri =20 C

e zmes bola centrifugovana pri 15 000 ot/3 min v chladenej centrifuge

e supernatant bol zliaty a skimavky so sedimentom boli ponechané v horizontalne;j
polohe a susené pri laboratdrnej teplote do vyparenia etanolu

e DNA bola rozpustena do 50 ul TE pufru cez noc

9.2 Kontrola intaktnosti izolovanej DNA

e bol pripraveny 0,8% agarozovy gél (0,8 g agarozy, 100 ml 0,5 TBE pufru), ktory
nasledne tuhol 30 minut

e bolo zmiesanych 10 ul DNA s 2 ul nanaSacieho pufru a zmes bola nanesena na g¢l

e vanicka s gélom bola prevrstvena 0,5% TBE pufrom a bol zapnuty zdroj napitia
(80 V/1 hodinu)

e po skonceni elektroforézy bol gél ponechany v etidiumbromide (0,5 ug/ml) po
dobu 30 minut

e gél bol oplachnuty v destilovanej vode, umiestneny na transiluminator
a vyfotografovany

9.3 Stanovenie koncentracie a Cistoty izolovanej DNA

Koncentracia a Cistota izolovanej DNA bola stanovena spektrofotometricky za vyuzitia
NanoDropu 2000. Objem nanasanych vzoriek bol 2 ul. Ako referencna vzorka bol pouzity TE
pufor. Absorbancia bola merana v rozmedzi vinovych dizok 230 az 320 nm. Koncentracia
DNA bola stanovena z hodnoty absorbancie pri 260 nm.

9.4 PCR s primérmis GC svorkou pre DGGE

Zmes PCR komponent (Master-mix) pre PCR bola pripravena podla tabul'ky 5 [33].
Tabul’ka 5 ZloZenie zmesi komponent pre PCR s primérmi s GC svorkou (50 ul)

¢. komponent objem [ul]
1. voda pre PCR 24,6

2. LA pufor kompletny 5

3. zmes ANTP (10 mM) 4

4. primér F357 GC (10 pmol/ul) 2

5. primér R518 (10 pmol/pl) 2

6. DMSO enhancer 2

7. MgCl, (25 mM) 8

8. LA polymeraza Top Bio (5U/ul) 0,4

9. DNA matrica(100 ng/pl) 2

Po pridani kazdej zlozky bola zmes dobre premieSana. Vysledny objem zmesi pre PCR bol
50 ul. Rovnakym sposobom bola pripravena zmes pre PCR s primérmi bez GC svorky.
Sekvencie pouzitych primérov su uvedené v tabul'ke 6 [36].
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Tabul’ka 6 Priméry pre PCR

vel’kost’
primér sekvencia 5'-3' produktu PCR
(bp)
F357 CCTACGGGAGGCAGCAG
193

R 518 ATTACCGCGGCTGCTGG

CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCG
F 357 GC GGGGCACGGGGGGCCTACGGGAGGCA
GCAG 233

R 518 ATTACCGCGGCTGCTGG

Ako DNA matrica bola pouzita purifikovana DNA zriedena na koncentraciu 100 ng/pl. Pre
amplifikaciu bola pouzitd LA polymeraza. U negativnej kontroly bolo namiesto matrice DNA
pridané ekvivalentné mnozstvo vody. U pozitivne] kontroly bola ako matrica DNA pouzita
DNA zo zbierkového kmena prislusného rodu nariedena na 100 ng/ul. PCR zmes bola
nasledne vlozena do cykléru a bol spusteny prislu§ny program [33] uvedeny v tabulke 7.

Tabul’ka 7 Programy pre PCR s primérmi s GC svorkou

krok cyklu teplota /Cas
1. denaturacia DNA pred prvym cyklom 95°C/5 min
2. Denaturacia 95°C/60 s
3. pripojenie primérov 50°C/45 s
4. syntéza DNA 72°C/60 s

dosyntetizovanie retazca v poslednom
5. kroku 72°C/10 min
pocet cyklov 30

9.4.1 Optimalizacia PCR s primérmi s GC svorkou

Z dévodu velkého mnozstva nespecifickych bendov bola optimalizovana reakéna zmes pre
PCR s primérmi s GC svorkou. VPCR s primérmi s GC svorkou bolo testované rdzne
mnozstvo Mg®* iénov, mnozstvo dNTP, primérov a DNA polymerazy. Zlozenie jednotlivych
zmesi pre PCR je uvedené v tabulke 16 a 17. Tabul'ky su z dovodu prehl'adnosti umiestnené
pri vysledkoch. Za optimalne bolo zvolené zlozenie zmesi pre PCR s primérmi s GC svorkou
uvedené v tabul'ke 5.

9.5 DGGE produktov PCR s primérmi s GC svorkou

9.5.1 Priprava aparatiry

Aparatura bola zostavena podl'a navodu k pristroju [38] s upravami podl'a [33].

9.5.1.1 Priprava tlmivého systému

e bolo skontrolované uzavretie vypustného ventilu
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e nadrz pristroja bola po znac¢ku naplnena pufrom (17 litrov)

e systém bol zapojeny do elektriny a bolo zapnuté napajanie

e stlacenim SET a pomocou Sipok bola nastavena teplota 60°C
e nadrz bola uzatvorena, aby sa predislo vyparovaniu

9.5.1.2 Montaz elektroforetickej kazety

e kazeta bola umiestnend na vodorovnu plochu

e pozitivna koncovka (Cervena) bola napravo, negativna (Cierna) bola nal'avo

e nylonové skrutky boli mierne zatiahnuté

e do kazety bol umiestneny U-akrylovy nastavec pre rovhomerné rozlozenie tlaku na
sklo

9.5.1.3 Priprava elektroforetickych skiel pre nalievanie gélu

e obe sklenena dosky a U-nastavec boli ocistené 96% etanolom

e U-nastavec bol umiestneny na sklenenu dosku stenSim zarezom anan bolo
polozené sklo s hrubSim zarezom tak, aby v oblasti zarezu bola strana U-nastavca
so Sir§Sim madlom

e zostava skiel s U-nastavcom bola vlozena do elektroforetickej kazety

e medzi skl4 bol zavedeny hrebienok

o vSetky skrutky boli utiahnuté a kazeta bola pripravena na naliatie gélu

9.5.2 Priprava gradientového gélu
Bol pripraveny gradientovy gél v rozsahu 40 — 60 % (1)
e do dvoch skiimaviek (high concentration — HC alow concentration — LC) bola
pripravena zmes denaturantov podl'a tabulky 8.
Tabul’ka 8 Priprava gradientového gélu 40-60%

denaturant [ml]

T dient

oznacenie gradien 0% 100%
LC 40% 20 13
HC 60% 13 20

e do kazdej skimavky bolo pridanych 180 ul 20% APS a 6 ul TEMED
e do zmesného separatoru s oznacenim HC bol naliaty roztok HC

e zmesny ventil bol pooto¢eny k odvzdusneniu a bol zase uzatvoreny

e do druhej Casti separatoru bol naliaty roztok LC

e nasledne bol otvoreny ventil a spustena pumpa

e do aparatury bol hadickou privedeny gél

e g¢él tuhol 1 hodinu.

9.5.3 Priprava zaostrovacieho gélu

Po zatuhnuti gradientového gélu bol pripraveny zaostrovaci gél. Bolo zmieSanych 10 ml
0% denaturantu, 150 pl 20% APS a 7ul TEMED. Roztok bol napipetovany na gradientovy gél
a tuhol 10 minut.
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9.5.4 Priebeh DGGE analyzy

e pred nanesenim vzoriek boli komodrky gélu vyplachnuté TAE pufrom pre
odstranenie vyzrazanej mocoviny

e na gél bola nanasana zmes 10 ul produktu PCR a 2 pl nanésacieho pufru

e pre prechod vzoriek zaostrovacim gélom bol spusteny zdroj na 100 V po dobu
10 min

e nasledne prebiehala DGGE 22 hodin pri 60 V.

9.5.5 Vizualizacia a vyrezavanie bendov

e g¢él bol umiestneny do roztoku etidiumbromidu a bol farbeny 1 hodinu
e g¢él bol preneseny na transiluminator a vyfotogratovany
e oznacené bendy boli vyrezané a eluované v 50 ul TE pufru

9.6 Insilico analyza

Pomocou bioinformatickej analyzy boli ziskané sekvencie DNA, ktoré odpovedali
produktom PCR jednotlivych primérov. K ziskaniu sekvencii boli pouzité databaza GenBank,
programy NEBcutter® a BLAST.

V prvom kroku boli v databaze GenBank vyhladané 16S rDNA sekvencie bakteridlnej
DNA jednotlivych bakteridlnych druhov (M1 — M25).

e na stranke http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ bola do vyhladavacieho pola
oblasti Nucleotide vlozeny nazov bakterialneho druhu

e bola vyhl'adana zodpovedajuca sekvencia pre 16S rDNA

Pomocou programu NEBcutter® boli v druhom kroku vyhladané oblasti vymedzené
primérmi [36, 37].

e sekvencia pre 16S rDNA, alebo GI ¢islo bolo vlozené do prislu§ného pola na
stranke http://nc2.neb.com/NEBcutter2/

e vSetky nastavenia okrem nastavenia pouzitych enzymov zostali nezmenené

e vnastaveni pouzitych enzymov bolo pole ,,NEB enzymes“ nahradené ,Only
defined oligonucleotide sequences*

e boli definované pouzité oligonukleotidy (F a R sekvencie primérov)

e zadanie bolo potvrdené aboli vyhladané miesta, kde je sekvencia vymedzena
primérmi

e bola vybrana sekvencia, pozostavajuca iba z oblasti vymedzene] primérmi

Tieto sekvencie boli analyzované v programe BLAST abolo zistené, ¢i su jednotlivé
sekvencie Specifické iba pre konkrétny druh, alebo pre r6zne druhy.

e kanalyze bol pouzity program Nucleotide BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastS
earch&LINK_LOC=blasthome)

e do vyhladavacieho pol'a bola vlozena sekvencia ohranicena primérmi

e pri nezmenenych nastaveniach bolo potvrdené vyhl'adavanie

e vysledky boli porovnané
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9.7 Reamplifikacia produktov PCR-DGGE

Zmes PCR komponentov pre PCR bola pripravena podl'a tabulky 5 [33].

Po pridani kazdej zlozky bola zmes dobre premieSana. Vysledny objem zmesi pre PCR bol
25 ul. Sekvencie pouzitych primérov F 357 a R 518 bez CG svorky su uvedené v tabul'ke 6
[36].

Ako DNA matrica boli pouzité amplikony vyrezané z gélu. Pre amplifikaciu bola pouzita
LA polymeraza. U negativne] kontroly bolo namiesto matrice DNA pridané ekvivalentné
mnozstvo vody. U pozitivnej kontroly bola ako matrica pouzitd DNA zo zbierkového kmena
Lactobacillus gasseri K7 nariedena na 100 ng/ul. PCR zmes bola nésledne vlozena do cykléru
a bol spusteny prislusny program [33] uvedeny v tabulke 9. ZloZenie jednotlivych zmesi pre
PCR je uvedené v tabulkach 20, 21 a 22. Tabulky st z dovodu prehladnosti umiestnené pri
vysledkoch.

Tabul’ka 9 ZlozZenie zmesi pre reamplifikaciu produktov PCR-DGGE (25 pl)

¢. komponent objem [pl]
1. voda pre PCR 13,4

2. LA pufor kompletny 2,5

3. zmes dANTP (10 mM) 0,5

4. primér F357 (10 pmol/ul) 0,5

5. primér R518 (10 pmol/pl) 0,5

6. DMSO enhancer 1

7. MgCl, (25 mM) 6

8.| LA polymeraza Top Bio (5U/ul) 0,1

0. DNA matrica (100 ng/ul) 0,5

9.7.1 Optimalizacia reamplifikacie s primérmi bez GC svorky

Z dovodu tvorby nespecifickych produktov PCR hlavne po amplifikacii DNA izolovane;j
zo syrov bola optimalizovand PCR s primérmi bez GC svorky. V PCR bolo testované rdzne
mnozstvo dNTP, primérov, DNA polymerazy, Mg** i6nov a mnozstvo pridanej templatovej
DNA. Na viac bolo testované mnozstvo cyklov pre amplifikaciu.

Za optimalne bolo zvolené zlozenie zmesi pre PCR s primérmi bez GC svorky uvedené
v tabul'ke 9.

9.7.2 Stanovenie citlivosti PCR

K stanoveniu citlivosti bola pouzita DNA produktov PCR bez GC svorky o koncentracii
100 ng — 100 fg pripravena desiatkovym riedenim DNA z Cistej bakterialnej kultary rodu
Lactobacillus gasseri K7.

9.8 Precistenie amplikonov pomocou magnetickych castic
e kpreCisteniu DNA bol pouzity magneticky nosi¢ Fkol 135 ox (tabulka 4)
o koncentracii 2 mg/ml v prostredi 16% polyetylén glykolu (PEG) a 2 M NaCl
e zmes pripravena podla tabulky 10 bola inkubovand 15 mintt pri laboratorne;
teplote
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Tabulka 10 ZloZenie zmesi na precistenie amplikonov pomocou magnetického nosi¢a

¢. komponent objem [pl]
1. PCR voda 57
2. 5 M Na(Cl 100
3 amplikon 18
4 40% PEG 6 000 100
5 F kol 135 ox (2 mg/ml) 25

Castice s naviazanou DNA boli odseparované pomocou magnetického separatoru
pri laboratornej teplote po dobu 5 minut

supernatant bol odpipetovany a magnet bol odstraneny z magnetického pasu
skumavka s magnetickym nosi¢om a naviazanou DNA bola premyta 300 pl 70 %
etanolu

Castice s naviazanou DNA boli odseparované pomocou magnetického separatoru
pri laboratornej teplote po dobu 1 minuty

supernatant bol odpipetovany a skamavky boli ponechané v horizontalnej polohe
a suSené pri laboratornej teplote do vyprchania etanolu

DNA bola eluovana do 50 ul TE pufru s pH 7,8 pri laboratornej teplote 1 hodinu
Castice boli odseparované pomocou magnetického separatoru pri laboratornej
teplote po dobu 2 minut

pomocou nanospektrofotometra bola zmerana koncentracia DNA

9.9 Agaro6zova gélova elektroforéza produktov PCR

Pre vSetky produkty PCR boli pripravené gély podl'a nasledujuceho postupu:

bol pripraveny 1,8% agarozovy gél (1,8 g agarozy, 100 ml 0,5 TBE pufru), ktory
nasledne tuhol 30 minut

zmes 5 pl produktu PCR, 10 pl vody a 2 pl 6% koncentrovaného nanéaSacieho pufru
bola nanesena na gél

vanicka s gélom bola prevrstvena 0,5x TBE pufrom a bol zapnuty zdroj napéitia
(80 V/1,5 hodiny)

po skonceni elektroforézy bol gél ponechany v roztoku etidiumbromidu (0,5 pl/ml)
po dobu 30 minut

gél bol oplachnuty v destilovanej vode, umiestneny na transiluminator
a vyfotografovany

9.10 VysokorozliSovacia analyza kriviek topenia amplikénov
Zmes PCR komponent pre PCR bola pripravena podl'a tabul'ky 11 [39].

Tabul’ka 11 ZlozZenie zmesi pre PCR pre HRMA (10 pl)

¢. komponent objem [pl]
1. voda pre PCR 3,7

2. 2x qPCR SYTO-9 MasterMix 5

3. primér F (10 pmol/ul) 0,4
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¢. komponent objem [ul]
4. primér R (10 pmol/ul) 0,4
5. DNA matrica (100 ng/ul) 0,5

Po pridani kazdej zlozky bola zmes dobre premieSana. Vysledny objem zmesi pre PCR bol
10 ul. Pre HRMA analyzu produktov PCR-DGGE boli pouzité priméry pre PCR s GC
svorkou — F357GC a R518 [36].

Ako DNA matrica bola pouzita purifikovana DNA alebo amplikonyv koncentracii 150-
200 ng/ul. Pre amplifikaciu bola pouzita LA polymeraza. U negativnej kontroly bolo namiesto
matrice DNA pridané ekvivalentné mnozstvo vody. U pozitivnej kontroly bola ako matrica
DNA pouzita DNA Lactobacillus gasseri K7 nariedend na 100 ng/ul. PCR zmes bola
nasledne vlozena do cykléru a bol spusteny prislu§ny program uvedeny v tabulke 12.

Tabul’ka 12 Programy pre PCR s primérmi s GC svorkou

krok cyklu teplota /Cas
1. denaturacia DNA pred prvym cyklom 95°C/5 min
2. denaturacia 95°C/30 s
3. pripojenie primérov 50°C/30 s
4. syntéza DNA 72°C/30 s
5. dosyntetizovanie retazca v poslednom 729C/5 min

kroku
pocet cyklov 30

HRMA analyza prebehla nasledne i s primérmi UPF a UPR [37]. Sekvencie pouzitych
primérov st uvedené v tabulke 13.
Tabul’ka 13 Priméry pre PCR s HRMA analyzou

vel’kost’
primér sekvencia 5'-3' produktu PCR
(bp)
UPF TCCTAC GGGAGG CAGCAGT 460

UPR  GGA CTA CCA GGG TAT CTAATC CTGTT

Ako DNA matrica v tomto pripade bola pouzita DNA izolovana zo syrov, nalevov

i sedimentov od firmy Milcom v koncentracii 10 ng/pl. Pre amplifikéciu bola pouzita LA
polymeraza. U negativnej kontroly bolo namiesto matrice DNA pridané ekvivalentné
mnozstvo vody. U pozitivnej kontroly bola ako matrica DNA pouzitd DNA zo zbierkového
kmena prislusného rodu nariedena na 10 ng/ul. PCR zmes bola nasledne vlozena do cykléru
a bol spusteny prislusny program uvedeny v tabul’ke 14 [37].
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Tabul’ka 14 Programy pre PCR s primérmi UPF a UPR [37]

krok cyklu teplota /Cas
1. denaturacia DNA pred prvym cyklom 95°C/5 min
2. denaturacia 95°C/10 s
3. pripojenie primérov 50°C/30 s
4. syntéza DNA 72°C/10 s
5 dosyntetizovanie retazca v poslednom 729C/5 min

kroku
pocet cyklov 45

Analyza kriviek topenia prebehla po ukonceni PCR. Vyhodnotena bola pomocou softvéru
zariadeniaEco™ Real-Time PCR System.

HRM analyza prebiehala rozmedzi 55-95 °C s krokom 0,1 °C. pri kazdom kroku bola
teplota udrzovana po dobu 15 s.

9.11 Sekven¢na analyza

Reak¢na zmes odoslana k sekvenovaniu bola pripravena podl'a nasledujuceho postupu:
e 25 ul produktu PCR bolo doplnenych do 300 ul TE pufru
e bolo pridanych 15 pl octanu sodného a 750 ul 96% vymrazeného etanolu
e DNA sazrézala 15 minut pri —20 °C a centrifugovana 10 minut pri 15000 otackach
e Etanol bol odliaty a vysuseny v exikatore
e DNA bola rozpustena v TE pufri cez noc
e bola zmerana koncentracia DNA
e v 200 pl skimavkach bola pripravena zmes k sekvenacii
e do skumavky bolo napipetovanych 5 ul DNA (25 — 45 ng/ul)
e takto pripravené skumavky boli spolu s primérmi UPF a UPR [37] zaslané na
sekvenaciu do firmy SEQme.
Ziskané sekvencie boli pomocou programu BLAST priradené k sekvenciam v databaze
GenBank, a bolo zistené, pre ktoré mikroorganizmy su tieto sekvencie Specifické.
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10 VYSLEDKY

10.1 Izolacia DNA z bakterialnych buniek

Z pokazenych syrov aich nalevov boli izolované bakterialne kmene (tabul'ka 2). Bunky
boli kultivované vo firme Milcom a centrifugované. Zo sedimentov buniek boli pripravené
hrubé lyzaty podl'a postupu v kapitole 9.1.

10.2 Kontrola pritomnosti izolovanej DNA

Z 500 pl hrubych lyzatov buniek bola pomocou fenolovej extrakcie izolovana DNA (podla
postupu 9.1.3). DNA bola riedend na 100 ng/ul. DNA bola nanesena na 0,8% agar6zovy gél
podl'a postupu v kapitole 9.2 a bola sledovana intaktnost DNA. Vysledky kontroly intaktnosti
st pre neriedent DNA uvedené na obrazku 2 a pre DNA riedenu na 100 ng/ul na obrazku 3.

Obrazok 2 Kontrola intaktnosti neriedenej DNA izolovanej z bakterialnyh buniek
1 2 3 4 5 6 7 8 910 1112 13 1415 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

DNA ‘q'\;u.)u;\n Uuu&z u Wvuﬂ\»du”.:

plazmidova
DNA

RNA .

beh DNA mnozstvo DNA | intaktnost DNA | pritomnost’ RNA
1 M1 +++ + +
2 M2 ++ + +
3 M3 ++ + +
4 M4 ++ + +
5 M35 +++ + —
6 M6 +++ + —
7 M7 +++ + ++
8 M 8 +++ + ++
9 M9 +++ + +++
10 M 10 +++ + —
11 M1l +++ + ++
12 M 12 ++ + -
13 M 13 +++ + ++
14 M 14 + — +++
15 M 15 +++ + +++
16 M 16 +++ + +++
17 M 17 +++ + ++
18 M 18 + + ++
19 M 19 ++ + ++

44



beh DNA mnozstvo DNA | intaktnost DNA | pritomnost’ RNA
20 M 20 ++ + ++

21 M 21 ++ + +

22 M 22 +++ + —

23 M 23 +++ + —

24 M 24 + — ++

25 M 25 ++++ — +++

+, ++, +++ r0zna intenzita

nebolo detegované

Obrazok 3 Kontrola intaktnosti DNA izolovanej z bakterialnych buniek riedenej na 100 ng/ul

plazmidova
DNA

RNA

12 345 67 89.:10:1112:13°14:1516° 17:18:1920:21 2223 24 25

)

beh DNA mnozstvo DNA | intaktnost’ DNA | pritomnost’ RNA
1 M1 ++ + -
2 M2 ++ + +
3 M3 ++ + —
4 M4 ++ + +
5 M5 ++ + —
6 M6 ++ + —
7 M7 ++ + +
8 M 8 ++ + —
9 M9 ++ + ++
10 M 10 ++ + -
11 M1l ++ + +
12 M 12 ++ + +
13 M 13 ++ + +
14 M 14 + — ++
15 M 15 ++ + ++
16 M 16 ++ + ++
17 M 17 ++ + +
18 M 18 + + +
19 M 19 ++ + ++
20 M 20 ++ + ++
21 M 21 ++ + —
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beh DNA mnozstvo DNA | intaktnost’ DNA | pritomnost’ RNA
22 M 22 ++ + —
23 M 23 ++ +
24 M 24 + — +
25 M 25 + + +
+, ++, +++ r0zna intenzita

- nebolo detegované

v' Agarozova gélova elektroforéza preukazala intaknost’ vSetkych vzoriek s vynimkou
DNA MI14 (Lactobacillus plantarum) a M24 (Lactobacillus fermentum) boli na

géle degradované.

10.3 Stanovenie koncentracie a Cistoty DNA

Koncentracia

a Cistota

DNA

izolovanej

fenolovou

extrakciou

bola

overena

spektrofotometricky pomocou NanoDropu 2000. Vysledky spektrofotometrického stanovenia

koncentracie a Cistoty neriedenej DNA a DNA nariedenej na 100 ng/ul st uvedené v tabul'ke

15.
Tabul’ka 15 Koncentracia a Cistota riedenej a neriedenej DNA bakterialnych kultir
& DNA koncentracia A260/280 koncentracia A260/280
[ng/p] [ng/p]
M1 Bacillus sp. 452 1,86 109 1,88
M2 Bacillus licheniformis 235 1,85 97 1,93
M3 Bacillus sp. 205 1,84 100 1,93
M4 Kocuria varians 135 1,84 99 1,92
M5 Micrococcus luteus 207 1,71 110 1,78
M 6 | Staphylococcus epidermidis 342 1,70 112 1,75
M7 Serratia marcescens 1305 1,83 112 1,88
M8 Klebsiella oxytoca 1094 1,90 111 1,95
M9 Acinetobacter 1212 1,92 117 1,97
baumanii/calcoaceticus
M 10 | Staphylococcus warnereii 216 1,79 110 1,86
M 11 | Clostridium tyrobutyricum 656 1,93 99 2,03
M 12 Pseudomonas sp. 217 1,82 100 1,92
M 13 Enterobacter cloacae ssp. 975 1.85 110 1.94
cloacae
M 14 Lactobacillus plantarum 2112 2,01 100 2,09
M 15 Leuconostoc mesen'teroides 494 1.92 118 2.00
ssp mesenteroides
M 16 | (16z) Enterococcus faecium 3619 2,04 114 2,09
M 17 Escherichia coli 2312 1,91 107 2,00
M 18 | Clostridium tyrobutyricum 1043 1,91 99 1,98
M 19 Bacillus sp. 328 1,79 96 1,84
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koncentracia koncentracia

¢. DNA A260/280 A260/280
[ng/p] [ng/p]
M 20 Bacillus sp. 253 1,84 109 1,89
M21 Staphylococcus sapr'ophyticus 733 1.65 95 1.68
ssp. saprophyticus
M 22 Bacillus cereus 274 1,66 108 1,68
M 23 Aeromonas sp. 219 1,68 103 1,72
M 24 Lactobacillus fermentum 548 1,78 103 1,80
Lactococcus lactis ssp. lactis,
M 25 SSp. cremoris, ssp. lactis 2338 2,04 93 2,06

biovar diacetylactis

v" Koncentracia neriedenej DNA sa pohybovala vrozmedzi 135 — 3619 ng/ul.
Koncentracie nariedenej DNA sa pohybovali v rozmedzi 93 — 118 ng/ul. Pomer
A260/A280 bol v rozmedzi 1,65-2,09.

10.4 PCR s primérmi s GC svorkou pre DGGE

PCR bola pripravena podla postupov v kapitole 9.4. Pre PCR s primérmi s GC svorkou
(priméry F 357 GC a R518) bola pouzita DNA bakterialnych kultar (M1 — M25) a DNA syrov
(KS1 — KS3, S1 — S6) analevov (KL1 — KL3, L1 — L6) zriedena na 100 ng/ul. Vysledky
agarozove] gélovej elektroforézy produktov PCR st uvedené na obrazku 4 ana obrazku 5.
Okrem Specifickych produktov PCR (233 bp) boli detegované aj nespecifické produkty PCR.

Obrazok 4 Agarozova gélova elektroforéza produktov PCR s primérmi s GC svorkou

vzoriek DNA bakterialnych buniek
12345678 9101112 1314151617 1819 2021 2223 242526 272829

1000 bp
500 bp
Specificky produkt
233 bp
diméry primérov
beh DNA mnozstvo DNA
1 negativna kontrola -
2 pozitivna kontrola +++
3 DNA standard 100 bp
4 M1 +++
5 M2 4+
6 M3 +++
7 M4 +++
8 M5 +++
9 M6 +++
10 M7 +++
11 M8 +++
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beh DNA mnozstvo DNA

12 M9 +++
13 M 10 +++
14 M1 +++
15 M 12 +++
16 M 13 +++
17 M 14 +++
18 M 15 +++
19 DNA standard 100 bp

20 M 16 +++
21 M 17 +++
22 M 18 +++
23 M 19 +++
24 M 20 +++
25 M 21 +++
26 M 22 +++
27 M 23 +++
28 M 24 ++
29 M 25 +++

+, ++, +++ produkty PCR o r6znej intenzite

- produkty PCR neboli detegované

Obrazok 5 Agarozova gélova elektroforéza produktov PCR s primérmi s GC svorkou vzoriek
DNA syrov a nalevov

1 23456 7 8 910111213 141516 17 18 19 20 2122

1000 bp
500 bp
$pecificky produkt
233 bp
diméry primérov
beh DNA mnozstvo DNA
1 negativna kontrola -
2 pozitivna kontrola +++
3 DNA standard 100 bp
4 KL 1 +++
5 KL 2 +++
6 KL 3 +++
7 L1 +++
8 L2 +++

48



beh DNA mnozstvo DNA
9 L3 +++
10 L4 +++
11 | ) +++
12 L6 +++
13 KS1 +++
14 KS 2 +++
15 KS 3 +++
16 S1 +++
17 S2 +++
18 DNA standard 100 bp
19 S3 +++
20 S4 +++
21 S5 +++
22 S6 +++
+, ++, +++ produkty PCR o roznej intenzite

- produkty PCR neboli detegované

v DNA ziskana zo syrov, nalevov aj z kultur bola amplifikovatelna v PCR. Produkty
PCR boli v intenzite dostatocnej pre d’alSiu pracu. Okrem Specifickych produktov
PCR (233 bp) boli detegované i1 neSpecifické produkty.

10.4.1 Optimalizacia PCR s primérmi s GC svorkou

Z dovodu velkého mnozstva neSpecifickych amplikonov v DGGE bola optimalizovana
reakéné zmes pre PCR s primérmi s GC svorkou. V tejto PCR bolo testované rdzne mnozstvo
Mg** i6nov, mnozstvo dNTP, primérov a DNA polymerazy. K testovaniu bola pouZita DNA
M16 a M17.

V zmesiach A bolo optimalizované mnozstvo primérov, v zmesiach B mnozstvo DNA
polymerazy a v zmesiach C mnozstvo dNTP. Zlozenie jednotlivych zmesi je uvedené
v tabul'ke 16 a 17. Vysledky gélovej elektroforézy su uvedené na obrazku 6 a 7.

Tabul’ka 16 Optimalizacia mnozstva primérov, dNTP a DNA polymerazy

¢. Komponent objem [ul]

A1|A2|A3| B1 | B2 | B3 |[C1|C2|C3
1. voda pre PCR 25 126 |27 | 252 | 254 | 25,6 |26 |25 |24
2. LA pufor kompletny 51515 5 5 5 S|5]5
3. zmes ANTP (10 mM) 31313 3 3 3 2 1314
4. primér F357 (10 pmol/ul) 2 [1,5]1 2 2 2 2122
5. primér R518 (10 pmol/pl) 2 [15] 1 2 2 2 2 12| 2
6. DMSO enhancer 212 |2 2 2 2 2 122
7. MgCl, (25 mM) 8 | 8 | 8 8 8 8 8 | 8 |8
8. | LA polymeraza Top Bio (5 U/ul) 1 1 1 108106 |04 |1 |11
9. DNA matrica(100 ng/pl) 2 1212 2 2 2 2 12 |2
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Obrazok 6 Agarozova gélova elektroforéza optimalizovanych zmesi A, B a C
1234 567

8§ 91011121314151617 18 19 2021 2223 24 25 2627 2829 3031 32 33 343536 37

1000 bp - |
$pectficky produkt
233 bp ‘ . eoede| oo
oo m;?g:g A3 B2 B3
beh | zn. DNA detekcia produktov PCR prltomn;ig(;llfliﬁf‘c’lkayCh

1 negativna kontrola - -
2 Al pozitivna kontrola +++ -
3 M 16 +++ ++
4 M 17 +++ ++
5 DNA standard 100 bp

6 negativna kontrola - -
7 pozitivna kontrola +++ -
8 A2 M 16 +++ ++
9 M 17 +++ ++
10 negativna kontrola - -
11 pozitivna kontrola +++ -
12 A3 M 16 +++ ++
13 M 17 +++ ++
14 negativna kontrola - -
15 B1 pozitivna kontrola +++ -
16 M 16 +++ +
17 M 17 +++ ++
18 negativna kontrola - -
19 B2 pozitivna kontrola +++ -
20 M 16 +++ -
21 M 17 +++ ++
22 negativna kontrola - -
23 B3 pozitivna kontrola +++ -
24 M 16 +++ -
25 M 17 +++ +
26 negativna kontrola - -
27 c1 pozitivna kontrola +++ -
28 M 16 +++ ++
29 M 17 +++ ++
30 negativna kontrola - -
31 2 pozitivna kontrola +++ -
32 M 16 +++ ++
33 M 17 +++ ++
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beh | zn. DNA detekcia produktov PCR pritomnost’ neSpecifickych
produktov
34 negativna kontrola - -
35 C3 pozitivna kontrola +++ -
36 M 16 +++ +
37 M 17 +++ ++
+, ++, +++ produkty PCR o r6znej intenzite
- produkty PCR neboli detegované
Tabul’ka 17 Optimalizacia mnoZstva dNTP a DNA polymerazy
. objem [ul]
« Komponent D1 D2 D3 |E1|E2|E3|F1| 2| F3
26, | 25, | 24, | 26, | 25, | 24, | 26, | 25,
1. voda pre PCR ) 6 ) 4 4 4 6 6 24.6
2. LA pufor kompletny 5 5 5 5 5 5 5 5 5
3. zmes ANTP (10 mM) 2 3 4 2 3 4 2 3 4
4. primér F357 (10 pmol/ul) 2 2 2 2 2 2 2 2 2
5. primér R518 (10 pmol/pl) 2 2 2 2 2 2 2 2 2
6. DMSO enhancer 2 2 2 2 2 2 2 2 2
7. MgCl, (25 mM) 8 8 8 8 8 8 8 8 8
8. | LA polymeraza Top Bio (5U/ul)| 0,8 | 0,8 | 0,8 | 0,6 | 0,6 | 0,6 | 0.4 | 0,4 | 04
9. DNA matrica (100 ng/ul) 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Obrazok 7 Agarozova gélova elektroforéza optimalizovanych zmesi D, E a F
1 2 34 56 7 89 10111213 14151617 18192021 22232425 2627 2820 30313233 34353637
1000 bp
500 bp
§pecificky produkt
233bp
100 bp

diméry pnmérov

pritomnost’ nespecifickych

beh | zn. DNA detekcia produktov PCR produktoy

1 negativna kontrola - -

2 b1 pozitivna kontrola +++ -

3 M 16 +++ ++

4 M 17 +++ ++

5 DNA S§tandard 100 b

6 negativna kontrola - -

7 Do pozitivna kontrola +++ -

8 M 16 +++ ++

9 M 17 +++ ++
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beh | zn. DNA detekcia produktov PCR pritomnost’ neSpecifickych
produktov
10 negativna kontrola - -
11 pozitivna kontrola +++ -
12 D3 M 16 +++ ++
13 M 17 +++ ++
14 negativna kontrola - -
15 Bl pozitivna kontrola +++ -
16 M 16 +++ +
17 M 17 +++ ++
18 negativna kontrola - -
19 0 pozitivna kontrola +++ -
20 M 16 +++ -
21 M 17 +++ ++
22 negativna kontrola - -
23 B3 pozitivna kontrola +++ -
24 M 16 +++ -
25 M 17 +++ +
26 negativna kontrola - -
27 1 pozitivna kontrola +++ -
28 M 16 +++ ++
29 M 17 +++ ++
30 negativna kontrola - -
31 " pozitivna kontrola +++ -
32 M 16 +++ ++
33 M 17 +++ ++
34 negativna kontrola - -
35 3 pozitivna kontrola +++ -
36 M 16 +++ +
37 M 17 +++ ++
+, ++, +++ produkty PCR o r6znej intenzite
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produkty PCR neboli detegované

v' Najmensie mnozstvo neSpecifickych produktov bolo viditelné v zmesiach A3
(1 pl primérov), B3 (0,4 ul DNA polymerazy) a C3 (4 ul dNTP). Vysledky boli
pouzité k d’alSej optimalizacii. Najmensie mnozstvo neSpecifickych produktov bolo
viditelné v zmesi F3 (0,4 ul DNA polymerazy a 4 pl dNTP). Optimalizovana PCR
zmes obsahovala 2 ul DMSO, 8 ul MgCl, (25 mM), 5 pl kompletného PCR pufru
a2 ul DNA matrice (100 ng/ul). Tato zmes bola zvolena ako optimalna pre PCR
s primérmi s GC svorkou.



10.5 DGGE produktov PCR s primérmi s GC svorkou

Produkty PCR s GC svorkou (233 bp) boli precistené pomocou magnetickych castic
a analyzované pomocou DGGE. Produkty boli oznacené KS1 — KS3 (kontrolné syry), S1 — S6
(kontaminované syry), KLL1 — KL3 (kontrolné nalevy), L1 — L6 (kontaminované nalevy), M1
— M25 (bakterialne bunky, M25 lyofilizovana Startérova kultara). Na gél bolo nanesenych
vzdy 10 pl produktu a 2 pl nanasacieho pufru. Vysledky su uvedené na obrazku 8 a obrazku
9.

Na obrazku 9 bol detegovany niz§i pocet fragmentov u amplikonov syrov a nalevov ako na
obrazku 8. Rovnaky vysledok bol zisteny i po viacnasobnom opakovani. Oddelené fragmenty
ziskané po DGGE analyze boli vyrezané z gélu a vlozené do 100 pl TE pufru sa eluovali do
druhého dra. Priklad oznaCenia fragmentov je uvedeny na obrazku 8, v behu 1, 1-6. Vyrezané
fragmenty, ktoré su Ciernou vyznacené (KS 1-6, KS 3-5, KS 3-6, S 5-6, S 5-7, S 6-9, S 6-10),
boli pouzité pre d’alsiu analyzu. Vysledky DGGE analyz po opakovani si uvedené v prilohe 1

Obrazok 8 Denaturacna gradientova gélova elektroforéza produktov PCR s primérmi s GC

svorkou

1 2 3 45 6 7 8 9 10111213 14 1516 17 18 19 2021 22 23 24 2526 27 28 29 30

KS1
kontrola syry kontrola nalevy bakteridlne bunky
syry nalevy
KS1-KS3 S1-S6 KL1-KL3 L1-L6 M1 -M12
beh DNA pocet vyrezanych fragmentov oznacenie fragmentov
1 KS1 9 KS 1-1 azKS 1-9
2 KS 2 9 KS 2-1 az KS 2-9
3 KS3 6 KS 3-1 az KS 3-6
4 S1 8 S1-1azS1-8
5 S2 6 S2-1az 8 2-6
6 S3 4 S3-1azS3-4
7 S4 6 S4-1azS4-6
8 S5 7 S5-1az S 5-7
9 S6 10 S 6-1az S 6-10
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beh DNA pocet vyrezanych fragmentov oznacenie fragmentov
10 KL 1 4 KL 1-1 azKL 1-4
11 KL 2 4 KL 2-1 azKL 2-4
12 KL 3 5 KL 3-1 azKL 3-5
13 L1 8 L1-1azL 1-8
14 L2 10 L2-1azL 2-10
15 L3 10 L3-1azL 3-10
16 L4 9 L4-1azL 4-9
17 LS5 8 L5-1azL 5-8
18 L6 9 L 6-1azL 6-9
19 M1 6 M1-1azM 1-6
20 M?2 12 M 2-1azM2-12
21 M 3 8 M 3-1 azM 3-8
22 M 4 8 M 4-1 az M 4-8
23 M5 4 M 5-1azM 5-4
24 M 6 5 M 6-1 az M 6-5
25 M7 14 M 7-1azM7-14
26 M 8 14 M 8-1 az M 8-14
27 M9 4 M9-1azM 9-4
28 M 10 2 M 10-1 azM 10-2
29 M1l 8 M1l1-1azM 11-8
30 M 12 9 M 12-1 azM 12-9

Obrazok 9 Vysledky denaturacnej gélovej elektroforézy produktov PCR s primérmi s GC

svorkou
1 2 3 4 5 67 8 9 10 11121314 15161718 19 202122 23 2425 26 27 28 29 30 31 32

kontrola syry kontrola nalevy bakteridlne bunky
syry nalevy
KS1-KS3 S1-S6 KL1-KL3 L1-L6 M13 —M25
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beh DNA pocet vyrezanych fragmentov oznacenie fragmentov

1 DNA standard 100 bp

2 KS 1 4 KS1-1azKS 14
3 KS 2 4 KS 2-1azKS 24
4 KS 3 4 KS 3-1azKS 34
5 S1 4 S1-1azS 14

6 S2 4 S2-1azS 24

7 S3 3 S3-1azS3-3

8 S4 4 S4-1azS 44

9 S5 4 S5-1azS 54
10 S6 4 S6-1azS 64
11 KL 1 2 KL 1-1 az KL 1-2
12 KL 2 1 KL 2-1

13 KL 3 2 KL 3-1 az KL 3-2
14 L1 3 L1-lazL 1-3
15 L2 4 L2-1azL2-4
16 L3 4 L3-1azL3-4
17 L4 3 L4-1azL 4-3
18 LS5 3 L5-1azL5-3
19 L6 4 L6-1azL 6-4
20 M 13 8 M 13-1 azM 13-8
21 M 14 2 M 14-1 az M 14-2
22 M 15 3 M 15-1 azM 15-3
23 M 16 4 M 16-1 azM 16-4
24 M 17 8 M17-1azM 17-8
25 M 18 3 M 18-1azM 18-3
26 M 19 5 M 19-1 azM 19-5
27 M 20 3 M 20-1 az M 20-3
28 M 21 4 M21-1azM 21-4
29 M 22 5 M 22-1azM 22-5
30 M 23 5 M 23-1 azM 23-5
31 M 24 3 M 24-1az M 24-3
32 M 25 3 M 25-1azM 25-3

vV pripade produktov PCR s primérmi s GC svorkou ziskanych amplifikaciou DNA
izolovanej zo syrov, nalevov a bakterialnych buniek doslo k oddeleniu véacsieho
mnozstva fragmentov. Rozdiel bol v intenzite amplikonov po amplifikacii DNA
z kontrolnych nalevov (amplikony slabej intenzity) a ostatnych vzoriek.

10.5.1 Porovnanie polohy amplikonov

Jednotlivé amplikony rozdelené pomocou DGGE boli nasledne porovnavané s cielom
urcit’ konkrétny bakterialny druh pritomny v infikovanych syroch. Porovnavana bola poloha
vyraznych amplikénov na géle. Porovnavané boli amplikony zo syry a nalevy s amplikonmi
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z baktérialnych buniek.

Amplikony v priblizne rovnakej polohe ako amplikony zo syrov a nalevoch boli viditel'né
v behoch 20, 24 a 29 prvého gélu (M1 — M12) na obrazku 8.

v Pravdepodobnymi

kontaminantmi

preto mohli

byt

Bacillus

Staphylococcus epidermidis a Acinetobacter baumanii/calcoaceticus.

10.6 In silico analyza

licheniformis,

Pomocou in silico analyzy boli preskimané vsetky bakterialne druhy (M1 — M25) uvedené
v tabul'ke 2. K analyze boli pouzité dve sady primérov — F357 aR518 [36], a UPF a UPR
[37]. Pre vSetky analyzované bakterialne druhy boli najdené sekvencie 16S rDNA.

10.6.1 In silico analyza pre amplikony ziskané PCR s primérmi F 357 GC a R 518

Pre in silico analyzu boli pouzité sekvencie primérov F 357 aR 518 [36]. Ziskané
sekvencie spolu s mikroorganizmami, su uvedené v tabul'ke 18.
Tabul’ka 18 Sekvencie ohranicené primérmi F 357 a R 518

pristupové ., ]
.. bakterialne druhy sekvencia
Cislo
TC CTACGGGAGG CAGCAGTAGG GAATCTTCCG
i CAATGGACGA AAGTCTGACG GAGCAACGCC GCGTGAGTGA
HQ154527.1 | Bacillus sp., B.
) i ) i TGAAGGTTTT CGGATCGTAA AGCTCTGTTG TTAGGGAAGA
Bacillus licheniformis, B.
. . . o . ACAAGTACCG TTCGAATAGG GCGGTACCTT GACGGTACCT
licheniformis | tequilensis, B. subtilis
AACCAGAAAA GCCACGGCTA ACTACGTGCC AGCAGCCGCG
GTAAT
CCTA CGGGAGGCAG CAGTGGGGAA TATTGCACAA
NR_114674.1 | Kocuria sp., K. varians, | TGGGCGAAAG CCTGATGCAG CGACGCCGCG TGAGGGATGA
Kocuria K. rhizophila, K. CGGCCTTCGG GTTGTAAACC TCTTTCAGCA CGGAAGAAGC
varians salsicia GAGAGTGACG GTACGTGCAG AAGAAGCGCC GGCTAACTAC
GTGCCAGCAG CCGCGGTAAT
i CCTAC GGGAGGCAGC AGTGGGGAAT ATTGCACAAT
Micrococcus sp., M.
NR_075062.2 i GGGCGAAAGC CTGATGCAGC GACGCCGCGT GAGGGATGAC
. luteus, M. yunnanensis,
Micrococcus i GGCCTTCGGG TTGTAAACCT CTTTCAGTAG GGAAGAAGCG
M. endophyticus, M.
luteus i AAAGTGACGG TACCTGCAGA AGAAGCACCG GCTAACTACG
antarcticus
TGCCAGCAGC CGCGGTAAT
CCTACGGGAG GCAGCAGTAG GGAATCTTCC GCAATGGGCG
L37605.1 Staphylococcus sp., S. AAAGCCTGAC GGAGCAACGC CGCGTGAGTG ATGAAGGTCT
Staphylococcus | epidermidis, S. hominis, | TCGGATCGTA AAACTCTGTT ATTAGGGAAG AACAAATGTG
epidermidis | S. capitis TAAGTAACTA TGCACGTCTT GACGGTACCT AATCAGAAAG
CCACGGCTAA CTACGTGCCA GCAGCCGCGG TAAT
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pristupové

.. bakterialne druhy sekvencia
cislo
CCTAC GGGAGGCAGC AGTGGGGAAT ATTGCACAAT
AY498856.1 | Serratia sp., S. GGGCGCAAGC CTGATGCAGC CATGCCGCGT GTGTGAAGAA
Serratia marcescens, S. GGCCTTCGGG TTGTAAAGCA CTTTCAGCGA GGAGGAAGGT
marcescens | entomophila GGTGAACTTA ATACGTTCAT CAATTGACGT TACTCGCAGA
AGAAGCACCG GCTAACTCCG TGCCAGCAGC CGCGGTAAT
) CCTA CGGGAGGCAG CAGTGGGGAA TATTGCACAA
Klebsiela sp., K.
Fl424514.1 , TGGGCGCAAG CCTGATGCAG CCATGCCGCG TGTATGAAGA
. oxytoca,
Klebsiela ) AGGCCTTCGG GTTGTAAAGT ACTTTCAGCG GGGAGGAAGG
Enterobacterlaceae
oxytoca . GAGTGAGGTT AATAACCTTA TTCATTGACG GGCTAACTCC
bacterium
GTGCCAGCAG CCGCGGTAAT
C CTACGGGAGG CAGCAGTGGG GAATATTGGA
) CAATGGGGGG AACCCTGATC CAGCCATGCC GCGTGTGTGA
JX290086.1 |Acinetobacter sp., A.
] . AGAAGGCCTT ATGGTTGTAA AGCACTTTAA GCGAGGAGGA
Acinetobacter | baumannii, A.
B ) GGCTACTTTA GTTAATACCT AGAGATAGTG GACGTTACTC
baumannii calcoaceticus
GCAGAATAAG CACCGGCTAA CTCTGTGCCA GCAGCCGCGG
TAAT
CCTACGGGAG GCAGCAGTAG GGAATCTTCC GCAATGGGCG
L37603.1 AAAGCCTGAC GGAGCAACGC CGCGTGAGTG ATGAAGGTCT
Staphylococcus sp., S.
Staphylococcus . . TCGGATCGTA AAACTCTGTT ATCAGGGAAG AACAAATGTG
. warneri, S. pasteuri
warneri TAAGTAACTG TGCACATCTT GACGGTACCT GATCAGAAAG
CCACGGCTAA CTACGTGCCA GCAGCCGCGG TAAT
CCTAC GGGAGGCAGC AGTGGGGAAT ATTGCACAAT
L08062.1 o GGGCGAAAGC CTGATGCAGC AACGCCGCGT GAGTGATGAA
o Clostridium sp., C.
Clostridium ) GGTCTTCGGA TTGTAAAGCT CTGTCTTTTG GGACGATAAT
. tyrobutyricum
tyrobutyricum GACGGTACCA AAGGAGGAAG CCACGGCTAA CTACGTGCCA
GCAGCCGCGG TAAT
TCCTA CGGGAGGCAG CAGTGGGGAA TATTGGACAA
AB379690.1 | Pseudomonas sp., P.
. . TGGGCGAAAG CCTGATCCAG CCATGCCGCG TGTGTGAAGA
Pseudomonas | frederiksbergensis, P.
. AGGTCTTCGG ATTGTAAAGC ACTTTAAGTT GGGAGGAAGG
sp. tremae, P. syringae
GCATTTACCT AATACGTAAG TGTTTTGACG TTACCGACAG
AATAAGCACC GGCTAACTCT GTGCCAGCAG CCGCGGTAAT
CCTACGGGAG GCAGCAGTGG GGAATATTGC ACAATGGGCG
KC990822.1 | Enterobacter sp., E. CAAGCCTGAT GCAGCCATGC CGCGTGTATG AAGAAGGCCT
Enterobacter | cloacae, E. ludwigii, TCGGGTTGTA AAGTACTTTC AGCGGGGAGG AAGGTGTTGT
cloacae Klebsiela oxytoca GGTTAATAAC CACAGCAATT GACGTTACCC GCAGAAGAAG
CACCGGCTAA CTCCGTGCCA GCAGCCGCGG TAAT
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pristupové

.. bakterialne druhy sekvencia
Cislo
CCTACG GGAGGCAGCA GTAGGGAATC TTCCACAATG
DI251184.1 |Lactobacillus sp., L. GACGAAAGTC TGATGGAGCA ACGCCGCGTG AGTGAAGAAG
Lactobacillus | plantarum, L. GGTTTCGGCT CGTAAAACTC TGTTGTTAAA GAAGAACATA
plantarum | paraplantarum TCTGAGAGTA ACTGTTCAGG TATTGACGGT ATTTAACCAG
AAAGCCACGG CTAACTACGT GCCAGCAGCC GCGGTAAT
CC TACGGGAGGC AGCAGTAGGG AATCTTCCAC
1Q658346.1 Leuconostoc AATGGGCGAA AGCCTGATGG AGCAACGCCG CGTGTGTGAT
' mesenteroides, GAAGGGTTTC GGCTCGTAAA ACACTGTTGT AAGAGAAGAA
Leuconostoc .
. Weissella sp., W. TGACATTGAG AGTAACTGTT CAATGTGTGA CGGTATCTTA
mesenteroides | = .
cibaria, W. confusa, CCAGAAAGGA ACGGCTAAAT ACGTGCCAGC AGCCGCGGTA
AT
CCTA CGGGAGGCAG CAGTAGGGAA TCTTCGGCAA
AB690254.1 | Enterococcus sp., E. TGGACGAAAG TCTGACCGAG CAACGCCGCG TGAGTGAAGA
Enterococcus | faecium, E. durans, E. | AGGTTTTCGG ATCGTAAAAC TCTGTTGTTA GAGAAGAACA
faecium hirae, E. lactis AGGATGAGAG TAACTGTTCA TCCCTTGACG GTATCTAACC
AGAAAGCCAC GGCTAACTAC GTGCCAGCAG CCGCGGTAAT
TCCTACGGG AGGCAGCAGT GGGGAATATT GCACAATGGG
AB269763.1 | Escherichia coli, CGCAAGCCTG ATGCAGCCAT GCCGCGTGTA TGAAGAAGGC
Escherichia | Shigella sp., Klebsiela | CTTCGGGTTG TAAAGTACTT TCAGCGGGGA GGAAGGGAGT
coli pneumoniae AAAGTTAATA CCTTTGCTCA TTGACGTTAC CCGCAGAAGA
AGCACCGGCT AACTCCGTGC CAGCAGCCGC GGTAAT
CCTACGGG AGGCAGCAGT AGGGAATCTT CCGCAATGGG
Staphylococcus sp., S.
D83371.2 i CGAAAGCCTG ACGGAGCAAC GCCGCGTGAG TGATGAAGGG
saprophyticus, S.
Staphylococcus . TTTCGGCTCG TAAAACTCTG TTATTAGGGA AGAACAAACG
) xylosus,S. succins, S.
saprophyticus i TGTAAGTAAC TGTGCACGTC TTGACGGTAC CTAATCAGAA
haemolyticus
AGCCACGGCT AACTACGTGC CAGCAGCCGC GGTAAT
CCTACGGGA GGCAGCAGTA GGGAATCTTC CGCAATGGAC
GO478254.1 Bacillus sp., B. cereus, |GAAAGTCTGA CGGAGCAACG CCGCGTGAGT GATGAAGGCT
i ' B. thuringiensis, B. TTCGGGTCGT AAAACTCTGT TGTTAGGGAA GAACAAGTGC
Bacillus cereus .
subtilis, TAGTTGAATA AGCTGGCACC TTGACGGTAC CTAACCAGAA
AGCCACGGCT AACTACGTGC CAGCAGCCGC GGTAAT
CCTAC GGGAGGCAGC AGTGGGGAAT ATTGCACAAT
Aeromonas sp., A.
i GGGGGAAACC CTGATGCAGC CATGCCGCGT GTGTGAAGAA
ABO027544.2 | bestiarum, A.
. GGCCTTCGGG TTGTAAAGCA CTTTCAGCGA GGAGGAAAGG
Aeromonas sp. | salmonicida, A.
i o TTGGCGCCTA ATACGTGTCA ACTGTGACGT TACTCGCAGA
hydrophila, A. piscicola
AGAAGCACCG GCTAACTCCG TGCCAGCAGC CGCGGTAAT
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pristupové ., ]
.. bakterialne druhy sekvencia
Cislo
C CTACGGGAGG CAGCAGTAGG GAATCTTCCA
) CAATGGGCGC AAGCCTGATG GAGCAACACC GCGTGAGTGA
FJ462686.1 | Lactobacillus sp., L.
) AGAAGGGTTT CGGCTCGTAA AGCTCTGTTG TTAAAGAAGA
Lactobacillus | fermentum, L.
ACACGTATGA GAGTAACTGT TCATACGTTG ACGGTATTTA
fermentum | plantarum
ACCAGAAAGT CACGGCTAAC TACGTGCCAG CAGCCGCGGT
AAT
C CTACGGGAGG CAGCAGTAGG GAATCTTCGG
HES05077.1 Lactococcus sp., L. CAATGGACGA AAGTCTGACC GAGCAACGCC GCGTGAGTGA
' delbrueckii, L. lactis, L. | AGAAGGTTTT CGGATCGTAA AACTCTGTTG GTAGAGAAGA
Lactococcus . .
lacti lactis ssp. lactis, L. I. ACGTTGGTGA GAGTGGAAAG CTCATCAAGT GACGGTAACT
actis
SSp. cremoris, ACCCAGAAAG GGACGGCTAA CTACGTGCCA GCAGCCGCGG
TAAT

v Sekvencie nachadzajlice sa medzi primérmi sa pre rézne mikroorganizmy li§ili.

10.6.2 In silico analyza pre amplikony ziskané PCR s primérmi UPF a UPR

Pre in silico analyzu boli pouzité sekvencie primérov F 357 aR 518 [36]. Ziskané
sekvencie spolu s mikroorganizmami, pre ktoré su Specifické st uvedené v tabul'ke 19.
Tabul’ka 19 Sekvencie ohranicené primérmi UPF a UPR

pristupové
Cislo

bakterialne druhy

sekvencia

HQ154527.1
Bacillus

licheniformis

Bacillus sp., B.
licheniformis, B.

tequilensis, B. subtilis

TC
CAATGGACGA
TGAAGGTTTT
ACAAGTACCG
AACCAGAAAA
GTAATACGTA
GTAAAGGGCT
GCCCCCGGCT
ACTTGAGTGC
GGTGAAATGC
GGCGACTCTC
CGTGGGGAGC

CTACGGGAGG CAGCAGTAGG

AAGTCTGACG
CGGATCGTAA
TTCGAATAGG
GCCACGGCTA
GGTGGCAAGC
CGCAGGCGGT
CAACCGGGGA
AGAAGAGGAG
GTAGAGATGT
TGGTCTGTAA
GAACAGGATT

GAGCAACGCC
AGCTCTGTTG
GCGGTACCTT
ACTACGTGCC
GTTGTCCGGA
TTCTTAAGTC
GGGTCATTGG
AGTGGAATTC
GGAGGAACAC
CTGACGCTGA
AGATACCCTG

GAATCTTCCG
GCGTGAGTGA
TTAGGGAAGA
GACGGTACCT
AGCAGCCGCG
ATTATTGGGC
TGATGTGAAA
AAACTGGGGA
CACGTGTAGC
CAGTGGCGAA
GGAGCGAAAG
GTAGTCC
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pristupové

éislo

bakterialne druhy

sekvencia

NR_114674.1
Kocuria

varians

Kocuria sp., K. varians,
K. rhizophila, K.

salsicia

CTCCTA
TGGGCGAAAG
CGGCCTTCGG
GAGAGTGACG
GTGCCAGCAG
CCGGAATTAT
GCGTCTGCTG
AGTGGGTACG
AATTCCTGGT
AACACCGATG
GCTGAGGAGC
CCCTGGTAGT

CGGGAGGCAG
CCTGATGCAG
GTTGTAAACC
GTACGTGCAG
CCGCGGTAAT
TGGGCGTAAA
TGAAAGCCCG
GGCAGACTTG
GTAGCGGTGA
GCGAAGGCAG
GAAAGCATGG
ccC

CAGTGGGGAA
CGACGCCGCG
TCTTTCAGCA
AAGAAGCGCC
ACGTAGGGCG
GAGCTCGTAG
GGGCTTAACC
AGTGCAGTAG
AATGCGCAGA
GTCTCTGGGC
GGAGCGAACA

TATTGCACAA
TGAGGGATGA
CGGAAGAAGC
GGCTAACTAC
CAAGCGTTGT
GCGGTTTGTC
CCGGGTGTGC
GGGAGACTGG
TATCAGGAAG
TGTTACTGAC
GGATTAGATA

NR_075062.2
Micrococcus

luteus

Micrococcus sp., M.
luteus, M. yunnanensis,
M. endophyticus, M.

antarcticus

TCCTAC
GGGCGAAAGC
GGCCTTCGGG
AAAGTGACGG
TGCCAGCAGC
CGGAATTATT
CGTCTGTCGT
GTGGGTACGG
ATTCCTGGTG
ACACCGATGG
CTGAGGAGCG
CCTGGTAGTC

GGGAGGCAGC
CTGATGCAGC
TTGTAAACCT
TACCTGCAGA
CGCGGTAATA
GGGCGTAAAG
GAAAGTCCGG
GCAGACTAGA
TAGCGGTGGA
CGAAGGCAGG
AAAGCATGGG
C

AGTGGGGAAT
GACGCCGCGT
CTTTCAGTAG
AGAAGCACCG
CGTAGGGTGC
AGCTCGTAGG
GGCTTAACCC
GTGCAGTAGG
ATGCGCAGAT
TCTCTGGGCT
GAGCGAACAG

ATTGCACAAT
GAGGGATGAC
GGAAGAAGCG
GCTAACTACG
GAGCGTTATC
CGGTTTGTCG
CGGATCTGCG
GGAGACTGGA
ATCAGGAGGA
GTAACTGACG
GATTAGATAC

L37605.1
Staphylococcus

epidermidis

Staphylococcus sp., S.
epidermidis, S. hominis,

S. capitis

T
GCAATGGGCG
ATGAAGGTCT
AACAAATGTG
AATCAGAAAG
TAATACGTAG
TAAAGCGCGC
CCCACGGCTC
CTTGAGTGCA
GTGAAATGCG
GCGACTTTCT
GTGGGGATCA

CCTACGGGAG
AAAGCCTGAC
TCGGATCGTA
TAAGTAACTA
CCACGGCTAA
GTGGCAAGCG
GTAGGCGGTT
AACCGTGGAG
GAAGAGGAAA
CAGAGATATG
GGTCTGTAAC
AACAGGATTA

GCAGCAGTAG
GGAGCAACGC
AAACTCTGTT
TGCACGTCTT
CTACGTGCCA
TTATCCGGAA
TTTTAAGTCT
GGTCATTGGA
GTGGAATTCC
GAGGAACACC
TGACGCTGAT
GATACCCTGG

GGAATCTTCC
CGCGTGAGTG
ATTAGGGAAG
GACGGTACCT
GCAGCCGCGG
TTATTGGGCG
GATGTGAAAG
AACTGGAAAA
ATGTGTAGCG
AGTGGCGAAG
GTGCGAAAGC
TAGTCC

60




pristupové
Cislo

bakterialne druhy

sekvencia

AY498856.1
Serratia

marcescens

Serratia sp., S.
marcescens, S.

entomophila

TCCTAC
GGGCGCAAGC
GGCCTTCGGG
GGTGAACTTA
AGAAGCACCG
CGGAGGGTGC
CGCACGCAGG
GGCTCAACCT
GTCTCGTAGA
ATGCGTAGAG
CCCCTGGACG
GAGCAAACAG

GGGAGGCAGC
CTGATGCAGC
TTGTAAAGCA
ATACGTTCAT
GCTAACTCCG
AAGCGTTAAT
CGGTTTGTTA
GGGAACTGCA
GGGGGGTAGA
ATCTGGAGGA
AAGACTGACG
GATTAGATAC

AGTGGGGAAT
CATGCCGCGT
CTTTCAGCGA
CAATTGACGT
TGCCAGCAGC
CGGAATTACT
AGTCAGATGT
TTTGAAACTG
ATTCCAGGTG
ATACCGGTGG
CTCAGGTGCG
CCTGGTAGTC

ATTGCACAAT
GTGTGAAGAA
GGAGGAAGGT
TACTCGCAGA
CGCGGTAATA
GGGCGTAAAG
GAAATCCCCG
GCAAGCTAGA
TAGCGGTGAA
CGAAGGCGGC
AAAGCGTGGG
C

Fl424514.1
Klebsiela

oxytoca

Klebsiela sp., K.
oxytoca,
Enterobacteriaceae

bacterium

TCCTA
TGGGCGCAAG
AGGCCTTCGG
GAGTGAGGTT
AAGAAGCACC
ACGGAGGGTG
GCGCACGCAG
GGGCTCAACC
AGTCTTGTAG
AATGCGTAGA
CCCCCTGGAC
GGAGCAAACA

CGGGAGGCAG
CCTGATGCAG
GTTGTAAAGT
AATAACCTTA
GGCTAACTCC
CAAGCGTTAA
GCGGTCTGTC
TGGGAACTGC
AGGGGGGTAG
GATCTGGAGG
AAAGACTGAC
GGATTAGATA

CAGTGGGGAA
CCATGCCGCG
ACTTTCAGCG
TTCATTGACG
GTGCCAGCAG
TCGGAATTAC
AAGTCGGATG
ATTCGAAACT
AATTCCAGGT
AATACCGGTG
GCTCAGGTGC
CCCTGGTAGT

TATTGCACAA
TGTATGAAGA
GGGAGGAAGG
TTACCCGCAG
CCGCGGTAAT
TGGGCGTAAA
TGAAATCCCC
GGCAGGCTGG
GTAGCGGTGA
GCGAAGGCGG
GAAAGCGTGG
ccC

JX290086.1
Acinetobacter

baumannii

Acinetobacter sp., A.

baumannii

TC
CAATGGGGGG
AGAAGGCCTT
GGCTACTTTA
GCAGAATAAG
TAATACAGAG
TAAAGCGTGC
CCCCGAGCTT
CTAGAGTATG
GTGAAATGCG
GCAGCCATCT
ATGGGGAGCA

CTACGGGAGG
AACCCTGATC
ATGGTTGTAA
GTTAATACCT
CACCGGCTAA
GGTGCGAGCG
GTAGGCGGCT
AACTTGGGAA
GGAGAGGATG
TAGAGATCTG
GGCCTAATAC
AACAGGATTA

CAGCAGTGGG
CAGCCATGCC
AGCACTTTAA
AGAGATAGTG
CTCTGTGCCA
TTAATCGGAT
TATTAAGTCG
TTGCATTCGA
GTAGAATTCC
GAGGAATACC
TGACGCTGAG
GATACCCTGG

GAATATTGGA
GCGTGTGTGA
GCGAGGAGGA
GACGTTACTC
GCAGCCGCGG
TTACTGGGCG
GATGTGAAAT
TACTGGTGAG
AGGTGTAGCG
GATGGCGAAG
GTACGAAAGC
TAGTCC
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éislo

bakterialne druhy

sekvencia

L37603.1
Staphylococcus

warneri

Staphylococcus sp., S.

warneri,S. pasteuri

T
GCAATGGGCG
ATGAAGGTCT
AACAAATGTG
GATCAGAAAG
TAATACGTAG
TAAAGCGCGC
CCCACGGCTC
CTTGAGTGCA
GTGAAATGCG
GCGACTTTCT
GTGGGGATCA

CCTACGGGAG
AAAGCCTGAC
TCGGATCGTA
TAAGTAACTG
CCACGGCTAA
GTGGCAAGCG
GTAGGCGGTT
AACCGTGGAG
GAAGAGGAAA
CAGAGATATG
GGTCTGTAAC
AACAGGATTA

GCAGCAGTAG
GGAGCAACGC
AAACTCTGTT
TGCACATCTT
CTACGTGCCA
TTATCCGGAA
TTTTAAGTCT
GGTCATTGGA
GTGGAATTCC
GAGGAACACC
TGACGCTGAT
GATACCCTGG

GGAATCTTCC
CGCGTGAGTG
ATCAGGGAAG
GACGGTACCT
GCAGCCGCGG
TTATTGGGCG
GATGTGAAAG
AACTGGAAAA
ATGTGTAGCG
AGTGGCGAAG
GTGCGAAAGC
TAGTCC

L08062.1
Clostridium

tyrobutyricum

Clostridium sp., C.

tyrobutyricum

T
GCAATGGGCG
ATGAAGGTCT
AACAAATGTG
GATCAGAAAG
TAATACGTAG
TAAAGCGCGC
CCCACGGCTC
CTTGAGTGCA
GTGAAATGCG
GCGACTTTCT
GTGGGGATCA

CCTACGGGAG
AAAGCCTGAC
TCGGATCGTA
TAAGTAACTG
CCACGGCTAA
GTGGCAAGCG
GTAGGCGGTT
AACCGTGGAG
GAAGAGGAAA
CAGAGATATG
GGTCTGTAAC
AACAGGATTA

GCAGCAGTAG
GGAGCAACGC
AAACTCTGTT
TGCACATCTT
CTACGTGCCA
TTATCCGGAA
TTTTAAGTCT
GGTCATTGGA
GTGGAATTCC
GAGGAACACC
TGACGCTGAT
GATACCCTGG

GGAATCTTCC
CGCGTGAGTG
ATCAGGGAAG
GACGGTACCT
GCAGCCGCGG
TTATTGGGCG
GATGTGAAAG
AACTGGAAAA
ATGTGTAGCG
AGTGGCGAAG
GTGCGAAAGC
TAGTCC

AB379690.1

Pseudomonas

sp.

Pseudomonas sp., P.
frederiksbergensis, P.

mugulae,

TCCTACGGGA
GAAAGCCTGA
TTCGGATTGT
TACCTAATAC
GCACCGGCTA
GGGTGCAAGC
CGTAGGTGGT
CAACCTGGGA
GGTAGAGGGT
GTAGATATAG
TGGACTGATA
AAACAGGATT

GGCAGCAGTG
TCCAGCCATG
AAAGCACTTT
GTAAGTGTTT
ACTCTGTGCC
GTTAATCGGA
TCGTTAAGTT
ACTGCATTCA
GGTGGAATTT
GAAGGAACAC
CTGACACTGA
AGATACCCTG

GGGAATATTG
CCGCGTGTGT
AAGTTGGGAG
TGACGTTACC
AGCAGCCGCG
ATTACTGGGC
GGATGTGAAA
AAACTGTCGA
CCTGTGTAGC
CAGTGGCGAA
GGTGCGAAAG
GTAGTCC

GACAATGGGC
GAAGAAGGTC
GAAGGGCATT
GACAGAATAA
GTAATACAGA
GTAAAGCGCG
TCCCCGGGCT
GCTAGAGTAT
GGTGAAATGC
GGCGACCACC
CGTGGGGAGC
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éislo

bakterialne druhy
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KC990822.1
Enterobacter

cloacae

Enterobacter sp., E.
cloacae, E. ludwigii,

Klebsiela oxytoca

TCCTAC
GGGCGCAAGC
GGCCTTCGGG
GTTGTGGTTA
AGAAGCACCG
CGGAGGGTGC
CGCACGCAGG
GGCTCAACCT
GTCTTGTAGA
ATGCGTAGAG
CCCCTGGACA
GAGCAAACAG

GGGAGGCAGC
CTGATGCAGC
TTGTAAAGTA
ATAACCACAG
GCTAACTCCG
AAGCGTTAAT
CGGTCTGTCA
GGGAACTGCA
GGGGGGTAGA
ATCTGGAGGA
AAGACTGACG
GATTAGATAC

AGTGGGGAAT
CATGCCGCGT
CTTTCAGCGG
CAATTGACGT
TGCCAGCAGC
CGGAATTACT
AGTCGGATGT
TTCGAAACTG
ATTCCAGGTG
ATACCGGTGG
CTCAGGTGCG
CCTGGTAGTC

ATTGCACAAT
GTATGAAGAA
GGAGGAAGGT
TACCCGCAGA
CGCGGTAATA
GGGCGTAAAG
GAAATCCCCG
GCAGGCTGGA
TAGCGGTGAA
CGAAGGCGGC
AAAGCGTGGG
C

DI251184.1
Lactobacillus

plantarum

Lactobacillus sp., L.
plantarum, L.

paraplantarum

TCCTACG
GACGAAAGTC
GGTTTCGGCT
TCTGAGAGTA
AAAGCCACGG
GTAGGTGGCA
GAGCGCAGGC
GCTCAACCGA
TGCAGAAGAG
TGCGTAGATA
GTCTGGTCTG
AGCAAACAGG

GGAGGCAGCA
TGATGGAGCA
CGTAAAACTC
ACTGTTCAGG
CTAACTACGT
AGCGTTGTCC
GGTTTTTTAA
AGAAGTGCAT
GACAGTGGAA
TATGGAAGAA
TAACTGACGC
ATTAGATACC

GTAGGGAATC
ACGCCGCGTG
TGTTGTTAAA
TATTGACGGT
GCCAGCAGCC
GGATTTATTG
GTCTGATGTG
CGGAAACTGG
CTCCATGTGT
CACCAGTGGC
TGAGGCTCGA
CTGGTAGTCC

TTCCACAATG
AGTGAAGAAG
GAAGAACATA
ATTTAACCAG
GCGGTAATAC
GGCGTAAAGC
AAAGCCTTCG
GAAACTTGAG
AGCGGTGAAA
GAAGGCGGCT
AAGTATGGGT

JQ658346.1
Leuconostoc

mesenteroides

Leuconostoc
mesenteroides,
Weissella sp., W.

cibaria, W. confusa,

TCC
AATGGGCGAA
GAAGGGTTTC
TGACATTGAG
CCAGAAAGGA
ATACGTATGT
AAGCGAGCGC
TCATCTCAAC
GAGTGCAGTA
AATGCGTAGA
CTTTCTGGAC
GTAGCAAACA

TACGGGAGGC
AGCCTGATGG
GGCTCGTAAA
AGTAACTGTT
ACGGCTAAAT
TCCAAGCGTT
AGACGGGTTA
TGAGGAATTG
GAGGAAAGTG
TATATGGAAG
TGTAACTGAC
GGATTCAGGA

AGCAGTAGGG
AGCAACGCCG
ACACTGTTGT
CAATGTGTGA
ACGTGCCAGC
ATCCGGATTT
TTTAGTCTGA
CTTTGGAAAC
GAACTCCATG
AACACCAGTG
GTTGAGGCTC
TTAGATACCC

AATCTTCCAC
CGTGTGTGAT
AAGAGAAGAA
CGGTATCTTA
AGCCGCGGTA
ATTGGGCGTA
GTGAAAGCCC
TGGATGACTT
TGTAGCGGTG
GCGAAGGCGG
GAAAGTGTGG
TGGTAGTCC
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bakterialne druhy
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AB690254.1
Enterococcus

faecium

Enterococcus sp., E.
faecium, E. durans, E.

hirae, E. lactis

TCCTA
TGGACGAAAG
AGGTTTTCGG
AGGATGAGAG
AGAAAGCCAC
ACGTAGGTGG
GCGAGCGCAG
CGGCTCAACC
AGTGCAGAAG
AATGCGTAGA
CTCTCTGGTC
GGAGCAAACA

CGGGAGGCAG
TCTGACCGAG
ATCGTAAAAC
TAACTGTTCA
GGCTAACTAC
CAAGCGTTGT
GCGGTTTCTT
GGGGAGGGTC
AGGAGAGTGG
TATATGGAGG
TGTAACTGAC
GGATTAGATA

CAGTAGGGAA
CAACGCCGCG
TCTGTTGTTA
TCCCTTGACG
GTGCCAGCAG
CCGGATTTAT
AAGTCTGATG
ATTGGAAACT
AATTCCATGT
AACACCAGTG
GCTGAGGCTC
CCCTGGTAGT

TCTTCGGCAA
TGAGTGAAGA
GAGAAGAACA
GTATCTAACC
CCGCGGTAAT
TGGGCGTAAA
TGAAAGCCCC
GGGAGACTTG
GTAGCGGTGA
GCGAAGGCGG
GAAAGCGTGG
CcC

AB269763.1
Escherichia

coli

Escherichia coli, E.
fergusonii, Shigella sp.,

S. flexneri

TCCTACGGG
CGCAAGCCTG
CTTCGGGTTG
AAAGTTAATA
AGCACCGGCT
AGGGTGCAAG
ACGCAGGCGG
TCAACCTGGG
TCGTAGAGGG
CGTAGAGATC
CTGGACGAAG
CAAACAGGAT

AGGCAGCAGT
ATGCAGCCAT
TAAAGTACTT
CCTTTGCTCA
AACTCCGTGC
CGTTAATCGG
TTTGTTAAGT
AACTGCATCT
GGGTAGAATT
TGGAGGAATA
ACTGACGCTC
TAGATACCCT

GGGGAATATT
GCCGCGTGTA
TCAGCGGGGA
TTGACGTTAC
CAGCAGCCGC
AATTACTGGG
CAGATGTGAA
GATACTGGCA
CCAGGTGTAG
CCGGTGGCGA
AGGTGCGAAA
GGTAGTCC

GCACAATGGG
TGAAGAAGGC
GGAAGGGAGT
CCGCAGAAGA
GGTAATACGG
CGTAAAGCGC
ATCCCCGGGC
AGCTTGAGTC
CGGTGAAATG
AGGCGGCCCC
GCGTGGGGAG

D83371.2
Staphylococcus
saprophyticus

Staphylococcus sp., S.
saprophyticus, S.
xylosus, S. succins, S.

haemolyticus

TCCTACGGG
CGAAAGCCTG
TTTCGGCTCG
TGTAAGTAAC
AGCCACGGCT
AGGTGGCAAG
GCGTAGGCGG
TCAACCGTGG
CAGAAGAGGA
CGCAGAGATA
CTGGTCTGTA
CAAACAGGAT

AGGCAGCAGT
ACGGAGCAAC
TAAAACTCTG
TGTGCACGTC
AACTACGTGC
CGTTATCCGG
TTTCTTAAGT
AGGGTCATTG
AAGTGGAATT
TGGAGGAACA
ACTGACGCTG
TAGATACCCT

AGGGAATCTT
GCCGCGTGAG
TTATTAGGGA
TTGACGGTAC
CAGCAGCCGC
AATTATTGGG
CTGATGTGAA
GAAACTGGGA
CCATGTGTAG
CCAGTGGCGA
ATGTGCGAAA
GGTAGTCC

CCGCAATGGG
TGATGAAGGG
AGAACAAACG
CTAATCAGAA
GGTAATACGT
CGTAAAGCGC
AGCCCACGGC
AACTTGAGTG
CGGTGAAATG
AGGCGACTTT
GCGTGGGGAT
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bakterialne druhy
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GQ478254.1

Bacillus cereus

Bacillus sp., B. cereus,
B. subtilis, B.
thuringiensis, B.

myccoides

TCCTACGGGA
GAAAGTCTGA
TTCGGGTCGT
TAGTTGAATA
AGCCACGGCT
AGGTGGCAAG
GCGCAGGTGG
TCAACCGTGG
CAGAAGANGA
GCGTAGAGAT
TCTGGTCTGT
GCAAACAGGA

GGCAGCAGTA
CGGAGCAACG
AAAACTCTGT
AGCTGGCACC
AACTACGTGC
CGTTATCCGG
TTTCTTAAGT
AGGGTCATTG
AAGTGGAATT
ATGGAGGAAC
AACTGACACT
TTAGATACCC

GGGAATCTTC
CCGCGTGAGT
TGTTAGGGAA
TTGACGGTAC
CAGCAGCCGC
AATTATTGGG
CTGATGTGAA
GAAACTGGGA
CCATGGTGTA
ACCAGTGGCG
GAGGCGCGAA
TGGTAGTCC

CGCAATGGAC
GATGAAGGCT
GAACAAGTGC
CTAACCAGAA
GGTAATACGT
CGTAAAGCGC
AGCCCACGGC
GACTTGAGTG
GCGGTGAAAT
AANGCGACTT
AGCGTGGGGA

AB027544.2

Aeromonas sp.

Aeromonas sp., A.
hydrophila, A.
bestiarium, A.
salmonicida,

Haemophilus piscium

TCCTAC
GGGGGAAACC
GGCCTTCGGG
TTGGCGCCTA
AGAAGCACCG
CGGAGGGTGC
CGCACGCAGG
GGCTCAACCT
GTCTTGTAGA
ATGCGTAGAG
CCCCTGGACA
GAGCAAACAG

GGGAGGCAGC
CTGATGCAGC
TTGTAAAGCA
ATACGTGTCA
GCTAACTCCG
AAGCGTTAAT
CGGTTGGATA
GGGAATTGCA
GGGGGGTAGA
ATCTGGAGGA
AAGACTGACG
GATTAGATAC

AGTGGGGAAT
CATGCCGCGT
CTTTCAGCGA
ACTGTGACGT
TGCCAGCAGC
CGGAATTACT
AGTTAGATGT
TTTAAAACTG
ATTCCAGGTG
ATACCGGTGG
CTCAGGTGCG
CCTGGTAGTC

ATTGCACAAT
GTGTGAAGAA
GGAGGAAAGG
TACTCGCAGA
CGCGGTAATA
GGGCGTAAAG
GAAAGCCCCG
TCCAGCTAGA
TAGCGGTGAA
CGAAGGCGGC
AAAGCGTGGG
C

FJ462686.1
Lactobacillus

fermentum

Lactobacillus sp., L.
fermentum, L.

plantarum

TC
CAATGGGCGC
AGAAGGGTTT
ACACGTATGA
ACCAGAAAGT
AATACGTAGG
AAAGAGAGTG
CTTCGGCTTA
TTGAGTGCAG
TGGAATGCGT
CGGCTACCTG
TGGGTAGCGA

CTACGGGAGG
AAGCCTGATG
CGGCTCGTAA
GAGTAACTGT
CACGGCTAAC
TGGCAAGCGT
CAGGCGGTTT
ACCGGAGAAG
AAGAGGGTAG
AGATATATGG
GTCTGCAACT
ACAGGATTAG

CAGCAGTAGG
GAGCAACACC
AGCTCTGTTG
TCATACGTTG
TACGTGCCAG
TATCCGGATT
TCTAAGTCTG
TGCATCGGAA
TGGAACTCCA
AAGAACACCA
GACGCTGAGA
ATACCCTGGT

GAATCTTCCA
GCGTGAGTGA
TTAAAGAAGA
ACGGTATTTA
CAGCCGCGGT
TATTGGGCGT
ATGTGAAAGC
ACTGGATAAC
TGTGTAGCGG
GTGGCGAAGG
CTCGAAAGCA
AGTCC
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HEg805077.1
Lactococcus

lactis

Lactococcus sp., lactis,
L. lactis ssp. lactis, L. L.

SSp. cremoris

TC
CAATGGACGA
AGAAGGTTTT
ACGTTGGTGA
ACCCAGAAAG
TAATACGTAG
TAAAGCGAGC
GCAGTGGCTC
TTGAGTGCAG
TGAAATGCGT
CGGCTCTCTG
TGGGGAGCAA

CTACGGGAGG
AAGTCTGACC
CGGATCGTAA
GAGTGGAAAG
GGACGGCTAA
GTCCCGAGCG
GCAGGTGGTT
AACCATTGTA
GAGAGGAGAG
AGATATATGG
GCCTGTAACT
ACAGGATTAG

CAGCAGTAGG
GAGCAACGCC
AACTCTGTTG
CTCATCAAGT
CTACGTGCCA
TTGTCCGGAT
TATTAAGTCT
TGCATTGGAA
TGGAATTCCA
AGGAACACCG
GACACTGAGG
ATACCCTGGT

GAATCTTCGG
GCGTGAGTGA
GTAGAGAAGA
GACGGTAACT
GCAGCCGCGG
TTATTGGGCG
GGTGTAAAAG
ACTGGTAGAC
TGTGTAGCGG
GTGGCGAAAG
CTCGAAAGCG
AGTCC

v' Komplementarne sekvencie k obom sadam primérov boli najdené u vsetkych
testovanych kmeriov. Sekvencie medzi primérmi sa lisili.

10.7 Reamplifikacia produktov PCR-DGGE

Pre reamplifikaciu bolo vybranych 13 fragmentov, produktov PCR-DGGE syrov a nalevov
(vyznacené Ciernou farbou na obrazku 8), ktoré boli eluované v 100 ul TE pufu. Vybrané
produkty PCR-DGGE boli reamplifikované s primérmi bez GC svorky. Optimalizované
zlozenie PCR zmesi je uvedené v tabulke 9 (kapitola 9.7). Vysledky agar6zovej gélovej
elektroforézy produktov PCR po reamplifikécii su uvedené na obrazku 10.

Obrazok 10 Agarézova gélova elektroforéza produktov PCR po reamplifikacii s primérmi

bez GC svorky (193 bp)
3 4 5 6 7 8 910 1112 13 1415 16

¥ 2

1000 bp

500 bp

specificky produkt
193 bp
100 bp

pritomnost’ neSpecifickych

beh produktov

DNA fragment detekcia produktov PCR

negativna kontrola -

pozitivna kontrola +++

DNA §tandard 100 bp

KS 1-9 +++ ++

(S, SN NOS I S T o

KS 3-5 +++ B
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beh DNA fragment detekcia produktov PCR pritomnost’ neSpecifickych

produktov
6 KS 3-6 +++ -
7 S 5-6 +++ ++
8 S 5-7 4+ ++
9 S 6-9 e+ +
10 S 6-10 ++ +
11 KL 1-3 +++ _
12 KL 3-3 +++ _
13 KL 3-5 T+t _
14 L 6-7 +++ -
15 L 6-8 taa _
16 L 6-9 taa _
+, ++, +++ produkty PCR o r6znej intenzite

- produkty PCR neboli detegované

v" Amplifikovana bola DNA eluovana z gélu s primérmi bez GC svorky. Okrem produktov
PCR o velkosti 193 bp boli amplifikované i nespecifické produkty PCR.

10.7.1 Optimalizacia reamplifikacie

Z dovodu tvorby nespecifickych produktov PCR hlavne po amplifikacii DNA izolovanej
zo syrov a nalevov bola optimalizovand PCR s primérmi bez GC svorky podl'a postupu
v kapitole 9.6.1. Pre optimalizaciu bola pouzita DNA fragmentov S 5-6 a L 6-7. DNA bola
pred optimalizaciou precistena magnetickymi ¢asticami podl'a postupu v kapitole 9.7.

Optimalizacia sa tykala mnozstva dNTP, primérov, poctu cyklov, mnozstva horecnatych
i6nov, LA polymerazy a DNA.

V zmesiach A a B bolo optimalizované mnozstvo dNTP a pocet cyklov amplifikacie.
V zmesiach C bolo optimalizované mnozstvo primérov v 30 cykloch. V zmesiach D bolo
optimalizované mnozstvo DNA polymerazy, vzmesiach E mnozstvo Mg** idnov
avzmesiach F mnozstvo templatovej DNA. NajlepSie vyhodnotené vysledky
z predchadzajucich optimalizacii s naymensou intenzitou ne$pecifickych produktov PCR boli
pouzité v zmesi G, kde bolo znovu hodnotené mnozstvo templatovej DNA. Zlozenie zmesi
pre PCR je uvedené v tabulke 20, 21 a 22. Vysledky gélovej elektroforézy pre zmesi A, B a C
st uvedené na obrazku 11, pre zmesi D, E a F na obrazku 12 a pre zmes G na obrazku 13.

Tabul’ka 20 ZloZenie optimalizovanych zmesi A-C pre PCR s primérmi bez GC svorky

¢ komponent objem [ul]
: P Al |l A2l a3 B B2 B3| 1| 2] c3
voda pre PCR 123 | 128 | 133128 [ 133 ] 138 | 13.8 | 143 | 148

LA pufor kompletny 2.5 2.5 2,5 2.5 2.5 2,5 2.5 2.5 2,5

zmes dANTP (10 mM) 2 1,5 1 1,5 1 0,5 0,5 0,5 0,5

.| primér F357 (10 pmol/ul) | 1 1 1 1 1 1 1 0,751 0,5

Rl Pl Pl I e

.| primér R518 (10 pmol/ul) | 1 1 1 1 1 1 1 0,751 0,5
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¢. komponent objem [ul]

Al A2 | A3 B1 B2 B3 C1 C2 C3
6. DMSO enhancer 1 1 1 1 1 1 1 1 1
7. MgCl, (25 mM) 4 4 4 4 4 4 4 4 4
g.| LApolymerazaTopBio | ) 15| o5 | 05 [ 02 | 02 | 02 | 02 | 02

(5 U/ul)
9. | DNA matrica (100 ng/ul) 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Pocet cyklov 40 30 30

Obrazok 11 Agarozova gélova elektroforéza produktov PCR optimalizovanych zmesi A, Ba C
1234 567 891011121314151617181920212223242526272829303132 333435363738

1000 bp
500 bp
$pecificky produkt PCR
193 bp
100 bp
dimery primérov
. > et
beh | zn. DNA detekcia produktov PCR pritomnost’ neSpecifickych
produktov
1 negativna kontrola - -
2 Al pozitivna kontrola +++ +
3 S 5-6 + +
4 L 6-7 +++ +
5 negativna kontrola - -
6 A2 pozitivna kontrola +++ +
7 S 5-6 + +
8 L 6-7 +++ +
9 negativna kontrola - -
10 A3 pozitivna kontrola +++ ++
11 S 5-6 + ++
12 L 6-7 +++ ++
13 DNA standard 100 bp
14 negativna kontrola - -
15 B1 pozitivna kontrola +++ ++
16 S 5-6 ++ ++
17 L 6-7 +++ ++
18 negativna kontrola - -
19 B2 pozitivna kontrola +++ ++
20 S 5-6 ++ ++

[®))
(o/¢]



beh DNA detekcia produktoy PCR | Pritomnost’ neSpecifickych
produktov

21 L 6-7 +++ ++

22 negativna kontrola - -

23 B3 pozitivna kontrola +++ ++

24 S 5-6 ++ ++

25 L 6-7 +++ ++

26 negativna kontrola - -

27 Cl pozitivna kontrola +++ ++

28 S 5-6 ++ ++

29 L 6-7 +++ ++

30 DNA standard 100 bp

31 negativna kontrola + -

32 2 pozitivna kontrola +++ -

33 S 5-6 ++ +

34 L 6-7 +++ +

35 negativna kontrola - -

36 c3 pozitivna kontrola + -

37 S 5-6 ++ +

38 L 6-7 +++ +

+, ++, +++ produkty PCR o r6znej intenzite
- produkty PCR neboli detegované
Tabul’ka 21 ZlozZenie optimalizovanych zmesi D-E pre PCR s primérmi bez GC svorky
¢. Komponent objem [ul]
D1 | D2 | D3 | E1l E2 | E3 E4 F1 F2
1. voda pre PCR 14,8 (1485|149 | 143 | 13,8 | 13,3 | 12,8 | 15,05] 15,3
2. LA pufor kompletny 2.5 2.5 2,5 2.5 2.5 2,5 2.5 2.5 2,5
3. zmes ANTP (10 mM) 051051051105 ]051]05]051] 051 0,5
4. | primér F357 (10 pmol/ul)| 0,5 | 0,5 | 0,5 1 05 | 0,5 | 0,5 | 0,5 | 0,5 | 0,5
5. | primér R518 (10 pmol/ul) | 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
6. DMSO enhancer 1 1 1 1 1 1 1 1 1
7. MgCl, (25 mM) 4 4 4 4,5 5 5,5 6 4 4
LA polymeraza Top Bio |, | 151 01 | 02 | 02 [ 02 | 02 | 02 | 02
(5U/ul)
DNA matrica (100 ng/ul) | 1 1 1 1 1 1 1 0,75 | 0,5
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Obrazok 12 Agarozova gélova elektroforéza produktov PCR optimalizovanych zmesi D, E a F

23 456 010111213141516 020 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37

1000 bp
500 bp
§pecificky produkt
233 bp
100 bp
dimery pnmerov
beh | zn. DNA detekcia produktov PCR pritomnost’ neSpecifickych
produktov
1 negativna kontrola - -
2 pozitivna kontrola +++ -
3 bl S 5-6 ++ ++
4 L 6-7 +++ -
5 negativna kontrola - -
6 D2 pozitivna kontrola +++ -
7 S 5-6 +++ ++
8 L 6-7 +++ +
9 negativna kontrola - -
10 D3 pozitivna kontrola +++ -
11 S 5-6 +++ ++
12 L 6-7 +++ +
13 DNA standard 100 bp
14 negativna kontrola - -
15 Bl pozitivna kontrola +++ -
16 S 5-6 + ++
17 L 6-7 +++ -
18 negativna kontrola - -
19 0 pozitivna kontrola +++ -
20 S 5-6 ++ ++
21 L 6-7 +++ -
22 negativna kontrola - -
23 B3 pozitivna kontrola +++ -
24 S 5-6 + ++
25 L 6-7 +++ -
26 negativna kontrola - -
27 B4 pozitivna kontrola +++ -
28 S 5-6 ++ ++
29 L 6-7 +++ -
30 negativna kontrola - -
31 F1 pozitivna kontrola +++ -
32 S 5-6 ++ ++

70



beh DNA detekcia produktoy PCR | Pritomnost neSpecifickych
produktov
33 L 6-7 +++ +
34 negativna kontrola - -
35 " pozitivna kontrola +++ -
36 S 5-6 ++ ++
37 L 6-7 +++ -
+, ++, +++ produkty PCR o r6znej intenzite

produkty PCR neboli detegované

Tabul’ka 22 ZloZenie optimalizovanych zmesi G pre PCR s primérmi bez GC svorky

, objem [ul]

¢. komponent GL | a2 | a3
1. voda pre PCR 12,9 | 13,15| 13,4
2. LA pufor kompletny 2,5 2.5 2.5
3. zmes ANTP (10 mM) 05105 | 05
4, primér F357 (10 pmol/ul) 05105 | 05
5. primér R518 (10 pmol/ul) 05 | 05 | 05
6. DMSO enhancer 1 1 1
7. MgCl, (25 mM) 6 6 6
8. | LA polymeréza Top Bio (5U/ul) | 0,1 | 0,1 | 0,1
0. DNA matrica (100 ng/ul) 1 0,75 | 0,5

Obrazok 13 Agarozova gélova elektroforéza produktov PCR optimalizovanych zmesi G
6 7 8 010111213

1000 bp

500 bp

Specificky produkt

12343

193 bp
100 bp
diméry primérov
beh zn. DNA detekcia produktov PCR pritomnost’ neSpecifickych
produktov
1 negativna kontrola - -
2 Gl pozitivna kontrola +++ -
3 S 5-6 ++ +
4 L 6-7 +++ +
5 G negativna kontrola - -
6 pozitivna kontrola +++ -
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- AT I
beh DNA detekcia produktoy PCR | Pritomnost neSpecifickych
produktov

7 S 5-6 +++ +

8 L 6-7 +++ +

9 DNA §tandard 100 bp

10 negativna kontrola - -

11 3 pozitivna kontrola +++ -

12 S 5-6 +++ -

13 L 6-7 +++ -

+, ++, +++ produkty PCR o r6znej intenzite

produkty PCR neboli detegované

v' Agarozova gélova elektroforéza preukazala, ze najoptimalnejie podmienky pre

reamplifikaciu amplikonov boli v zmesiach B3 (0,5 ul dANTP) a C3 (0,5 ul DNA).
30 cyklov bolo pre analyzu vhodnej§ich ako 40. NajmenSie mnozstvo
nesSpecifickych produktov PCR bolo viditelné v zmesiach D3 (0,1 ul DNA
polymerazy), E4 (6 pl Mg®* ionov) aF2 (0,5 ul DNA). Najmensie mnoZstvo
neSpecifickych produktov PCR bolo viditelné vzmesi G3 (0,1 ul DNA
polymerazy, 6 ul Mg®* iénov a 0,5 ul DNA (obsahujucej 1 ng/pl a viac DNA, vid’
dalej)). PCR zmes pozostavala z kompletného LA pufru (5 ul), dNTP (0,5 pl),
primérov (0,5 ul), DMSO (1 ul), MgCl, (25 mM), LA polymeraza (5 U/ul), a DNA
matrice (100 ng/ul).

10.7.2 Stanovenie citlivosti reamplifikacie

S cielom stanovit odhadom mnozstvo DNA v PCR zmesi prebehlo stanovenie najnizsieho
mnozstva DNA, ktoré sa amplifikuje v PCR a poskytuje viditeIné produkty PCR na géle.
Stanovenie citlivosti prebehlo za pouzitia primérov F357 GC a R518. K stanoveniu citlivosti
reamplifikacie produktov PCR bola pouzita DNA v mnozstve 100 ng— 100 fg riedena
desiatkovym riedenim. DNA bola izolovana z bakterialnej kultary Lactobacillus gasseri K7.
K stanoveniu citlivosti boli pouzité priméry F 357 aR 518 bez GC svorky. Vysledky
agarozove] gélovej elektroforézy produktov PCR su uvedené na obrazku 14.

Obrazok 14 Agarozova gélova elektroforéza produktov PCR (193 bp) pre stanovenie citlivosti
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beh DNA mnoistvo DNA | 9¢t€keia produktov

1 negativna kontrola -
2 pozitivna kontrola 100 ng ++
3 DNA standard 100 bp

4 K1 100 ng +++
5 K2 10 ng ++
6 K3 1 ng +
7 K4 100 pg -
8 K5 10 pg —
9 K6 1 pg -
10 K7 100 fg -

+, ++, +++ produkty PCR o r6znej intenzite

- produkty PCR neboli detegované

v' Pomocou pouzitej metddy je na agardzovom géle mozné identifikovat produkty
PCR ziskané po amplifikacii 1 ng a viac DNA v PCR zmesi.

10.8 VysokorozliSovacia analyza kriviek topenia amplikonov

Pre vysokorozlisSovaciu analyzu kriviek topenia boli pouzité dve sady primérov. Prvymi
boli priméry F357 a R518 [36], pomocou ktorych boli reamplifikované vybrané fragmenty
z DGGE (vyznacené na obrazku 8 a reamplifikované s primérmi bez GC svorky). Pre priméry
UPF aUPR [37] bola ako DNA matrica pouzitda DNA izolovand zo syrov, nalevov
i bakterialnych buniek riedena na 10 ng/ul (obrazok 2, tabul'ka 15).

10.8.1 HRMA amplikonov s primérmi F357 a R518

Produkty PCR-DGGE boli reamplifikované s primérmi F357 a R518 pomocou cykléru pre
PCR v redlnom case, ktory umoziiuje analyzu kriviek topenia s vysokym rozli§enim. Zlozenie
reamplifikaCne; zmesi je uvedené v tabulke 11, pouzity program pre PCR je uvedeny
v tabulke 13 a program pre HRMA v tabulke 14. Analyzované boli fragmenty po DGGE
amplikonov po amplifikacii DNA syrov a nalevov (obrazok 8) a bakterialnych buniek, ktoré
pri DGGE vykazovali podobnu polohu (M1, M2, M5, M6, M7, M8, M9, M25). Pri vSetkych
vzorkach boli amplifikované a analyzované vsetky fragmenty vyskytujice sa v jednotlivom
behu DGGE gélu. Krivky topenia fragmentov st uvedené v prilohe 2.

V pripade vacSiny fragmentov sa hodnoty Tm pre jednotlivé fragmenty lisili od priemerne;
teploty 0 0,2 °C. V pripade vzoriek M8 a M9 boli rozdiely teplot vacsie. V pripade vacSiny
fragmentov bol amplifikovany jeden pik pri jednej teplote. Vo vzorkach M8-13 a M8-14 boli
amplifikované dva piky.

v" Pomocou HRMA analyzy produktov PCR-DGGE bolo zistené, ze viaceré
fragmenty pritomné v jednom behu maju rovnaké hodnoty Tm (s vynimkou L5, M8
a M9).
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10.8.2 HRMA amplikénov s primérmi UPF a UPR

Kvoli overeniu zistenych informacii prebehla PCR v readlnom cCase s naslednou HRMA
analyzou aj s primérmi UPF a UPR [37]. Matricou bola DNA izolovana zo vzoriek syrov,
nalevov 1 bakterialnych buniek. Produkty PCR kontrolnych syrov, rovnako ako kontrolnych
nalevov a pokazenych syrov i nalevov vykazovali 1, alebo 2 piky. Teploty topenia su uvedené
v tabul'ke 21. Krivky topenia fragmentov st uvedené v prilohe 3.

Pri porovnani teplot topenia bolo zistené ze teplota topenia vzoriek kontrolnych aj
pokazenych syrov je porovnatelna s teplotou topenia lyofilizovanej Startérovej kulrury.
Teploty topenia kontrolnych nalevov sa vyrazne liSili od teplot ostatnych analyzovanych
vzoriek.

Tabul’ka 21 Teplota topenia amplikonov ziskana HRMA analyzou produktov PCR (UPF

a UPR priméry)
T T Tm T Tm
DNA [°C] DNA [°C] DNA [°C] DNA [°C] DNA C]

KS1 | 864 KL1 | 83,3 M1 | 87,8 MI10 | 86,6 MI19 | 875
KS2 | 864 KL2 | 83,2 M2 | 87,7 MI11 | 87,1 M20 | 86,8
KS3 | 86,5 KL3 | 83,2 M3 87 Mi12 | 87,8 M21 | 87,1
S1 86,3 L1 86,2 M4 | 89,1 MI13 | 88,1 M22 | 874
S2 | 86,4 L2 86 M5 | 87,6 M14 | 86,6 M23 | 87,3
S3 86,4 L3 | 86,1 M6 | 86,5 MI15 | 859 M24 | 86,7
S4 | 86,4 L4 | 86,1 M7 | 879 Mil6 | 87,1 M25 | 86,3
S5 86,3 L5 86 M8 | 88,2 M17 | 87,7
S6 | 86,2 L6 | 86,1 M9 | 86,4 MI18 | 87,7

v' Porovnanim teplot topenia syrov a nalevov so vSetkymi vzorkami bakterialnych
buniek bolo zistené, Ze porovnatelné teploty topenia maju aj vzorky M6
(Staphylococcus epidermidis) a M9 (Acinetobacter baumanii/calcoaceticus). Tieto
vysledky zodpovedaju aj vysledkom DGGE analyzy.

10.9 In silico analyza sekvencii

Fragmenty vyrezané z gélu po DGGE analyze areamplifikované s primérmi bez GC
svorky [36] (KS 2-1, KS 2-3, KS 2-8, KS3-1, S 1-1,S 1-2, S 1-3, S 1-5, S 1-7, M 25-1, M 25-
2 aM 25-3) a produkty PCR po amplifikacii DNA s primérmi UPF a UPR [37] (KS3, S1, L3
aM25) boli podrobené sekvenénej analyze. Dizka &itatelnej sekvencie bola pre amplikony
ziskané po DGGE 140 — 180 bp. Pre ostatné amplikony bola dizka sekvencii 360 — 420 bp.
Sekvencia primérov UPF a F 357 bola takmer zhodna. Priméry sa lisili iba pritomnostou T na
oboch koncoch sekvencie.

Ziskané sekvencie boli pomocou programu BLAST priradené k sekvenciam v databaze
GenBank, a bolo zistené, pre ktoré mikroorganizmy su tieto sekvencie Specifické.

Jednotlivé sekvencie a vyhl'adané Specifické mikroorganizmy mdzete vidiet v tabul'ke 22.
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Tabul’ka 22 In silico analyza sekvencii

fragment

/4

primér

sekvencia

Specifita

pozn.

KS 2-1

CGGGCCCTCTCTACTGGCAGTACGTCCTTCAKCACGTRCG
SGGCGCCRGGTTCTTCKCTACCCYGTAGTTTTACAACCCWAAG
ACCTTCTTCCTCGCCGGCGTTGCCCGGTCAGACTTTCSTCCAT
GGCCGCGGCTGCCGCCYCCCGTACCCGRAAAWAA

CGTCACCTCTATATAGTGSTACGTCACTTGCGTAGTGTCC
AATGCAYCRGGTTCTTCKCTATGTCGGAGTTTAACAATCCGAA
GACCTTCTTCASTCGGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCSTCC
ATTGCCGCGGCTGCCGCCTCCCGTACCSSKRAAACA

KS 2-3

GTCCATGTCGACTGGCGGTCCGTCCCGCMKCACTTTCGAA
GGCGCCRGGTCCTTCKCTACCCCGTAGTTTGACAAGCCWAAGA
CCTTCTTCACTCGCCGGCGTTGCCCGGTCAGACTTTCSTCCAT
GGGCGCGGCCGCCGCCGGCKTACGSGWAAATAACTTT

CAATCACCTCGCAGATAGTGCTACGTCACTTCGTGAGTGT
CCAATGCTWTCRGGTTCTTCKCTCTGTTGGASTTTAACAACCC
WAAGACCTTCGTCASTCTCGCGGCGTTGCGCGGWCAGACTTTC
STCMATTGCCGARATGCCCCCCGCTGCCCCGGKATTACGCCCC
TCACC

KS 2-8

GACTCCCCTCTACTGGGACTACGTCACTTCATCACTTTCA
ATCTCGTCRGGTTCTTCKCTACCYCGGAGTTTTACAATCTAAA
ACCTTCGTCACTCACGCCGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCC
ATTMGCGARGACGCCGCGYGCKGACGGTAATAATACSSYSCCA
CACSGYAATAA

Lactococcus sp., L. lactis,
L. L ssp. lactis

AAACCATCTCGACTCTGTGTGAGGTCRCTTGCGAAACTGT
MCAMGCTTWTCRGATCGKTCRCTATGTTGGAGTTTAACAATGT
TGGTACCATCGTCAAGCTCGCCGCGTTGCTCGGTTGACTTTCS
TGGTTGGCGACTACGTGCCMKCWGACGGTATCSGSCCGCWCAC
GGTATAA

KS 3-1

GTACTAGTCTCCTCGCGGCGTCCTTCCTCATTTTGAAGGM
CGTCRGGTGATTCACTACYCTGTTCTTTTACAATCCGGTGCCT
TCGTCGGACACCCGGCGTTGCGCGGTCAGACTTTCGTCCATTG
GCGARRACCCCYCGGCCKGACYCCYWGTAYTACSCCCCCCACC
CTTAAATA

Enterococcus casseliflavus,
uncultured Vagococcus sp.

kek

CAACACCGCTAACTCTGTSTGAGCTCRCTTGCGTGAGTGA
CSAAKGTTTTCGGATCGTTCWCTCTGTTGGARTTTAACAATCC
TAGTACCTTCGTCAMTCTCGCGGCGTTGCTCGGTTGACTTTCS
TCCATTGGCGCSTACGTGCCMGGCTGACCGGTAATACGTCCTC

S1-1

CGCCGTCCATGCACTGGTAGGACGTCCCGCTCGCTTTCGS
GCTCGTCRGGTTCTTCKCTACCCCGGAGTTTTACAATCCGAAA
ACCTTCCTCCTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCCM
TTMCCGCGGCTGCCGCCSGCGTARGGSGTAGAA

Lactococcus sp., L. lactis,
L. L ssp. lactis, Bacillus sp.

GATTATGTCACTCTCTGAGCTACGTCACCGCGTAGTTTCC
SGCTTWTCRGGTCCTTCGCTACGTCGGAGTTTAACAAYCCGAG
RACCTTCTTCACTCGGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCSTGR
TTGCCGCGGCTGCCGCCGCKTCAGSTRTATCTG

S1-2

GTAATCTCGTTCTGGGAGGACCGTCCTTGCTTACTGTGAA
GCTYGTCRGGTTCTTCKCTACYYCGGAGTTTTACAATCCAAWA
CCTTCTTCGCTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCGT
TGGCGARGACGCCGYSCCKTACSGTGTAGTACTA

Uncultured Vagococcus sp.,
Lactococcus lactis,
Enterococcus sp., Bacillus
horti

kek
[/ kEE
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/4

primér

sekvencia

Specifita

pozn.

ACCAAGTCGCTCTCTGASCGACGTCRCTTGCGTGAGTGAC
AAGCTTWTCRGATCCTTCKCTAYGTCGGAGTTTTACAATCCGA
AAACCTTCGTCACTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCST
GGTTGCCGACGACGTGCCCGCCKTAAGGTATCAGCCCCCCCAC

Uncultured Bacillus sp.,
Enterococcus sp., Vagococcus
sp., Bacillus horti, Sporomusa

sp., Enterococcus faecium,
Bacillus sp.

kek
[/ kEE

GTACCTATATCGACAGGCGTTACGTCCTTGATAGCTTTCG
AMGCTCGTCRGGTTCTTCKCTACCYCGGAGTTTTACAATCCGA
GKACCTTCTTCRCTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCGT
CCATTGCCGCGGCCGCCGCCKCCKTACSGSGTAGKACTAA

Lactococcus sp., L. lactis,
L. L ssp lactis

S1-3

ATCAACTCGCTCTCTGTGCTACGTCACTTGCGWAGTTTCC
ACGGTCWTCRGGTCCTTCKCTACGTCGGAGTTTTACAATCCGA
AAACCTTCGTCACTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCGT
CMATTACCGAGGCCGCYGCCGGCWTGCGGTAATACAGCCCCCC
CAC

Enterococcus sp., Bacillus
sp., B. horti, Vagococcus sp.,
Enterococcus casseliflavus

kek
[/ kEE

GTCGCAAGATATTAGTGGGAGSACCGTCCCGCTGAGCTTT
CCAMGCTCGTCRGGTTCTTCKCTACCYCGGAGTTTTACAATCC
GAGTACCTTCTTCGCTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTC
GTCCATTGCCGASGACGCCGCCSCCKTACSGSGTAGTA

Lactococcus sp., L. lactis,
L. L ssp lactis

S 1-5

GAGTATGTCTCTCTCTGTGCTACGTCACCGCGTACTGTCC
SGCTTWTCRGATTCTTCKCTACGTCGGAGTTTAACAATCCTAG
KACCTTCGTCACTCTCGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCSTG
GTTGCCGCSGACGCCGCCGCCKTGCGGTAATCGCTTG

Enterococcaceae,
Streptococcus mutant

kek

AACTCACACGATGTGGGAGTTACGTCCTTGATCAGCTTTC
GAATCTCGTCRGGTTCTTCWCTACYYCGGAGTTTTACAATAAT
AAACCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCGT
CCATTGGCGARGACGCCGYGSCCKGACSGKGTGTACTAGCCCA
c

Lactococcus sp., L. lactis,
L. L ssp lactis

S1-7

AAACCGAGTCGACTCTGASTGACGTCRCTTGCGTGACTTT
CCCTCTCWTCRGATTCTTCWCTCTGTCGGAGTTTAACAATCCT
GGTACCTTCGTCAAGCTCGCGGCGTTGCTCGGTTGACTTTCRG
GGTTGGCGACTACGTGC

GCGAATACGATCTGGGCGGTCCGACGCCTCGCAYTTTCGA
ATGTCGTCKGGTTCTTCACTCTGCTGTTGTTTAAGAACCCRAA
RACCTTCTTCACTCWCCCGGCGTGGCTCGGTCACTTTCGTCCA
TTGGCAARATTTCCCCCGGCSCCCCCSGGGAKAAAA

M 25-1

CCGATCTCGTACTCGGTSTTAGGTCRCCTGCGTGMGTGAC
GAAKGTTTTCGGATCCTTCWCTCTGTTGGARTTTAACAACCCR
AGKGCCTTTGTAARTCTCRCGGCTTGCCGCGGTTACCTTMAAM
GGATGGGCAAAATTTCCCCCYGGCSCCCCGSKAATA

CACATCCATCGATCTGGTAGTACGATCCCTCMCATTTTGG
AATGTYGTCTGATTCTTCACTACYCTGTTGTTTTAGAATCCHWA
ATCCWAATGCTTTCTTCAGTCWCCCGGCGTTGCGTTGCGCGGT
CACTTTTCGTGGGGGGGAARATTTCCCYCCCGGCCCCCSGKGA
TATTA

M 25-2

GCTTAGTCGATCTCTGTSTTAGCTCRCCTGCGTGYGTGAC
CAAKGTTTTCGGATCCTTCWCTCTGTTGGARTTTAASAACCTT
AATGCCTTTGTCARTCTCRCGGCGTGCCGCGGTCTACCTTMAA
MGGGAGGGCWAARATTCCCCCMGGCSCCCCCCYAAT
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fragment

/4

primér

sekvencia

Specifita

pozn.

M 25-3

CCGTACTCGATCTGTTTGGTACGACACCTCGCAYTTTCGA
ATGTTGTCRGGTTCTTCACTACGCTGTAGTTTTACAATCCRAA
CCTTCTTCACTCWCGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCCA
TTCCGARGATTCCCCCCGGCTGACCCCKGATAAAAA

Bacillus sp., B. horti
Lactococcus lactis,
Enterococcus casseliflavus, E.
faecalis, uncultured
Vagococcus sp.

kek
[/ kEE

TCCTACGTCGTTCTCTGTGTGAGGTCRCCTGCGTGAGTGT
CCAAKGTTWTCGGGTCCTTCWCTCTGTTGGARTTTAACAACCC
SAAKGCCTTCGTCARTCTCGCGGCGTGCCGCGGTTGCCTTMAA
MGGATTGGCAAARACCCCCCMGGCSCYACGGKAAT

KS3

TTTTTCTTCGCCTGGCGCCGGCAGCGCWGGTATMCAGYYC
TTTCGCCSCGGKGKKSCKCSRWATGKCVRGCTTWMAMCGGTAC
AATGGAAATCCAATGAAAAGAGGCCTCTTTCACCATTTCCRAG
AGACATGGAAGACATCTATRGAATTTACARTGGGGGTTA

TTTTTTGTTTTTTGGGCCGGCAGCGCTGGTYTCAGCTCTT
TCCCCCGGKGRAATCGGATKSTCCTTTTYCCSCTASSRTGGAA
ATCCGTCTCCGCTCCGGGCCTTTCCACRTTTTCATRCCACAAT
TGTTTAACCYTCTSTAGCGATTAACCMRCCCTAG

S1

TTGTTTTCCTTTTCTCCCCTCAGYKCWGGYATAYRGCCRC

TTTCGCCACCGGKGRWCCTCCRATTCATACCATTTCCCGCTAC
CATGGAATTCCACTCTCCTCTCCTGCCTCAATCTACCGTTTCC
ATGCMTACATHHTTKAACCCTKCCTTTTMMCCCACTTWAEAAC
CCCCTTCGCTCCGGTTAACCCCAAAAATCCCGGAAAACCTSGG
GCCAATAAACCGGCGGCGTTGRACRAAAAGCCGTCCTTTRGGG
AGTGACGAACGTGAGAGAAMCCTCRCAGAASGAATCCAAAAAA
AGTTAAAAACGGAAAAGCGAACAACGCGGGASGACATGAGGTC
CAACGTGGGAAGTTSGAYAGTGCCGGGAGG

ATTCTTATTTTCTTTTTTCYYGWCAGYKACWGGMRRTAYS
AGMCARCTTTCGCCACCGGKGTTMCTCCATATATCTACCCATT
TCACCGCTACCATGGAATTCCACTCTCCTGCACTCAAGTCTAA
CAGTTCAATGCATACMATGGTTGAACCACTGCCTTTTTCACCC
CACTTWAAAAACCCCTGCACTCCCTTTTASCCCCAAAAAACCC
GGGAAACTCSGGGCTACAKAATAAACCGCGCCKGCTGGCARTA
TTAGRAACCCTTCAGGGAAGAGASGAATTGAGAGAATCCATCG
CARAGGAATTGTAAAAAAAGATGGTAAAACSGAAAATGGTCAT
CAGCGGGAGGAAGYSAAGC

Enterococcus faeccalis,
Bacillus sp., Lactobacillus
agilis

kek

L3

TTCCTTCTTCTCTCTTCGGTACGWCATGTTACSYAGAKAG
WCRCCTTCGCCACTGGTGTTCWTCCTAATATCTACSTATTTCA
CCACTACACTARGAATTCCACTCTCCTCTGTTACACTCAAGAT
AACCARTTTCAAACSCARTCTGTCGGTTAARCCGACACCTTTC
MAGCTTRACTTTCTTAWCCACCRTCCTACCCTTTACGCCCAAT
AATGCCAGAAAACCTTGGCTCCACMGATTACCGCGGCRGCCRG
GAATGATTAAGCAATTGTTCCTTCAAAGGCCRGAAGGAGGGAG
WTTTATAGAAGGSGGATTTCCCAAGGAAGAGTATAMAACCKAA
GAATTCTTCAYTCGGCGGAGTTGCTCCTCAGGTTTACCCAGGG
GGAAAGATCCGAYTAAACCSGGTGGGT

Halanaerobium sp.,
uncultured organism

kek
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ATCCCTGTCTTCATCTTTTCTCYWCGTCATGTTACCYAGA
DAGTCRCCTTCGCCACTGGTGTTCWTCCTAATATCTACGTAAT
TTCACCACTACACTARGAATTCCACTCTCCTCTGTTACCTCAA
GATAACCMRTTTCAAACSCARTCTGTCGGTTAAGCCGAACCTT
TCMAGCTTGACTTTATTAASGACCTGGGGCCCTTTACGCCAAA
R AAATTCCAGGCACCTTRGCCCGAAKGATACGCCGGTCCTGGAC -
GAGTTAAARTGGTCCCGAAGACTGARGGAGGAGACTAKAGACC
GCGGTCTCCWAAGGAAGACTAACACCGAAGACGTCATCMTCAG
CGGCGTTGGTCCMTCAGGCATTACCCAGGGGGGAAGATCGGAC
TGCTGCCGGGTGGCSTT

TTTTCTTTCCTTTCTCCYTGTCAGYTACGCGCYRAATRGM
MRCTTTCGCCACCGGKGWWMMTCMATATATCTACCCATTTCCC
GCTACACATGGAATTCCACTCTCCTCTCCTGCACTCMARTCYA
CCMRTTTCCAATGCATACAAT GGTTGAACCAATTCCTATTACG
GTCAATTTAAAAAACCCCCTGCCTCCGGTTTYCCCCCARAAAA Lactococcus sp., L. lactis L.
F | TccceeanansTTRGGGACCHCAGATTTACGGCGECTGCYGGE 1. ssp. lactis
AMGTATTAAGCCATCCGTTTCAGGGAAGTTACCGACACTTGAW

RAGCATTCCMRCGAARAAGGTTCTGTCTAAAAAARAGGRGAAA
AAARGGAAAACTTCGTCAACMGGCGGS GAGGACGGTGAAGCRR
KAAACWT GGGGAAAAAACCGGACAGAT CTGGGGAKG

M25

TGARAAYGGTATCAAYTTTCYCTTGTCAGYTACGCGCYRAA
TRGMMARCKTTCGCCACCGGTGTTCCTCCATATATCTACSCAT
TTCACCGCTACACATGGAATTCCACTCTCCTCTCCTGCACTCA
ARTCGACCAGTTTCCAATGCATACMATGGTTGAACCACTGCCT
TTTACACCARACTTAATAAACCACCTGCCCTCCCTTTACSCCC
R | MAAAAATCCGGGGAARACTCGGGGACAKCATATTACCRCGGGG :
CGGCGGGAARAARTTAGCCRTCCCGTTCAGGGAAGTTACCGMC L. ssp. lactis
ARTGARGAGCASGRARGKGAAAGGAGGAAMS GTGTAAAAAAAR
GGGGAACRAGCRAAAACMTCTGCCMTCHGGCGGGTGGCACGKY
GAAGYTT YMWMCATGGGGAASAT CCGGAAAGATGCCGGKAGGC
AG

Lactococcus sp., L. lactis L.

* — §tartérova kultura
** — yykultivované z pokazenych syrov a nalevov
*#% — nevykultivované

10.10 Porovnanie identifikdcie mikroorganizmov pomocou DGGE, HRMA
a sekvencnej analyzy

Porovnanie mikroorganizmov identifikovanych v kontrolnych a pokazenych syroch
ziskanych pomocou pouzitych metod (DGGE, HRMA a sekvenovanie) je uvedené v tabulke
23.

Tabul’ka 23 Porovnanie identifikicie mikroorganizmov pomocou réoznych metéd

DGGE HRMA sekvenovanie
Lactococcus lactis Lactococcus lactis Lactococcus lactis
Bacillus licheniformis Bacillus sp. Bacillus sp.
Acinetobacter Acinetobacter Enterococcus sp.

baumanii/calcoaceticus | baumanii/calcoaceticus Streptococcus sp.
Staphylococcus Klebsiela oxtoca Vagococcus sp.
epidermidis Serratia marcescens Halanaerobium sp.

v" Pomocou porovnania polohy bendov boli v syroch identifikované tri bakterialne
druhy. Porovnanim tepldt topenia boli HRM analyzou identifikované Styri bakterialne
druhy. In silico analyzou sekvencii ziskanych sekvenaciou bolo identifikovanych Sest’
druhov baktérii.
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11 DISKUSIA

Zo sedimentov bakterialnych buniek boli pripravené hrubé lyzaty buniek. DNA bola
izolovana z 500 pl hrubého lyzatu buniek. DNA bola nésledne izolovana pomocou fenolove;j
extrakcie.

Gélovou elektroforézou bola overena intaktnost izolovanej DNA. Na géle sa tvoril
v prevaznej viacSine pripadov diskrétny bend dostatoCnej intenzity. Okrem DNA bola
detegovana 1 RNA, pretoze bakterialne bunky obsahuju velké mnozstvo RNA [40]. Intenzita
bendov DNA 14 a 24 bola vel'mi nizka, ale pri overeni amplifikovatel'nosti pomocou PCR
boli amplifikované vsetky vzorky. Degradacia nemala vplyv na amplifikaciu, pretoze sa
amplifikovali kratke useky DNA (193 a 233 bp).

Spektrofotometricky bola stanovend koncentracia a overena CcCistota izolovanej DNA
(pomer hodndt A260/A280). Pomer absorbancii Cistej DNA by sa mal pohybovat’ v rozmedzi
1,8 az 2,0. Ak by vzorka obsahovala proteiny, pomer by bol mensi ako 1,8, v pripade obsahu
RNA by bol pomer vacsi ako 2,0 [35]. DNA izolovana fenolovou extrakciou z buniek bola
ziskana v koncentracii a Cistote vhodnej pre PCR. Iba vo dvoch vzorkach bola DNA
znecistena RNA (A260/A280 viac ako 2,0). Metdda fenolovej extrakcie je bezne pouzivanou
metddou pre izolaciu DNA z bakterialnych buniek [40]. Pomocou fenolovej extrakcie bola
izolovana DNA v mnozstve, v koncentracii a ¢istote vhodnej pre PCR.

V praci boli amplifikované DNA izolované zo syrov (3 kontrolné a 6 pokazenych) a zo
syrov (3 kontrolné a 6 pokazenych). DNA bola amplifikovana podla [33]. Pre DGGE analyzu
boli pripravené produkty PCR s GC svorkou [36]. Pre PCR s primérmi s GC svorkou bola
pouzita DNA zriedend na 100 ng/ul. Amplifikované produkty PCR boli priblizne rovnakej
intenzity. Okrem Specifickych produktov PCR (193, alebo 233 bp) boli detegované i1 dalSie
produkty PCR. Pomocou PCR s primérmi s GC svorkou boli pripravené produkty PCR
v kvalite a mnozstve vhodnom pre DGGE analyzu.

Z dovodu velkého mnozstva neSpecifickych produktov pritomnych v produktoch PCR
s primérmi s GC svorkou bola PCR zmes optimalizovana. Optimalizované bolo mnozstvo
Mg** idnov, mnozstvo dNTP, primérov a DNA polymerazy. Vsetky tieto komponenty mozu
ovplyviiovat vysledky PCR [41]. Vo vSetkych zmesiach pre PCR (Al — F3, viz tabul'ka 20, 21
a 22) boli amplifikované Specifické amplikony PCR o priblizne rovnakej intenzite. Jednotlivé
zmesi sa liSili v mnozstve neSpecifickych produktov PCR avich intenzite. Najviac
neSpecifickych produktov bolo po amplifikacii DNA v zmesiach A a C, najmenej v zmesiach
E aF. Za najvhodnejSiu pre d’al§iu analyzu bola vybrana zmes F3. Po amplifikacii DNA
s pouzitim tejto zmesi neboli na géle detegované vyznamné neSpecifické produkty. V tejto
zmesi bolo optimalizované ako mnozstvo dNTP, tak aj LA polymerazy.

DGGE produktov PCR zo syrov, nalevov a bakterialnych buniek bola pouzitad pre
porovnanie polohy amplikénov. Polohy amplikénov ziskanych po amplifikacii DNA zo syrov
analevov boli porovnané samplikonmi ziskanymi po amplifikacii DNA z bakterialnych
kultar. Pouzitou metddou boli od seba oddelené produkty PCR ziskanych amplifikdciou DNA
z roznych mikroorganizmov. To umoznilo porovnat amplikony syrov a nalevov s amplikonmi
kultar ziskanych kultivacne. Informacie ziskané DGGE analyzou boli nasledne overované.
Priblizne rovnaka polohu mali fragmenty M 2-12, M 6-5 a M 9-4, ¢o zodpovedalo druhom
Bacillus licheniformis, Staphylococcus epidermidis a Acinetobacter baumanii/calcoaceticus.
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Pomocou in silico analyzy boli za pouzitia bioinformatickych programov (GenBank,
NEBcutter®, BLAST) analyzované sekvencie 16S rDNA bakterialnych druhov uvedenych
v tabul'ke 2. V pripade vacsiny sekvencii boli tieto Specifické iba pre konkrétny bakteridlny
druh. Iba 2 sekvencie boli Specifické pre viac, ako jeden druh (Klebsiela sp. a Enterobacter
sp.). In silico analyzou bolo overené, ze pouzité priméry [36, 37] boli dostato¢ne Specifické
pre potreby nasej prace. Medzi primérmi boli sekvencie rozne.

Po amplifikacii DNA izolovanej zo syrov boli vyrazne intenzivne iné pruhy ako v pripade
nalevov. To poukazuje na vac§ie mnozstvo mikroorganizmov pritomnych v amplifikovanych
nalevoch. Po amplifikacii DNA z pokazenych syrov a hlavne nalevov bolo viditelné vicsie
mnozstvo pruhov, ako v kontrolnych vzorkach. To vypoveda pravdepodobne o kontaminacii
syrov aj nalevov mikroorganizmami, ktoré sa v pévodnych nepokazenych syroch a nalevoch
nevyskytovali.

V pripade DGGE uvedeného na obrazku 9 nedoSlo ani po opakovani k rovnakému
rozdeleniu jednotlivych bendov. Z dovodu pritomnosti velkého poctu amplikonov
v jednotlivych behoch DGGE nebolo mozné presne zistit, ktoré mikroorganizmy boli
kontaminantmi. Pritomnost viacerych amplikonov v jednom behu DGGE bola diskutovana
i v praci [49]. V tejto praci bolo preukazané, ze niektoré baktérie vykazovali vac§ie mnozstvo
amplikonov, aj ked sa jednalo o €ista bakterialnu kultiru. To bolo spdsobené pritomnost'ou
viacerych 16S rRNA génov [49]. Porovnanim amplikonov bakterialnych buniek, syrov
a nalevov boli ale zistené pravdepodobné kontaminanty.

Reamplifikacia produktov PCR-DGGE prebehla s pouzitim amplikonov vyrezanych
z DGGE gélu. Amplikony boli eluované v TE pufre aziskand DNA bola amplifikovana
s primérmi bez GC svorky. Ziskané boli produkty PCR v intenzite dostato¢nej pre precistenie
a d’alsiu analyzu.

Z ddvodu tvorby nespecifickych produktov PCR podl'a zmesi pouzitej pre priméry bez GC
svorky bola PCR s primérmi bez GC svorky optimalizovana.

V zmesiach A a B bolo ako optimalne zvolené mnozstvo dNTP 0,5 ul a pocet cyklov 30.
Tieto vysledky boli zvolené pre d’al§iu optimalizaciu. Pri optimalizacii mnozstva primérov
bolo za optimalne zvolené mnozstvo 0,5 ul a optimalizacia pokracovala s tymito
podmienkami. NajoptimalnejsSie zlozenie zmesi D a E bolo zvolené k d’alSej optimalizacii.
Ako optimalne bolo zvolené zlozenie zmesi G3, ktorého zlozenie je uvedené aj v tabul'ke
v tabul'ke 9.

Stanovenie citlivosti reamplifikacie ukazalo, ze pomocou agardzovej gélovej elektroforézy
nie je na agarozovom géle mozné identifikovat' DNA v koncentracii nizsej ako 1 ng/pl.

Produkty PCR-DGGE boli nasledne reamplifikované s primérmi bez GC svorky.
Analyzované boli vSetky vzorky syrov analevov avzorky sedimentov, ktoré pri DGGE
vykazovali podobné fragmenty. Pri vSetkych vzorkach boli amplifikované a analyzované
vSetky fragmenty vyskytujice sa v jednotlivom behu. V pripade vacsSiny vzoriek sa jednotlivé
fragmenty lisili od priemernej teploty o0 0,2 °C. V pripade vzoriek M8 a M9 boli rozdiely
teplot vacsie. Vo vzorkach M 8-13 aM 8-14 boli amplifikované 2 piky. Kvoli overeniu
zistenych informécii prebehla nasledne HRMA analyza aj s inymi primérmi — UPF a UPR
[37]. Matricou bola DNA izolovana zo vzoriek syrov, nalevov i bakteridlnych buniek. V
pripade viacsiny vzoriek bol amplifikovany jeden pik pri jednej teplote. V pripade malého
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poctu vzoriek softvér zariadenia identifikoval d'alsi pik pri nizkej teplote. Vo vsetkych
pripadoch boli tieto piky vel'mi nizke, o poukazuje na velmi nizku koncentraciu DNA
s takouto teplotou topenia. Vzorky kontrolnych syrov, rovnako ako kontrolnych nalevov
a pokazenych syrov i nalevov vykazovali vzdy 1 pik pri priblizne rovnakej teplote. Teploty
topenia su uvedené v tabul'ke 21.

Pomocou HRMA analyzy produktov PCR-DGGE bolo zistené, ze vyskyt viacerych
fragmentov pritomnych jednom behu nie je spdsobeny pritomnost'ou roznych bakterialnych
druhov. Pomocou HRMA analyzy s pouzitymi primérmi [36, 37] sa nepodarilo zistit’, ktoré
mikroorganizmy boli kontaminantmi. Vd'aka rovnakej teplote topenia vzoriek kontrolnych i
pokazenych syrov bola ale preukdzana pritomnost mikroorganizmov vyskytujucich sa
v lyofilizovanej Startérovej kultare. Nakol'ko v pracach zaoberajucich sa HRM analyzou sa pri
porovnani Cistych bakteridlnych kultar s konkrétnymi vzorkami podarilo zistit pritomné
mikroorganizmy [37, 50], predpokladame, ze kontaminantom bol mikroorganizmus, ktory sa
nepodarilo kultivovat’ pouzitymi kultivatnymi metdédami. Kontaminantom mohol byt tiez
mikroorganizmus, ktory patri medzi eukaryotné organizmy — pravdepodobne kvasinka.
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12 ZAVER

Tato diplomova praca sa zaobera pouzitim denaturacnej gradientovej gélovej elektroforézy
a vysokorozliSovacej analyzy kriviek topenia amplikénov k analyze mikroflory syrov.
V teoretickej Casti tejto prace boli charakterizované syry v sol'nych nalevoch a ich mikroflora.
Boli tu tiez popisané fenotypové, 1 genotypové metoddy sluziace k analyze baktérii
v potravinach. V ramci genotypovych metdd boli popisané pouzité metdody denaturacnej
gradientovej gélovej elektroforézy, analyzy kriviek topenia a 16S rDNA sekvenacie. Posledna
kapitola teoretickej Casti je venovana cielom a ulohami bioinformatickej analyzy, ktora je
nevyhnutnym krokom analyzy mikroorganizmov nasledujicim po sekvenacii DNA.

V experimentalne Casti sa tato praca zaobera aplikaciou a optimalizaciou denaturacne;j
gradientove] gélovej elektroforézy amplikonov ziskanych po amplifikacii DNA syrov
v sol'nom naleve aich nalevov. Optimalizované bolo zlozenie zmesi pre PCR pred DGGE
analyzou aj zlozenie zmesi pre reamplifikaciu amplikonov. V oboch pripadoch bol
optimalizovany pocet cyklov, mnozstvo dNTP, primérov, DNA polymerazy a mnozstvo DNA.
Cielom optimalizacie bolo odstranenie neSpecifickych produktov. DNA bola amplifikovana
dvoma sadami primérov. Pomocou porovnania polohy fragmentov s fragmentmi ziskanymi po
amplifikacii bakterialnych buniek izolovanych z analyzovanych vzoriek boli ako mozné
kontaminanty identifikované tri druhy mikroorganizmov.

Pomocou metody HRMA amplikénov bola posudend pritomnost’ iba jedného z tychto
druhov porovnanim sekvencii amplikénov in silico analyzou bolo identifikovanych pat
druhov baktérii réznych rodov.

Pomocou pouzitych metéd bola v analyzovanych vzorkdch overena pritomnost
Lactococcus lactis, ktory sluzil ako Startérova kultara. Ako kontaminant bol uréené Bacillus
sp., ktorého pritomnost’ bola zistena pomocou vSetkych pouzitych metod. Pouzité metody su
po d’alSej optimalizacii vhodné pre analyzu komplexnej mikroflory v syroch a nalevoch.
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14 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

A

APS
BLAST
BMK
bp

C
cDNA
ClZ

Cq
dATP
dCTP
DDBJ
DGGE
dGTP
DNA
dNTP
dsDNA
dTTP
EDTA
EMBL
emPCR
EST

G

G+

GB
GC-svorka
HC
HRMA
HTGS
IUPAC
kb

LA polymeraza
LC

MO
MLST
MPN
MRS médium
NCBI
ORF
OTU
PCR
PDI
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adenin

peroxosiran amonny

zékladny vyhl'adavaci nastroj pre lokalne priradenie
baktérie mlie¢neho kvasenia

pary baz

cytozin

komplementarna DNA

zmes chloroform-izoamylalkohol 24:1
prahovy cyklus

2'-deoxyadenozin-5'-trifosfat
2'-deoxycytidin-5'-trifosfaty

Japonska DNA databanka

denatura¢na gradientova gélova elektroforéza
2'-deoxyguanozin-5'-trifosfat
deoxyribonukleova kyselina
2'-deoxynukleotid-5'-trifosfat

dvojvlaknova DNA
2'-deoxytymidin-5'-trifosfaty

kyselina etyléndiamintetraoctova

Europska datova kniznica molekularnej bioldgie
emulzna PCR

Ciastocné sekvencie koncov

guanin

gram pozitivne baktérie

GenBank

guanozin-cytozinova svorka

vysoka koncentracia

analyza kriviek topenia s vysokym rozliSenim
vysokovykonné genomové sekvenovanie
medzinarodna Unia Cistej a aplikovanej chémie
kilobazy

,,Long and Accurate‘“ polymeraza, zmes 2 polymeraz
nizka koncentracia

mikroorganizmus

multilokusova sekvenacia

metoda najpravdepodobnejsieho poctu
médium podl'a de Mana, Rogosa a Sharpea
narodni centrum biotechnologickych informacii
otvoreny Citaci ramec

operacna taxonomicka jednotka

polymerazova retazova reakcia

index polydisperzity



PEG
P(GMA)
qPCR
RNA
rRNA

S

SDS

SK

T

Taq DNA
TBE pufor
TAE pufor
TEMED
TE pufor
TIII

U

U

polyetylénglykol
poly(hydroxyetylmetakrylat-co-glycidylmetakrylat)
kvantitativna polymerazova retazova reakcia v redlnom case
ribonukleova kyselina

ribozomalna ribonukleova kyselina

sedimenta&ny koeficient, 1 S = 10™%

dodecylsulfat sodny

Startérova kultura

tymin

termostabilny enzym izolovany z baktérie Thermus aquaticus
Tris-borat-EDTA pufor

Tris-acetat-EDTA pufor

tetrametyletyléndiamin

Tris-EDTA pufor

teplota topenia

jednotka enzymovej aktivity v biochémii (jednotiek na mikroliter)
uracil
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15 PRILOHY

15.1 Priloha 1: Denaturacna gradientova gélova elektroforéza

Obrazok 15 Denaturacna gradientova gélova elektroforéza produktov PCR s primérmi s GC

svorkou

123 45 67 89 1011121314151617 18192021 2223 24252627 28 2930

kontrola kontrola bakteridlne bunky
syry nalevy
KS1-KS3 S1-S6 KI1—XK13 L1-Lé M1 -M1i2

Obrazok 16 Denaturacna gradientova gélova elektroforéza produktov PCR s primérmi s GC
svorkou

123 45 67 8910111213141516171819 2021 22 23 242526 27 28 293031

kontrola kontrola bakteridlne bunky
syry nalevy
KS1-KS3 S1-S6 KL1-KL3 L1-L6 M13 -M25
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15.2 Priloha 2: Krivky topenia HRMA amplikonov s primérmi F357 a R518
Obrazok 17 Krivky topenia fragmentov KS 1-1 az KS 1-9

DNA | Ta [°C]
1 854
2 85,3
3 85,2
4 85,4
5 85,4
| 6 85,3
N U —— 7 85.3
= = s E 8 85,6
s . . A ; s : ; 9 85,4

Obrazok 18 Krivky topenia fragmentov KS 2-1 az KS 2-9

DNA [T, [°C]
i N 1 85.3
‘;"3‘(‘ 2 | 852
. B
4 85,3
5 85,4
. 5 | w5
7 85,2
| — el e eSS B 8 85,4
o | : : | : : | {9 85,3
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Obrazok 19 Krivky topenia fragmentov KS 3-1 az KS 3-6

0.11 m
59.9 88.7 DNA [OC]
1 85,3
2 85,2
3 85,4
4 85,4
5 85,3
6 85,2
Obrazok 20 Krivky topenia fragmentov S 1-1 az S 1-8

DNA [T, [°C]
1 85,4
| 2 85,2
3 85,1
4 85,2
5 85,3
6 85,1
| - 7 85,5
- 55 60 65 70 75 80 85 90 8 85’4

Temperature (°C)

90




Obrazok 21 Krivky topenia fragmentov S 4-1 az S 4-6

DNA

Twm [°C]

| |
: 2 | -
. o | s
a:ux 5 85,4
ot . s + T BU P b s 6 85,3
I
Obrazok 22 Krivky topenia fragmentov KL 3-1 az KL 3-5

‘ - D (i
f 1 85,2
go.os 2 85,4
|
002 | 4 85,3
5 86,1

Temperature (°C)
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Obrazok 23 Krivky topenia fragmentov L 4-1 az L 4-9

DNA

[°C]

Derivative Fluorescence

0.02

0.01

0.00

Temperature (°C)

w1 | 854
N 2 85,0
N 3 85,5

| 4 | 854
Z | 5 85,4
| 6 85,3

| 7 85,6
O'M 8 86,5
. . . . - - . L 9 86,0

Temperature ()
Obrazok 24 Krivky topenia fragmentov L 5-1 a7 L 5-8

» DNA [}‘(‘j“]
. 1 85,5
036 2 85,8
005 3 85,5

85,5

95

85,5

85,4

85,6

86,5
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Obrazok 25 Krivky topenia fragmentov M 1-1 az M 1-6

DNA | T, [°C]
'y 60.9 ‘3\358558
0.07 1 85,8
2 85,7
E 004 3 85,7
4 85,7
0.01 5 85,9
6 85,9
Obrazok 26 Krivky topenia fragmentov M 2-1 az M 2-12
DNA | T, [°C]
| 1 85.9
006 2 86,0
vos 3 86,0
) 4 85,9
_ | 5 86,0
6 86,1
002 7 86,1
8 86,0
| 9 85,9
o 10 86,2
11 86,1

93




Obrazok 27 Krivky topenia fragmentov M 5-1 az M 5-4

Temperature (°C)

59.9 86.1 DNA Tm [OC]
1 86,1
"\‘ 2 86,3
3 86,4
4 86,2

55 60 65 70 Tempe;furs 65 80 85 90 El
Obrazok 28 Krivky topenia fragmentov M 6-1 az M 6-5

. DNA | T, [°C]
1 85,0
2 85,0
3 85,0
4 84,9
' 5 85,0
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Obrazok 29 Krivky topenia fragmentov M 7-1 az M 7-14

DNA | T, [°C]
1 86,0
2 85,8
3 86,3
4 86,4
5 86,3
6 86,4
7 86,1
4 8 86,3
9 85,1
10 86,3
11 86,4
12 86,3
13 86,3
14 86,3

Obrazok 30 Krivky topenia fragmentov M 8-1 az M 8-14

DNA | T. [°C]
1 85,5
2 85,6
3 85,6
4 85,7
5 85,5
6 85,6
7 85,5
8 85,6
9 85,5
10 85,2
11 85,1
12 85,2
13 85,4
= " . . PO ® ? 14 86

95




Obrazok 31 Krivky topenia fragmentov M 9-1 az M 9-4

e
b4

Derivative Fluorescence

o
o

85.1 DNA Tm [OC]
/ 86.3

|
9"“ ‘ 1 85,1
2 85,2
| 3 85,1

— "‘ W
4 86,4
65 70 Tempe;furi =5 80 85 N o«

Obrazok 32 Krivky topenia fragmentov M 25-1 az M 25-3

Derivative Fluorescence

89.7

f\ DNA | T. [°C]

1 85,3

2 85,4

— 3 85.5

65 70 75 80 85 90 95
Temperature (°C)




15.3 Priloha 3: Krivky topenia HRMA amplikonov s primérmi UPF a UPR

Derivative Fluorescence

onoe

N OSCE

0.25

0.20

0.15

0.05

0.00

-0.05

Derivative Fluo

55

Obrazok 33 Krivky topenia amplikénov KS 1 az KS 3

745 81.0
757 86.3

60 65 70 75 80 85
Temperature (°C)

Obrazok 34 Krivky topenia amplikénov S1 az S 6

90

95

97



025

0.20

0.05

0.00

-0.05

0.25

0.20

0.15

0.10

Derivative Fluorescence

0.05

0.00

-0.05

98

55

55

Obrazok 35 Krivky topenia amplikénov KL 1 az KL 3

745 83,1
745 863

60 65 7 s 80 a5 90
Temperature (°C)
Obrazok 36 Krivky topenia amplikénov L 1 az L 6
74.5 84.3
74.6 86.0
60 65 70 75 80 85 90
Temperature (°C)

95



Derivative Fluorescence

Derivative Fluorescence

0.25

0.20

0.15

0.10

0.05

0.00

-0.05

0.25

0.20

0.15

0.10

0.05

0.00

-0.05

55

55

Obrazok 37 Krivky topenia amplikénov M1 az M12

60 65 70 75 80 85 90
Temperature (°C)

Obrazok 38 Krivky topenia amplikénov M13-M25

74.5 84.3
74.6 844

60 65 70 75 80 85 90
Temperature (°C)

95

95

99



15.4 Priloha 4: Konferencia Chemie je Zivot

Konferencia Chemie je zivot, fakulty chemickej, VUT v Brne:

Identifikacia baktérii v nezrejucich syroch pomocou denaturac¢nej gradientove;j
gélovej elektroforézy
Martina Cakajdova
gtépénka Trachtovd, Tomd$ Mohelsky, Alena Spanové, Bohuslav Rittich
Vysoké uceni technické v Brn¢, Fakulta chemicka, Ustav chemie potravin a biotechnologii
Purkyniova 464/118, 612 00, Brno
xccakajdova@fch.vutbr.cz

1 Uvod

K pochopeniu podmienok potrebnych k rozvoju mikrobialnej diverzity v syroch je nevyhnutné
obohatit’ tradi¢né mikrobiologické postupy o nové metddy. K identifikacii a detekcii mikroorganizmov
sa ako vhodna ukazala aplikacia molekularne biologickych metod. Pomocou molekularne
biologickych metod je mozné presnejSie charakterizovat’ mikrobialny systém. Jednou z takych metod
je denaturacna gradientova gélova elektroforéza (DGGE). Pomocou tejto metody a nasledného
porovnavania amplikénov z oblasti 16S rDNA je mozné preukazat’ pritomnost’ réznych druhov
baktériil.

Cielom prace bolo vyuzitie metody DGGE k identifikacii baktérii spdsobujucich kontaminacie
v syroch a ich nalevoch.

2 Experimentalna cast’

Analyzovanymi vzorkami boli biele syry zrejuce v solnom naleve, spolu so svojimi nalevmi.
Analyzované boli nepokazené aj pokazené syry a ich nalevy (KS1 — KS3, S1 - S6, KL.1 — KL.3, L.1 -
L6). Dalej bolo pouzitych 12 istych kultur bakterialnych druhov izolovanych z analyzovanych syrov
analevov (M1 — M12). Cisté kultary pripravila Dr. Néme¢kova z firmy Milcom.

2.1 Material a metody

DNA zo syrov, nalevov a kontrolnych kmeriov bola izolovana pomocou fenolovej extrakcie[39].
Koncentracia acistota DNA bola overena spektrofotometricky pri 260 nm3 na UV/VIS
NanoPhotometri. Intaktnost DNA bola overena agardézovou gélovou elektroforézou v 0,8% géle.
Koncentracia DNA a popis vzoriek je uvedeny v Tabulke 1.

Tabul’ka 1: Charakteristika vzoriek a koncentracia DNA

Vzorka €. DNA Koncentracia DNA
M1 Bacillus sp. 109
M2 Bacillus licheniformis 97
M3 Bacillus sp. 100
M4 Kocuria varians 99
M5 Micrococcus luteus 110
M6 Staphylococcus epidermidis 112
M7 Serratia marcescens 112
M 8 Klebsiella oxytoca 111
M9 Acinetobacter baumanii/calcoaceticus 117
M 10 Staphylococcus warneri 110
M 11 Clostridium tyrobutyricum 99
M 12 Pseudomonas sp. 100
KL1 kontrolny néalev ! 74
KL 2 2 107

100
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KL3 3 84
L1 1 102
L2 2 118
II: i kontaminovany nalev i i ;(6)
L5 5 105
L6 6 100

KS'1 1 102

KS 2 kontrolny syr 2 100

KS 3 3 114
S1 1 106
S2 2 108
: i Kontaminovany syr i 1(1)8
S5 5 107
S6 6 100

Amplifikacia DNA prebichala pomocou PCR s univerzalnymi primérmi F357 GC aR518 z V3
regionu bakterialnej 16S rDNA4. Specifické produkty o velkosti 233 bp boli detegované agarézovou
gélovou elektroforézou v 1,8% géle (agardza, 0,5x TBE pufor).

Produkty PCR s GC svorkou boli precistené pomocou magnetickych
poly(glycidylmetakrylatovych) mikrocastic P(GMA)S a analyzované denaturacnou gradientovnou
gélovou clektroforézou. Na 40-60% gradientovy gél bolo nanesenych 10 ul produktu PCR.
Zaostrovanie prebichalo 10 minut pri 100 V, samotna analyza pri 60 V po dobu 22 hodin. Ziskany g¢l
bol farbeny v etidiumbromide (0,5 ug/ml) a vyforografovany.

2.2 Vysledky a diskusia

DNA zrealnych vzoriek bola izolovana v kvalite a mnozstve vhodnom pre PCR. DNA bola
k d’alSej praci riedena na 100 ng/pl.

Amplifikované boli produkty PCR s GC svorkou v intenzite dostatocnej pre dalSiu analyzu.
Vysledky agardézovej gélovej elektroforézy produktov PCR su uvedené na Obrazku 1.Tri produkty
PCR po amplifikacii DNA z kontrolnych nalevov boh Vyrazne nlzsej 1nten21ty (beh 16 18).

beh DNA detekcia PCR produktov

1 negativna kontrola -
2 pozitivna kontrola +++
3 rebric¢ek

4 M1 +++
5 M2 +++
6 M3 +++
7 M4 +++
8 M5 +++
9 M6 +++
10 M7 +++
11 M8 +++
12 M9 +++
13 M 10 +++
14 M1l +++
15 M12 +++

101



16 KL 1 +

17 KL 2 +
18 KL3 +
19 L1 +++
20 L2 +++
21 L3 +++
22 L4 +++
23 L5 +++
24 L6 +++
25 KS'1 ++
26 KS 2 +++
27 KS 3 +++
28 S1 +++
29 S2 +++
30 S3 ++
31 S 4 ++
32 S5 ++
33 S6 +++
+, ++, +++ produkty PCR o roznej intenzite

- produkty PCR neboli detegované
Obrazok 1 Agarozova gélova elektroforéza amplikonov s GC svorkou (233 bp)

Produkty PCR s GC svorkou boli d’alej analyzované pomocou denaturacnej gradientovej gélovej
elektroforézy. V produktoch PCR ziskanych po amplifikacii DNA z kontrolnych syrov a nalevov bolo
detegovanych menej fragmentov nizsej intenzity. V produktoch PCR ziskanych po amplifikacii DNA z
kontaminovanych syroch a nalevoch bolo fragmentov viac. Vysledky DGGE su uvedené na Obrazku
2.

1 2 3 4 5 6 7 8 91011192 1314151617 181920 2122 2324 2526 2728 29 0 31

kontrola kontaminované kontrola kontammnované kontroiné mikroorgantzmy
Obrazok 2 Denaturacna gradientova elektroforéza produktov PCR-DGGE

Polohy amplikénov ziskanych zo syrov analevov boli porovnané s amplikonmi ziskanymi po
amplifikacii DNA =z ¢istych bakterialnych kultir. Amplikony v priblizne rovnakej polohe ako
amplikony zo syrov analevoch boli viditelné v behoch 20, 23, 25, 26, 28 a 29. Pravdepodobnymi
kontaminantmi preto mohli byt Bacillus licheniformis, Micrococcus luteus, Serratia marcescens,
Klebsiella oxytoca, Acinetobacter baumanii/calcoaceticus a Staphylococcus warneri. Informacie
ziskané DGGE analyzou budu nasledne overované pomocou sekvenovania.

Po amplifikacii DNA zo vzorick syrov boli vyrazne intenzivne iné pruhy ako v pripade nalevov. To
poukazuje na iné druhy baktérii pritomnych v nalevoch Po amplifikacii DNA zo vzoriek pokazenych
syrov a hlavne nalevov bolo viditeIné vacsie mnozstvo pruhov, ako v kontrolnych vzorkach. To
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vypoveda pravdepodobne o kontaminacii syrov aj nalevov baktériami, ktoré sa v povodnych

nepokazenych syroch a nalevoch nevyskytovali.

(Y]

4 Zaver

V praci bolo zistené, Ze je mozné pouzit metodu PCR-DGGE k uréeniu kontaminantov v syrarstve.
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15.5 Priloha 5: Konferencia CECE
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Chemistry, Brno University of Technology, Purkyriova 464/118, 612 00 Brno

The aim of our study was to identify contaminant microorganisms in
brain cheeses and their pickles by denaturation gradient gel
electrophoresis.

Introduction
Brained cheeses are characterized by high content of salt. Salt is
known by conservation effect. The application of molecular biological
methods is useful for the understanding of microbial diversity. DGGE
and 165 rDNA amplicons sequencing enable to detect culturable,
uncultivable or unknown species of microorganisms in different
complex samples [2].

Results and Discussion

DNAs from real samples of cheeses and their pickies were isolated in
quality suitable for PCR. DNA was diluted to the concentration
approximately 100 ng/ul.

In the next step, the amounts of Mg?* ions, dNTP, primers and DNA
polymerase were optimized in PCR mixtures. Results of the agarose gel
electrophoresis of PCR products with GC clamp are shown in Figure 1.
Efficiencies of amplicon purification by phenol extraction and by
magnetic microspheres were compared. Higher concentration of PCR
products was obtained after reamlification of DNA purified by
magnetic microspheres. PCR products were amplified in intensities
suitable for next analysis. Three PCR products had lower intensity.

The PCR products with GC clamp (233 bp) were analyzed by DGGE.
Results of the gradient gel electrophoresis are shown in Figure 2. There
were fragments of approximately the same intensity in cheeses. The
main difference in the number of fragments was among pickles. It
reflects different bacterial composition of pickleswith defect.

Experimental

Analyzed samples were brained cheeses and
their pickles. DNA was isolated by phenol
chloroform extraction [3]. Concentration and
purity of DNA was determined by UV
spectrometry. The integrity of DNA was
confirmed by agarose gel electrophoresis. PCR
was performed with primers F357 GC and
R518. Specific products were detected by
agarose gel electrophoresis. The PCR products
were purified by magnetic microspheres
poly(glycidyl methacrylate) — PGMA [5] and by
phenol chioroform extraction and reamplified
[3]. PCR products with GC clamp (10 pl) were
applied on 40-60% gradient gel and separated
at 100 V for 10 minutes and at 60 V for
22 hours. The DNA was stained with ethidium
bromide and photographed.

3] SAMER0OK J., RUSSELD.W.

»

1 2345678 91011121314151617 181920 2122

1000 bp

500bp

t

233 bp

primer dimers

Figure 1: Agarose gel electrophoresis of PCR products from cheese and their

pickles. Lane 1 - positive control, lane 2 - negative control, lane 3 - and 18
ladder, lanes4-12 cheeses, lanes13-22 pickies.
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Figure 2: Denaturation gradient gel electrophoresis
of PCR products from cheese and their pickles.
Lanes1-9 cheeses lanes10-18 pickles.

Conclusion

It has been shown that the method of PCR-
DGGE is suitable for the control of bacteria in
cheeses and their pickles.
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Identifikacia baktérii v soInych nalevoch nezrejucich syrov
pomocou denaturacnej gradientovej gélovej elektroforézy

5 Martina Cakajdovd!
StépankaTrachtova', Tomas Mohelsky', Irena Némec&kova,” Alena Spanova,' Bohuslav
p ! p
Rittich

'Vysoké udeni technické v Brng, Fakulta chemicka, Ustav chemiepotravin a bitechnologii
Purkyriova 464/118, 612 00, Brno, xccakajdova@fch.vutbr.cz

2Vyzkumny Gstav mlékarensky s. r. 0., Ke dvoru 12, 160 00 Praha 6

Sahrn

V praci bola optimalizovana priprava zmesi pre PCR a amplifikacia bakteridlnej DNA
v PCR s primérmi s GC svorkou (F357GC a R518). Ziskané produkty PCR boli analyzované
pomocou DGGE. Amplikony DNA izolovanej z nalevov sa liSia nielen polohou na géle, ale aj
poCtom. VAC8i poCet pasov roznej intenzity bol detegovany po amplifikacii DNA
z kontaminovanych nalevov.

Abstract

The preparation of PCR mixtures and bacterial DNA amplification in PCR with primers
with GC clamp ((F357GC aR518) were optimised. PCR products were analysed using
DGGE. It was shown that amplicons of DNA isolated from pickles differ in positions and
numbers. Larger number of bands of different intensities was detected after amplification of
DNA isolated from contaminated pickles.

Klucové slova: sol'né nalevy, izolacia DNA, polymerazovaa retazova reakcia (PCR),
denaturacna gradientova gélova elektroforéza (DGGE)

Keywords: pickles, DNA isolation, polymerase chain reaction (PCR), denaturating
gradient gel electrophoresis (DGGE)

1. Uvod

Syry v sol'nom néleve z ov¢ieho, kozieho alebo kravského mlieka, sa vyznacuju vysokym
obsahom soli. Sol' v naleve ma konzerva¢né ucinky, hlavne proti plesniam (Golner a Valik,
2004). Pri nedodrzani technologickych postupov mdze dochadzat ku kontaminacii nalevov
neziaducimi mikroorganizmam, ktoré mozu negativne ovplyvnit’ kvalitu syrov. K identifikécii
a detekcii mikroorganizmov sa ako vhodna ukézala aplikacia molekularne biologickych
metdd. Pomocou denaturacnej gradientovej gélovej elektroforézy (denaturing gradient gel
electrophoresis - DGGE), polymerazovej retazovej reakcie (polymerase chain reaction - PCR)
a nasledného porovnavania amplikénov z oblasti 16S rDNA je mozné preukézat’ pritomnost
roznych druhov mikroorganizmov, vratane nekultivovatel'nych druhov mikroorganizmov (Liu
a spol., 2012).

Cielom prace bola identifikacia mikroorganizmov spdsobujucich kontaminacie v syroch
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a ich nalevoch.

2. Experimentalna cast’

2.1. Chemikalie a bakterialne kultary

Boli pouzité nasledujuce chemikalie: agardza pre elektroforézu DNA (Serva, Heidelber,
SRN), dodecylsulfat sodny (SDS) (Serva, Heidelber, SRN), etidiumbromid (EtBr) (Sigma, St.
Louis, USA), etyléndiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, Heidelber, SRN), MRS (de
Man, Rogosa a Sharpe) médium (Oxoid, Velka Britania), proteindza K (Sigma, St. Louis,
USA). Priméry pre PCR boli syntetizované vo firme Generi-Biotech (Hradec Kralové, CR),
Taql DNA polymeraza bola od firmy Bio-Tech (Praha, CR), DNA §tandard 100 bp bol od
firmy Malamité (Moravské Prusy, CR). Magnetické poly(glycidyl metakrylat) P(GMA)
mikroCastice pokryté karboxylovymi skupinami boli ziskané od D. Horéka (/stav
makromolekularnej chémie, AV, CR v. v. i, Praha). Ostatné chemikalie boli &istoty p.a
a pochadzali zbeznych komercnych zdrojov. Analyzovanymi vzorkami boli sol'né nélevy
bielych nezrejucich syrov. Ako kontrola boli pouzité Cisté kultary bakteridlnych druhov
izolovanych z analyzovanych nalevov kultivaénymi postupmi.

2.2. Zariadenia

Koncentracia a Cistota izolovanej DNA bola merana na spektrofotometri NanoPhotometer
(Implen, Mnichov, Nemecko). K amplifikéacii zmesi pre PCR bol pouzity programovatelny
cyklator Termocykler DNA Engine, PeltierThermal Cycler-200 (Bio-Rad, Filadelfia, USA).
Produkty PCR s GC svorkou boli pouzité k DGGE analyze na pristroji INGENYphorU (Goes,
Holandsko). K identifikacii produktov PCR bol pouzity transiluminator TVR-312A
(Apectroline, Albany, USA)

2.3. Metody

DNA z nélevov a kontrolnych kmeriov bola izolovand pomocou fenolovej extrakcie
(Sambrook a Russel, 2001). Koncentracia a Cistota DNA bola overena spektrofotometricky pri
260 nmna (Sinden, 1994). Intaktnost DNA bola overena agardézovou gélovou elektroforézou
v 0,8 % géle. Charakteristika DNA a popis vzoriek je uvedeny v Tab. 1.

Amplifikacia DNA prebiehala pomocou PCR s primérmi F357 GC a R518 (Leite a spol.,
2012) Specifickymi pre doménu Bacteria. Sekvencie pouzitych primérov st uvedené v Tab. 2,
program amplifikacie je uvedeny v Tab. 3. Specifické produkty o velkosti 233 bp boli
detegované agarozovou gélovou elektroforézou v 1,8 % géle. Produkty PCR s GC svorkou
boli precistené pomocou magnetickych poly(glycidyl metakrylat) P(GMA) mikroc¢astic podla
postupu publikovaného v praci Rittich akol. (2009) a analyzované denaturacnou
gradientovou gélovou elektroforézou. Na 40-60% gradientovy gél bolo nanesenych 10 uL
produktu PCR. Zaostrovanie prebiehalo 10 minat pri 100 V, samotna analyza pri 60 V po
dobu 22 hodin. Ziskany gél bol farbeny v etidiumbromide (0,5 pg/mL) a vyfotografovany.

3. Vysledky a diskusia

DNA z realnych vzoriek bola izolovana v kvalite a mnozstve vhodnom pre PCR. DNA
bola k d’alSej praci riedena na 100 ng/puL. Amplifikdcia DNA prebehla pomocou PCR
s primérmi s GC svorkou. V zmesiach pre PCR bolo testované rozne mnozstvo Mg>* ionov,
mnozstvo dNTP, primérov a DNA polymerazy. Ako optimalne bolo zvolené zlozenie zmesi
pre PCR uvedené v Tab. 4. Tato zmes bola pouzita pri analyze vSetkych DNA izolovanych
z nalevov a kontrolnych kmenov. Amplifikované boli Specifické produkty PCR v intenzite
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dostatocnej pre d’alSiu analyzu. Produkty PCR s GC svorkou boli d’alej analyzované pomocou
denatura¢nej gradientovej gélovej elektroforézy. V kontrolnych nalevoch bolo detegovanych
menej fragmentov nez v kontaminovanych nalevoch. V kontrolnych néalevoch boli viditel'né
fragmenty o nizSej intenzite. Vysledky DGGE su uvedené na Obr. 1.

Velkosti amplikobnov DNA izolovanych z nalevov boli porovnané s aplikonmi DNA
izolovanymi z kontrolnych kmeiiov. Mézeme konStatovat’, Ze pouzitou metddou boli od seba
oddelené produkty PCR rbéznych mikroorganizmov. To umoznilo porovnat velkost
amplikonov néalevov so sekvenciami kultar ziskanych kultivaéne. Podobné pasy boli
viditeI'né v behoch 20, 24 a 29 precislovat. Vo vzorkach pokazenych nalevov bolo viditelné
vacsie mnozstvo pruhov, ako v kontrolnych vzorkach. To vypoveda pravdepodobne
o kontaminacii nalevov mikroorganizmami, ktoré sa v povodnych nepokazenych nalevoch
nevyskytovali. Pravdepodobnymi kontaminantmi preto mohli byt mikroorganizmy druhu
Bacillu slicheniformis, Staphylococcus epidermidis a Acinetobacter baumanii/calcoaceticus.
Pretoze uvedena identifikacia mikroorganizmov je nedostaujica aiba orientacnd, ziskané
pruhy boli vyrezané z gélu a v d’alsej praci budu podrobené sekvenacii.

4. Zaver

V praci bolo zistené, ze je mozné pouzit metddu PCR-DGGE k ur€eniu kontaminantov
v syrarstve. Boli urCené mikroorganizmy pravdepodobne sa vyskytujice v nalevoch.
Moznymi kontaminantmi boli pravdepodobne Bacillu slicheniformis, Staphylococcus
epidermidis a Acinetobacter baumanii/calcoaceticus. V d'alSej pract budid amplikony
podrobené sekvenacii.
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