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ABSTRAKT

Tato praca je zamerana na identifikaciu a druhovu Specifikaciu 44 kmenov klostridii
pomocou molekularne-genetickych metod. Bola pouzitda DNA =z baktérii vyizolovanych
zo syrov s defektom neskorého durenia.

Amplifikovatel'nost’ precistenej DNA nariedenej na 10 ng/ul bola overena pomocou PCR
s univerzalnymi primermi. Rodova PCR vyuzivajuca primery Specifické pre rod Clostridium
potvrdila, ze vSetky vzorky patria prave do tohto rodu. Na zaklade druhovo $pecifickych PCR
metdd sa urcila prislu§nost’ 7 kmeniov k druhu Clostridium butyricum a 12 kmenov k druhu
Clostridium tyrobutyricum. 15 vzoriek DNA bolo identifikovanych ako zmieSané kultury,
zvysnych 10 kmenov nebolo zaradenych do druhu.

Pomocou PCR boli hl'adané kmene, ktoré nest gén kodujuci hydrogenazu hydA. Z
identifikovaného suboru boli S§pecifické PCR produkty pre tento gén detekované u 31
kmeriov. Intenzivny amplikon déavali vSetky kmene druhu C. butyricum.

ABSTRACT

This work is focused on identification and species specification of a collection of 44
clostridial strains using molecular-genetic methods. DNA of bacteria isolated from late-
blowing defected cheeses was used.

The purified DNA was diluted to 10 ng/ul and its ability to be amplified was verified by
PCR with universal primers. By genus-specific PCR it was proved that DNA of all samples
belongs to Clostridium genus. Based on species-specific PCR reactions, it was determined
that 7 strains belong to C. butyricum and 12 strains belong to C. tyrobutyricum. 15 strains
were positively detected in both species-specific PCRs and therefore identified as mixed
cultures. Another 10 strains were not classified into tested species.

Strains with the gene encoding the enzyme hydrogenase #ydA were searched using PCR.
Specific PCR products for this gene were detected in 31 strains of the analysed collection.
Especially intense were the amplicons by all strains belonging to C. butyricum species.

KrUCOVE SLOVA
neskoré durenie syrov, rod Clostridium, C. butyricum, C. tyrobutyricum, PCR identifikacia
hydrogenaz

KEYWORDS

late-blowing cheeses, Clostridium genus, C. butyricum, C. tyrobutyricum, PCR
identification of hydrogenases
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1 Uvob

Technologickym problémom pri vyrobe syrov byva pritomnost’ baktérii rodu Clostridium
aich spor v mlieku. Vzhl'adom k tomu, Ze pasterizacia mlieka pred vlastnou vyrobou syrov
nedokaze spory inaktivovat, dochadza v priebehu zrenia k znehodnoteniu vyrobku.

Pri fermentacii produkuju baktérie mlieCneho kvasenia kyselinu mliecnu, ktora znizuje pH
a vytvara tak vhodné podmienky pre vykli€enie spor. Baktérie rodu Clostridium produkuju
velké mnozstvo plynov (vodik, oxid uhliCity) a sposobuju tak defekt nazyvany neskoré
durenie syrov. Prejavuje sa tvorbou plynovych dutin v syre a vysokou koncentraciou kyseliny
maslovej, ktora dodava vyrobku neprijemnt chut po zvetranom masle. Problém sa tyka
predovsetkym syrov s nizkym pH, ako je gouda alebo syry ementalového typu.

Zatial ¢o metddam rozpoznavania patogénnych druhov klostridii sa venuje velka
pozornost, identifikacia nepatogénnych baktérii rodu Clostridium pomocou molekularne
biologickych metod je pomerne malo prepracovana.

Schopnost’ niektorych klostridialnych kmeriov produkovat’ plyny, najmé vodik, by sa dala
vyuzit v energetickom priemysle, kedZe sa neustdle zvySuje snaha ziskavat' energiu
z obnovitelnych zdrojov. Idealne by bolo najst kmer, ktory by bolo mozné kultivovat' na
odpadovych surovinach, napr. srvatke, s vysokou produkciou vodika. Z dévodu Co najvysse]
efektivity hydrogenaz vychadza snaha o identifikaciu génov tychto enzymov a mechanizmov
ich expresie na urovni DNA.

1.1 Ciel’ prace

Cielom prace bola analyza suboru 44 vzoriek DNA vyizolovanych zo syrov s defektom
neskorého durenia, a to v nasledujtcich bodoch:

e stanovit’ koncentréaciu a kvalitu vyizolovanej DNA

e overit amplifikovatelnost DNA v PCR suniverzadlnymi primermi pre doménu
Bacteria

e zaviest rodovo Specifickii PCR pre zaradenie kmeniov do rodu Clostridium

e zaviest, optimalizovat’ a vyuzit druhovo Specifické PCR pre identifikaciu druhov
Clostridium butyricum a Clostridium tyrobutyricum

e vyuzit PCR pre detekciu génov kodujucich hydrogenazy
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Rod Clostridium

2.1.1 Taxonomia

Taxonomické zaradenie klostridii je nasledovné [1]:
Doména: Bacteria

Kmen: Firmicutes
Trieda: Clostridia
Rad: Clostridiales
Celad: Clostridiaceae
Rod: Clostridium

2.1.2 Charakteristika

Baktérie rodu Clostridium tvoria grampozitivne sporulujuce ty¢inky (Obr. 1), ktoré sa
mozu vyrazne lisit’ velkostou a tvarom. Su to anaerdby, niektoré druhy extrémne citlivé na

kyslik.

2 3 i

Obr. 1 Clostridium butyricum -[2 ]

Niektoré druhy maju silné proteolytické vlastnosti (C. sporogenes — anaerdbny rozklad
bielkovin), iné preukazuju silné sacharolytické schopnosti (Stiepia oligosacharidy, Skrob,
celulozu), prip. ich kombinaciu. Urcité druhy su schopné fixacie vzdusného dusika. [3]

Niektoré druhy su patogénne a nebezpecné v jedle (C. botulinum, C. perfringes), iné druhy
sposobuju kazenie potravin (C. tyrobutyricum, C. saccharolyticum, C. laramie).[4] Medzi
baktériami rodu Clostridium su vSak aj druhy s priemyselnym vyuzitim, ¢i dokonca
zdravotnym prinosom pre ¢loveka.

2.1.3 Metabolizmus

U baktérii rodu Clostridium prebieha zvlastny typ metabolizmu pyruvatu, kde sa pyruvat
oxidacne dekarboxyluje za stcinnosti koenzymu A. Tuato reakciu katalyzuje oxidoreduktaza,
ktorej kofaktorom je ferredoxin. Ten svojim nizkym redoxnym potencialom umoziuje tvorbu
plynného vodika. Kondenzaciou dvoch acetylkoenzymov A a suborom dalSich reakcii
vznikaju: butyrat, butanol, aceton, 2-propanol, B-hydroxymaslova kyselina a malé mnozstvo
kyseliny octovej (vid’ Obr. 2). [3]
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Kyselina maslova je neprijemne a prenikavo pachnuca kvapalina, a preto su klostridie
velmi obavanou kontaminaciou v syrarstve, kde moze navySe silnou tvorbou plynu (CO,
a Hy) spésobovat’ neziaduce durenie syrov.

8 CH3- CO-COOH
8 HSCoA

8H

2

8Fd

Ya|=d+42

8CH,~C0-SCoA™ T

2% CH1CO-SCoA
5HSCoA CHé'CCO'

2CH;C00- PO3H,

2ADOP 3€H,-C0 — CHz— CO —SCoA CH;C0-CH,-COOH
2ATP 2NADH+ 2H"
2NAD* 1
2CH4-CO0™ - CH-CO-CH
c;;et?:t ZCHS CH CHy~CO-SCoA Hameton 3|s{cO,
_ F— NADH+H*
CHyC00 N NAD'
HZO CH3-CD- SCoA CHS_(;:H -CH 3
CH 3 GH- CH,C00 OH
2 - propanol
2-hydraxybutyrat

Hy-CH=CH- -CO- SCOA

NADH oH

CH3—CH2— CHo- -C0-SCoA

NADH+H" CHy=C00™
CH,-CO-SCoA

CH3-CH2 CH,-CHO CHy CH CHz000"
NADH+H" butyrst

1 -butanol

Obr. 2 Metabolizmus glukozy u rodu Clostridium [3]
2.14 Vyskyt

2.1.4.1 Prirodzeny vyskyt

Klostridie su sucastou prirodzenej mikroflory gastrointestindlneho systému cloveka.
V Tudskom traviacom trakte sa nachadza priblizne 10'*'® mikroorganizmov. Prevladajucimi
druhmi v tenkom Creve su zastupcovia rodu Lactobacillus a Enterococcus, v hrubom creve
zase ziju rozne druhy FEnterobacteriaceae, Bacteroides, Fusobacterium, Clostridium,
Eubacterium, Enterococcus, Bifidobacterium a Lactobacillus. [4]

Spolu s d’al§imi anaerobnymi baktériami sa klostridie uplatiiuji pri anaerobnom cisteni
odpadovych vdd a pri vyhnivani organického materialu v bazinach a stojatych vodach. [3]
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2.1.4.2 Patogény

Podla databazy baktérii Bacterial Nomenclature Up-to-date vydavaného nemeckou
zbierkou mikroorganizmov DSMZ existuje celkovo asi 200 roznych druhov patriacich do
rodu Clostridium. Z nich 37 je patogénnych, spadaju do rizikovej skupiny 2 podl'a hodnotenia
German Occupational Safety and Benefit Authority of the Chemical Industry. Dalsich 32
druhov je potencialne patogénnych, u zvySnych druhov je pravdepodobnost vyvolania
choroby vel'mi nizka. [5]

Patogénnymi druhmi rodu Clostridium, produkujucimi nebezpecné toxiny (C. botulinum,
C. perfringens, C. tetani a d’al§ie) sa tato praca nezaobera.

2.1.4.3 Potravinarsky priemysel

Pre potravinarsky priemysel su baktérie rodu Clostridium velmi neziaduce. Tvorba plynov
anaerobnou oxidaciou je nebezpeCna predovSetkym v syrarstve, kde zapricifiuju
znehodnotenie vyrobku poruchami chuti a vzhl'adu.

Psychrofilné druhy rodu Clostridium st schopné rast’ aj pri teplotach nizsich ako -1°C.
Spory dokazu klicit' aj pri chladnickovych teplotach. [4]

2.1.5 Neskoré durenie syrov

Rastom klostridii byva spdsobené durenie syrov snizkym pH, malym obsahom soli
a relativne vysokou aktivitou vody, akymi su napr. gouda, emental, Provolone.

Do mlieka sa baktérie mliecneho kvasenia dostavaju s necistotami a skrmovanim
nevhodnych krmiv. Ich spory preziju pasterizaciu mlieka, pocas zrenia syra vyklicia a rasta
v anaerobnom prostredi, kde produkujua CO,, H; a kyselinu maslovi. Dochadza tym k tvorbe
dutiniek roznych velkosti a znehodnoteniu chuti kyselinou maslovou spdsobujucou
zatuchnutie. Tento defekt sa oznacCuje ako neskoré durene syrov [6] (vid Obr. 3).

Obr. 3 Syry s defektom neskorého durenia sposobeného maslovym kvasenim (hore)
a neposkodené syry (dole)[7]

Ako biokonzervant na zabranenie tomuto problému sa pouziva nizin. [4] Antiklostridialne
ucinky moézu mat aj niektoré druhy bakteriocin produkujucich laktobacilov vyskytujucich sa
v samotnych syroch, ako napr. Lactobacillus paracasei [8] alebo Lactobacillus gasseri. [9]
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2.1.5.1 Klostidie sposobujiice neskoré durenie syrov

Defekty spdsobené rastom sporulujucich baktérii pocas zrenia polotvrdych syrov
spOsobuju znacné ekonomické straty syrarskeho priemyslu. Z tohto dévodu bolo skumang,
ktoré mikroorganizmy st za znehodnotenie syrov zodpovedné.

Povodne sa predpokladalo, ze neskoré durenie syrov mozu sposobovat rozlicné druhy
klostridii. Na zaklade testov umelo vyvolavajucich tento defekt kontaminaciou mlieka
sporami roznych druhov vSak bolo preukazané, ze jedine kmene C. tyrobutyricum dokazu
durenie vyvolat. Syry kontaminované sporami C. beijerinckii, C. butyricum a C. sporogenes
nejavili znaky maslového kvasenia. Je mozné, ze tieto druhy v syroch dokazu rast, ale
neprodukuja v nich kyselinu maslovi ani plyny. [7]

Aj pri d'al§ich experimentoch bola u vSetkych syrov so stanovenym vysokym obsahom
kyseliny maslovej potvrdena pritomnost DNA C. tyrobutyricum. To naznacuje, ze prave tento
druh je zapojeny do maslového kvasenia [10].

O niekol’ko rokov neskor vsak bolo zistené, ze pritomnost’ C. beijerinckii a C. sporogenes
v syre spolu s C. tyrobutyricum vyznamne zvysuje tvorbu kyseliny maslovej oproti syrom,
v ktorych sa nachadza len C. tyrobutyricum. Pravdepodobne je to sposobené tym, ze koncové
produkty  metabolizmu tychto druhov  stimulujd rast ametabolicki  aktivitu
C. tyrobutyricum. [11]

Pre neskoré durenie syrov je teda podla predpokladanych hypotéz bezpodmienecne nutna
pritomnost C. tyrobutyricum, miera tvorby kyseliny maslovej a plynov je vSak do znacnej
miery ovplyvnena aj pritomnost'ou d’alSich klostridii.

2.1.6 Priemyselné vyuzitie

Niektoré¢ druhy klostridii maju priemyselné vyuzitie - napr. C. butyricum aC.
acetobutylicum sa pouzivaju pre kvasnia vyrobu kyseliny maslove] vyuzivane] vo
vonavkarstve. [3]

Pri zmene reakénych podmienok produkuje C. acetobutylicum aceton a butanol, ktoré
sluzia na vyrobu rozpustadiel. Efektivita biotechnologickej vyroby butanolu je obmedzena
jeho toxicitou pre baktérie, o je hlavny problém produkcie. Vytazok sa da zvysit pouzitim
imobilizovanych mikroorganizmov. [12]

Vysokou produkciou organickych rozpustadiel sa vyznacuji niektoré kmene blizko
pribuzné druhu C. butyricum. Na tGrovni DNA su mimoriadne rovnorodé. Vdaka ich
schopnosti rast na rozmanitych polysacharidickych substratoch maju potencial priamo
fermentovat’ biomasu na rozpustadla. [13]

Kvoli proteolytickym a sacharolytickym vlastnostiam sa niektoré druhy klostridii
pouzivaju ako zdroj enzymov na hydrolyzu sacharidov a proteinov v potravinarskom
priemysle.[4]

2.1.7 Zdraviu prospeSny kmen Clostridium butyricum

Medzi baktériami rodu Clostridium bol objaveny probioticky kmen Clostridium butyricum
MIYAIRI Pouziva sa v protihnackovych farmaceutickych pripravkoch v Japonsku ajeho
pozitivne ucinky na organizmus boli preukazané vo viacerych §tadiach. [14-16]

Bolo dokazané, ze Clostridium butyricum MIYAIRI podsobi efektivne pri lieceni
i prevencii antibiotikami vyvolanej hnacky udeti, ato vyrovnanim Ccrevne] mikroflory
narusenej antibiotikami.[14] Podavanim tohto probiotického kmena spolu s liekmi zvySuje
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podiel anaerobnych baktérii a brani poklesu bifidobaktérii v traviacom trakte I'udi uzivajacich
antibiotika.

Dalsimi zdravotnymi prinosmi moze byt potladenie infekcie vyvolanej Helicobacter pylori
vd'aka baktericidnemu ucinku kyseliny maslovej.[15] Na mysSiach bol potvrdeny preventivny
a terapeuticky ucinok kmena C. butyricum MIYAIRI 588 na infekciu enterohemoragickym
kmenom Escherichia coli O157:H7 [16]

2.2 Analyza baktérii molekularne-genetickymi metédami

2.2.1 Polymerazova ret’azova reakcia

PCR prebieha v podmienkach in vitro a mézeme pomocou nej rychlo a vysoko selektivne
namnozit konkrétnu nukleotidovu sekvenciu, nachadzajucu sa v akejkol'vek DNA. Metdda je
zalozena na vyuziti termostabilnej DNA-polymerazy pre opakované kopirovanie templatove;j
molekuly DNA.

Syntéza DNA je riadend kratkymi oligonukleotidmi (primermi), ktoré sa paruju
s templatovou DNA na zaciatku a konci amplifikovaného fragmentu, kazdy s inym vlaknom
povodnej dvojretazcove] molekuly DNA. Ked'Ze primery musia byt syntetizované chemicky,
PCR sa modze pouzit len pre klonovanie DNA, u ktorej pozname aspori zaciatocnu a koncovu
oligonukleotidova sekvenciu.[17]

2.2.1.1 Vyuzitie PCR

PCR nachadza uplatnenie pri syntéze fragmentov DNA na zaklade chromozomalnej DNA,
a to napr. pri:[18]
detekcii infekénych MO a virusov v potravinach, vode a pode
kontrole vyrobkov (zistovanie GMO, mikrobiologicka kontrola akosti)
mapovani genomu
prenatalnej a preimplementacnej diagnostike
dokaze identity v kriminalistike, ur€ovani paternity
analyze prehistorickych DNA z fosilii
znaceni DNA inkorporaciou znacenych nukleotidov — priprave DNA sond pre
hybridizacie
e ziskavani fragmentov DNA pre priame klonovanie usekov DNA, klonovanie
syntetickych oligonukleotidov
e priprave velkého mnozstva templatu, napr. pre sekvenovanie
e oligonukleotidovo riadenej mutagenéze

2.2.1.2 Priebeh PCR reakcie

Polymerazova retazova reakcia sa sklada zopakujucich sa cyklov troch po sebe
nasledujucich krokov. Prvy krok prebieha zvycajne pri 95 °C adochadza pri fiom
k denaturacii dvojzavitnice DNA na dva samostatné retazce. Pri druhom kroku sa teplota
znizi na teplotu hybridizacie a na retazce DNA sa naviazu primery. Tretim krokom je syntéza
novych retazcov DNA pri teplote 72 °C. Priebeh PCR reakcie je zobrazeny na Obr. 4.

Pred prvy cyklus sa obvykle zaraduje krok na denaturaciu retazcov pri teplote 95 °C po
dobu 5 min. V poslednom cykle byva syntéza retazcov predizena na 10 min. Podet cyklov
zavisi od konkrétnej PCR, najcCastejsie sa pohybuje okolo 30.

Teplota vhodna pre pripojenie primerov zavisi od dizky oligonukleotidu a zastGpenia A-T
a G-C parov (G-C su fixované troma vodikovymi mostikmi, ¢o zvySuje stabilitu a tym aj
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denatura¢nu teplotu). Tuto teplotu udavaju priamo vyrobcovia primerov, prip. je mozné
vypocitat ju.[19]

addelenie refazoow
oddelenle refazooy DNA a3 Zviazanie & BYNeEZa
DNA 3 Tviazanie & EYNiEZa primenm DMA
oddslenle refazooy l:l'h'IEI'EIITI DA ; .
DMAZ Fl“ﬂaﬂh:_' m N d - [ — ]
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Obr. 4 Priebeh PCR reakcie[17]

2.2.1.3 Hpniezdova PCR

Metoda hniezdovej] PCR (oznaCovane] tiez nested PCR) bola zavedena na zvySenie
citlivosti a Specificnosti DNA amplifikacie.

Hniezdova PCR pozostava z dvoch po sebe nasledujucich PCR reakcii s dvoma sadami
primerov. Prva reakcia obsahuje vonkajsSie primery, zatial' ¢o primery pouzité v druhej reakcii
maju vazbové miesto vnutri prvej amplifikovanej sekvencie. Vac¢§i fragment amplifikovany
ako PCR produkt v prvej reakcii je pouzity ako DNA templat do druhej reakcie.[20]

2.2.2 Gélova elektroforéza

Elektroforéza v agar6zovom, prip. polyakrylamidovom géle sa pouziva na identifikaciu,
separaciu a purifikaciu fragmentov DNA. Separacia molekul je zalozena jednak na gélovej
filtracii, jednak na elektroforetickej pohyblivosti delenych latok. Velké molekuly sa oproti
malym oneskoruju, pretoze tazsie prenikaju gélom.[21]

Fragmenty DNA su delené v elektrickom poli v zavislosti na ich velkosti, podla
koncentracie arozmerov gélu sa daju zaistit vhodné podmienky pre delenie fragmentov
roznych molekulovych hmotnosti v rozmedzi 0,5 az 25 kb. Rozdelené fragmenty sa mozu
izolovat’ priamo z gélu a pouzit’ pre d’al§iu pracu.

Na detekciu vysledkov sa pouziva farbenie ethidium bromidom (Obr. 5), €o je interkalacné
&inidlo viazuce sa medzi vlakna DNA. Po oziareni UV svetlom o vinovej dizke 260 — 360 nm
komplex DNA a ethidium bromidu oranzovo fluoreskuje. [19]

Obr. 5 Ethidium [21]
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2.3 Urcovanie klostridii molekuldrne-genetickymi metédami

Identifikacia bakterialneho rodu Clostridium kultivaénymi mikrobiologickymi metodami je
zalozena na tom, Ze tento rod tvori endospory, je obligatne anaerébny a Gram pozitivny. Pre
stanovenie celkového poctu sporotvornych klostridii sa najCastejSie pouziva RCM médium
a tato metdda nie je narocna.

Pri stanoveni druhov su vSak mikrobiologické metddy nepostacujice a ani ich kombinacia
s biochemickymi metodami nie je vzdy dostatoCne presnd. Tieto metddy vychadzaja
z fenotypickych vlastnosti mikroorganizmov, ktoré ale mézu byt znac¢ne odliSné medzi
zbierkovymi a terénnymi kmerimi. [6]

Vzhl'adom k nedostato¢nej Specifickosti klasickych mikrobiologickych metdd boli hl'adané
sposoby identifikacie vychadzajuce zDNA, ato najcastej§ie pomocou polymerazovej
retazove] reakcie. Molekularne genetické metody su rychlejSie, spolahlivejSie a odhaluju
vacsiu diverzitu mikroorganizmov [22]. Zaroven umoziiuju aj urovanie nekultivovatelnych
mikroorganizmov.

2.3.1 Doména Bacteria

Na identifikaciu bakterialneg DNA boli navrhnuté tzv. univerzalne primery, ktoré
amplifikuju oblast’ génu pre 16S rRNA. Pouzitd je sekvencia zachovana u vacsiny eubaktérii,
PCR s tymito primermi teda umoziiuje amplifikovat DNA organizmov patriacich do domény
Bacteria.

V roku 1994 boli vytvorené univerzalne primery RW01 a DG74 [23] amplifikujice DNA
Sirokej $kaly fylogeneticky rozdielnych baktérii. Dal§imi univerzalnymi primermi st R_eub
a F_eub podl'a Haarmanovej. [24]

2.3.2 Rod Clostridium

Navrhovanie primerov Specifickych pre rod Clostridium vychadzalo z poznatku, Zze
molekula 16S rRNA pozostdva =z mozaiky usekov, ktoré st urdznych kmenov
mikroorganizmov silne zachované, polo-zachované avysoko variabilné. Vdaka tomu
zvolenim useku s viac €1 menej konzervativnou sekvenciou moézu byt vytvorené primery
s rdznou uroviou Specificity. [25]

V studii Rekha a kol. zroku 2006 [25] boli navrhnuté avalidované rodovo Specifické
primery pre mikroorganizmy ¢revného traktu I'udi, medzi nimi aj primery Specifické pre rod
Clostridium oznaCované v tejto praci ako F1 a F2.

2.3.3 Druh C. butyricum

Medzi Clostridium butyricum patria kmene s rozli€nymi, niekedy takmer protichodnymi
vlastnostami. Boli popisané probiotické ucinky niektorych kmetiov (vid’ 2.1.7), zatial' ¢o u
niekol’kych kmeriov bola preukazana patogenita.[26]

Pre identifikaciu bakteridlneho druhu C. butyricum boli v roku 2005 Nakanishim a kol.
vyvinuté dve sady druhovo Specifickych primerov — CBISF, CBISR a CB16F, CB23R. [26]

Druhovo Specifické primery pre 13 réznych druhov klostridii gastrointestinalneho traktu
I'udi navrhli Kikuchi akol. [27], medzi nimi primery CIBUT-F, CIBUT-R S§pecifické pre
C. butyricum.

20



2.3.4 Druh C. tyrobutyricum

Z druhovo Specifickych metod sa spomedzi klostridii najvacsia pozornost’ venuje druhu C.
tyrobutyricum, zodpovednému za neskoré durenie syrov.

Najcastejsie pouzivanou metodou identifikacie C. #yrobutyricum je hniezdova PCR
popisana Hermanom a kol. [28] s vyuzitim primerov CtlR a CtlF v prvej reakcii a Ct2R
a Ct2F v druhej reakcii. Tymto postupom je mozné priamo detekovat’ spory C. tyrobutyricum
uz v 100 ml surového mlieka.

Na Specificku detekciu klostridii zo syrov bola vyvinuta metéda PCR amplifikacie
v kombinacii s hybridizaciou s druhovo Specifickou sondou. Na zvySenie citlivosti boli tieto
sondy pouzité v hniezdovej PCR. [7]

Kvantitativna detekcia v mlieku a mlienych vyrobkoch je mozna s vyuzitim real-time
PCR sprimermi CTflaF, CTflaR navrhnutymi podla fla-génu S§pecifického pre
C. tyrobutyricum([29].

2.3.5 DalSie metédy

Na identifikaciu a druhovu Specifikaciu baktérii rodu Clostridium boli okrem druhovo
Specifickych PCR pouzité aj dalSie metody.

Druhovu diferenciaciu umoziuje analyza pomocou denaturacnej gradientovej gélovej
elektroforézy (DGGE) nasledujucej po PCR s univerzalnymi primermi. Jej vyhodou je to, ze
tymto spdsobom sa da charakterizovat celkovy bakteridlny profil v ramci jednej analyzy bez
potreby zvlastneho setu primerov pre kazdy druh. Tato metdda je vhodnd aj na priamu
identifikaciu zmieSanych populacii. Na zéklade druhovo Specifickych migraénych
charakteristik boli tymto spdsobom rozlisené druhy C. sporogenes, C. tyrobutyricum, C.
butyricum, C. beijerinckii. [22]

Na podobnom principe je zalozena aj metdda teplotnej gradientovej gélovej elektroforézy
(TTGE), ktorej predchadzala hniezdova PCR. Pomocou nej bol analyzovany subor baktérii
rodu Clostridium zo syrov s neskorym durenim [10]

Analyza polymorfizmu dizky amplifikovanych fragmentov (AFLP) umoziiuje rodovu,
druhovu 1 kmenovu diferenciaciu. Tato metoda sa pouziva pri taxonomickej klasifikacii, bola
vyuzitd napr. na analyzu prirodzene sa vyskytujucich podnych klostridii [30]

Vzhladom k rozmanitym vlastnostiam roznych kmemiov je obCas nevyhnutné vediet
identifikovat’ nielen dany druh, ale aj jednotlivé kmene. Za tymto uc€elom boli vypracované
viaceré postupy, predovSetkym tzv. fingerprintové metody. Medzi ne patria okrem iného
interrepetitivna PCR (rep-PCR), restrikéna analyza amplifikovanej ribozomalnej DNA
(ARDRA) a polymorfizmus dizky restrikénych fragmentov (RFLP).

2.4 Produkcia vodika baktériami rodu Clostridium

Pouzivanie fosilnych paliv je vzhladom k ich spotrebovaniu v relativne blizkej budtacnosti
a k problémom suvisiacim s globalnym oteplovanim ¢oraz viac nahradzované alternativnymi
zdrojmi energie. Cielom je n4jst’ Cisty a obnovitelny zdroj, akym mdze byt napriklad vodik.

Biotechnologicka produkcia vodika je vel'mi zaujimavou oblastou vyskumu, ato najmi
kvoli moznosti ziskavat’ tento plyn vo vysokych koncentraciach z obnovitel'nych, ¢i dokonca
odpadovych substratov.[31]

Problémom pri mikrobiologickej produkcii vodika v odpadovych vodach je rast dalSich
mikroorganizmov, ktoré spotrebovavaju bud’ substrat, alebo vytvoreny vodik, ¢im znizuju
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celkovy vytazok vyroby. Ztohto pohladu su neziaduce hlavne metanogénne baktérie
konvertujuce vodik na metan, ktory ma len 42 % energického obsahu vodika.[32]

2.4.1 Identifikacia klostridii produkujicich vodik

Pri fermentacii glukoézy dochadza u klostridii k tvorbe butyratu a acetdtu, zaroven sa
uvolfiuje vyznamné mnozstvo vodika. Produkcia vodika bola dokazand udruhov C.
butyricum, C. acetobutylicum, C. tyrobutyricum a C. beijerinckii. [31], a taktiez u druhu C.
acidisoli. [32]

Detailny rozbor komunity vodik produkujucich klostridii umoziiuje metéda PCR-DGGE.
Pre baktérie rodu Clostridium boli navrhnuté primery schopné rozlisit' koexistujice druhy
a identifikovat’ v kaloch aj druhy, ktoré nie je mozné detekovat pomocou univerzalnych
primerov.[33]

Na kvantifikaciu C. butyricum v bioreaktoroch produkujucich vodik bola zavedena metoda
real-time PCR. Vysledky ziskané touto metodou poskytuju pohl'ad na Struktiru mikrobialne;j
komunity a informacie pre kontrolu bioprocesov. Vhodnym navrhnutim primerov sa da tato
analyza aplikovat’ na rozne kmene a bioprocesy takmer s l'ubovolnym pozadovanym stupiiom
Specificity. [34]

Neustale su objavované nové baktérie tvoriace vodik, Casto prave vd’aka molekularne-
genetickym metodam zalozenym na analyze génov pre hydrogendzy. Schopnost produkovat
anaeroébnou fermentaciou vodik maju okrem klostridii aj dalSie baktérie, medzi nimi
prislusnici Celade Flexibacteraceae [32], urcité druhy Enferobacter a mnohé iné.[35]

2.4.2 Hydrogenazy

Pre biologicku produkciu vodika je nevyhnutna pritomnost” hydrogenaz v mikroorganizme.
St zname dva typy tychto enzymov, ato hydrogenazy NiFe obsahujice nikel a zelezo,
sliziace na  spotrebovanie vodika anachadzajice sa  zvacsa vo  vodik-
oxidujucich mikroorganizmoch. Druhym typom su Fe hydrogenazy obsahujuce len zelezo,
ktoré sa podiel'aji na tvorbe vodika.[36]

Pre vyskum produkcie vodika klostridiami boli zavedené metédy PCR detekcie génu pre
hydrogenazu A (hydA). Stadium expresie tohto génu preukazalo, e intezita produkcie vodika
u C. butyricum je priamo umerna urovni expresie ~#ydA.[37] Pri redlnych vzorkéach z kalov sa
na zlepSenie intenzity amplikonu kPCR zmesi pridava hoviadzi albumin (BSA) v
optimalizovanej koncentracii.[38]

Na detekciu AydA génu a urovne jeho transkripcie bola vyvinutd metoda kvantitativnej
PCR v realnom case. Expresia génu sa pocCas kontinualnej kultivacie v bioreaktore ment,
z ¢oho vyplyva, ze jej sledovanie moze byt uzitonym nastrojom monitorovania vykonnosti
produkcie vodika.[39]

Zvysenie vytazku klostrididlnych hydrogenaz moéze byt dosiahnuté rekombinantnymi
technikami, ako bolo dokazané u C. acetobutylicum s vysoko aktivnou hydrogenazou zo
zelenej riasy Chlamydomonas reinhardtii.[40]
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Bakterialne kultary

V praci boli pouzité vzorky DNA vyizolované fenolovou extrakciou z baktérii izolovanych
z pokazenych syrov a mlieka (vzorky &. 1 az 37). Dalsie vzorky pochadzali zo zbierok, a to
konkrétne vzorka 38 z nemeckej Deutsch Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH, vzorka 39 z danskej The Royal Veterinary and Agricultural University, vzorky 40
a 41 zo Svédska zo Swedish Dairy Association, vzorky 42 a 43 z Prahy z Ustavu technologie
mléka a tukdl, VSCHT a vzorka 44 z Ceskej zbierky mikroorganizmov. K dispozicii sme mali
vd'aka pomoci doc. Rosenberga tiez zbierkovy kmeni C. tyrobutyricum DSM 2637.

3.2 Chemikalie a roztoky

Pre pripravu médii a roztokov boli pouzité nasledujice chemikalie:

3.2.1

Agaroza pre elektroforézu DNA (Serva, Heidelberg, SRN)
Destilovana voda

Dodecylsulfat sodny (SDS) (Lachema, Brno, CR)

Ethanol (Lachema, Brno, CR)

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

Hydroxid sodny (Lachema, Brno, CR)

Chloroform (Lachema, Brno, CR)

Izoamylalkohol (Pliva-Lachema, Brno, CR)

Kyselina borita (Lachema, Brno, CR)

Kyselina chlorovodikova (Lachema, Brno, CR)

Lyzozym (Reanal, Budapest, Mad'arsko)

Octan sodny (Lachema, Brno, CR)

PCR agardza (Top-Bio, Praha, CR)

Proteinaza K (Sigma, St. Louis, USA)

RCM médium (Reinforced Clostridial Medium)

RNaza A (Reanal, Budapest, Mad’arsko)

SDS (Sigma, St. Lois, USA)

Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-base) (Amresco, Solon, USA)
Tris-hydroxymethyl-aminomethan hydrochlorid (Tris-HCI) (Amresco, Solon, USA)

Roztoky pre izolaciu a purifikiaciu DNA

Jednotlivé postupy boli prevzaté znavodov k laboratornym cviceniam Specidlni metody
analyzy mikroorganizmu I. (Spanova a Rittich, 2006, nepublikované).

Lyzaény roztok A: 10 mM Tris-HCI (pH 7,8), S mM EDTA (pH 8,0)

Lyzaény roztok B: 10 mM Tris-HCI (pH 7,8), 5 mM EDTA (pH 8,0), lyzozym
(3mg/ml)

CIZ: zmes chloroformu a izoamylalkoholu v pomere 24:1.

TE pufr: 10 mM Tris-HCI (pH 7,8), | mM EDTA (pH 8,0)
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3.2.2

Roztoky pre agarézovi gélovi elektroforézu

Prevzaté z navodov Specialni metody analyzy mikroorganizma I. (Spanova a Rittich, 2006,
nepublikované), ak nie je uvedené inak.

3.2.3

5 x TBE pufr: 54 g Tris bazy, 27,5 g kyseliny boritej a 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
doplnené do 1000 ml destilovanou vodou, vysledné pH upravené pomocou 1 M NaOH
na 8,3. Takto pripraveny zasobny roztok sa pred pouzitim riedi 10krat destilovanou
vodou na vyslednu koncentraciu 45 mM Tris, 45 mM kyselina boritd a 1 mM EDTA.
nanasaci pufr (6x koncentrovany)

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

DNA $tandard Malamité 100 bp ladder (Moravské Prusy, CR)

0,5 pg/ml ethidiumbromid: 100 pl roztoku EtBr (500ug/ml) sa zriedi 500 ml sterilnej
destilovanej vody.

PCR komponenty

PCR voda — voda pre injekcie CSL 4 (Biotika, Slovenska Lupéa, SR)

PCR pufr kompletny — reakény pufr 10x PCR Blue Buffer (obsahujuci MgCl,) pre
Taq DNA polymerazu 1.1 (Top-Bio, Praha, CR)

PCR pufr bez MgCl, — reakény pufr 10x PCR Blue Buffer without MgCl, pre Taq
DNA polymerazu 1.1 (Top-Bio, Praha, CR)

MgCl, (25mM) (Top-Bio, Praha, CR)

dNTP zmes (10 mM) (Top-Bio, Praha, CR)

primery (10 pmol/ul) — vid'. Tab. 1 (Oligo-Biotech, Hradec Kralové, CR)

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

Tab. 1 Zoznam pouZitych primerov

Teplota
§peciﬁckost’ Oznacenie hybridi- | Vel’kost PCR .
. . . . Referencia
primerov primerov zacie produktu (bp)
CO

Univerzalne R eub, F eub 55 470 | Haarman, 2005 [24]
Univerzalne DG74, RWO01 58 370 | Greisen, 1994 [23]
Rod Clostridium F1, F2 53 619 Rekha, 2006 [25]
C. butyricum CBISR, CBISF 55 262 | Nakanishi, 2005 [26]
C. tyrobutyricum CtlR, CtlF 60 233 | Herman, 1995 [28]
hydrogenaza hydA HGr, HGf 58 259 Wang, 2008 [37]

3.3 Pristroje a pomocky
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Anaerostat OXOID (Oxoid, Hampshire, Vel'ka Britania)

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

Digitalny fotoaparat Dimage Z5 (Konica Minolta, USA)

Exikator typ N 86 KN.18 (KNF Neuberger Labport, Freiburg, SRN)

Fotoaparat Polaroid CD34 na film T667 (Ultra Lum, Polaroid, Cambridge, USA)
Mikropipety Discovery HTL (PZ HTL, VarSava, Polsko)

Mikrovlnna rira SMW 5020 (SENCOR, CR)

Laboratorne vahy B0430 (Ohaus, USA)

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




NanoPhotometer ™ (Implen, Némecko)

Oc¢kovaci box (Fatran, CR)

Sagky na anaerdbnu kultivaciu AnaeroGen™ (Oxoid, Hampshire, Velka Britania)
Termocykler PTC-200 (BIO-RAD Lab., USA)

Termostat — Mini incubator (Labnet, USA)

Termostat FTC 901 (VELP SCIENTIFICA, Miléno, Italie)

Transilluminator TVR 3121 (Spectroline, Paramount, USA)

Zariadenie pre elektroforézu Easy-Cast, model B1 (Owl Scientific, USA)
Zariadenie pre elektroforézu Mini gel unit 7x10 cm (Hoefer, USA)

Zdroj elektrického napitia pre elektroforézu Lighting Volt Power Supply, model OSP-
300 (Owl Scientific, USA)

e Bezné laboratorne sklo, umelohmotny material a bezné laboratérne pomdcky

3.4 Metody

3.4.1 Kultivacia

Baktérie rodu Clostridium boli kultivované v tekutom médiu alebo na Petriho miskéach
spevnym médiom RCM 0149. Kultivacia prebiehala za anaerdbnych podmienok
v anaerostate pri 34 °C po dobu 2 az 4 dni. Anaerdbna atmosféra bola navodend pomocou
sackov AnaeroGen, ktoré po vlozeni do utesneného anaerostatu absorbuju vzdusny kyslik
a zaroven produkuju oxid uhlicity.

3.4.2 Lyza buniek a izolacia DNA fenolovou extrakciou

Bunky boli zlyzované tak, ze 1 ml bakterialnej kultiry sa stocil pri 15 000 ot./3 min.
Sediment bakterialnych buniek bol resuspendovany v 1 ml lyza¢ného roztoku A a suspenzia
bola centrifugovna pri 15 000 ot./3 min. K sedimentu sa pridalo 500 pl roztoku B a vzorky sa
inkubovali pri laboratornej teplote 1 hod. Nasledne sa k suspenzii pridalo 25 ul 10% SDS
a 5 pl proteinazy K a inkubovalo sa pri 55 °C do druhého diia. Z hrubého lyzatu bolo 20 pl
uschovanych pre gélovu elektroforézu. K lyzatu sa pridalo 10 pl RNazy A a inkubovalo sa 30
minat pri 37 °C .

Fenolova extrakcia DNA zacala tym, ze k lyzatu buniek sa pridal rovnaky objem fenolu
a vzorky sa premiesavali po dobu 4 min. Po centrifugacii pri 15 000 ot./3 min bola odobrana
vodna faza s DNA do Cistej eppendorfky, kde sa k nej pridalo 700 ul CIZ. Po 4 minutovom
miesani boli vzorky centrifugované (15 000 ot./3 min) a vodna faza s DNA opét odobrana do
Cistej eppendorfky.

Pri prezrazani DNA etanolom sa k DNA pridala 1/10 objemu 3 M octanu sodného a 1 ml
96 % etanolu. DNA bola vyzrazana pri 20 °C po dobu 15 min anésledne 15 min
centrifugovana pri 15 000 ot. Supernatant sa zlial a DNA bola usuSend v exikatore. Na zaver
bola DNA rozpustena vo vhodnom objeme TE pufru.

3.4.3 Meranie koncentracie DNA vzoriek

Koncentracia  vzoriek bola merana  spektrofotometricky = pomocou  pristroja
NanoPhotometer ™. Ako referentna vzorka bol pouzivany TE pufr. Absorbanica sa merala
v rozmedzi vinovych dizok 220 — 320 nm, pri¢om koncentracia DNA bola stanovena z
hodnoty absorbancie A, pri 260 nm, a to na zaklade poznatku, ze DNA o koncentracii 50
ng/ul ma pri tejto vinovej dizke absorbanciu rovna 1.
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v pripade obsahu RNA je pomer vacsi nez 2,0.

Z pomeru hodndt Ajso/Azso sa stanovila Cistota DNA. Pomer absorbancii Cistej DNA sa
pohybuje vrozmedzi 1,8 — 2,0, ak vzorka obsahuje proteiny, je pomer mensi ako 1,8,

3.4.4 Polymerazové retazové reakcie

Vsetky komponenty PCR reakcie boli pred pouzitim vzdy skontrolované a kratko
zcentrifugované. PCR zmes sa mieSala v boxe vopred vysterilizovanom UV Ziarenim.

3.4.4.1 Zlojenie PCR zmesi

Pouzivané PCR zmesi st uvedené v Tab. 2. V pripade optimalizacie danej PCR uvadza
tato tabul'ka vysledné zlozenie PCR zmesi urcené ako optimalne, s vynimkou zmesi C. tyrl,
ktora popisuje PCR zmes pre hniezdovi PCR C. tyrobutyricum pred optimalizaciou.

Tab. 2 Pouzivané PCR zmesi

Zlozka Uni.H | Uni.G | rod Clost. | C. but. |C. tyr.1 | C. tyr. | HydA
PCR voda 18,0l | 145ul|  165ul] 190ul| 165ul] 180ul| 17,5 ul
PCR pufr kompletny 25ul|l 2,5ul 25ul|l 25ul] 25p| 25ul| 25ul
dNTP (10 mM) 0,5ul| 1,0pul 1opl| 05ul| 1,0u| 05ul| 10ul
5" primer (10 pmol/pl) 1,0ul| 1,0pul 10ul] 05ul| 1,0pl| 05ul| 1,0ul
3" primer (10 pmol/pl) 1,0ul| 1,0pul 10ul] 05ul| 1,0pl| 05ul| 1,0ul
DNA polymeraza (1U/ul) 1Oul| 2,0ul 20ul| 1,0ul| 2,0ul| 1,0ul| 1,0pul
MgCl, Oull 2,0ul 0 ul 0 ul Oul| 1,0ul 0 ul
DNA matrica (10 ng/ul) L,LOul|l 1,0ul 1,0ul| 10pl| 10wl 10pl| 1,0ul

3.4.4.2 Programy amplifikdcie

Programy amplifikacie pouzivané v tejto praci su zhrnuté v Tab
riadky znamenaju kroky:
1. Denaturacia DNA pred prvym cyklom
2. Denaturacia DNA

3. Hybridizécia primerov
4. Syntéza DNA retazcov
5. Pocet cyklov (opakovanie krokov 2 az 4)
6. Dosyntetizovanie retazca v poslednom kroku

Tab. 3 Zoznam

pouZzitych amplifikacnych programov

. 3 (A,B), kde jednotlivé

A UNILH UNILG CLOST CBUTI CBUT2 C.BUT3
1]95°C Smin [95°C 5min |94 °C 5min |95°C 5 min |95 °C 5 min |95 °C 5 min
2195°C 30s ]95°C 1min |[94°C 30s [|95°C 30s |95°C 30s |95°C 30s
3155°C 30s |58°C 1min |[53°C 30s |55°C 30s |55°C 30s |60°C 30s
4172°C 30s |72°C 2min |72°C 1min |72°C 1min |72°C 30s |72°C 30s
5130 40 30 30 30 30

6 172°C 10 min|72°C 10 min |72 °C 8 min |72 °C 10 min |72 °C 10 min |72 °C 10 min
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Pokracovanie Tab. 3 Zoznam pouzitych amplifikacnych programov

C.BUT-GRAD|] C.TYRI C.TYR2 |C.TYR-GRAD GTG HYD.A

95°C 5 min 95°C 5min |95°C 5 min |95°C 5 min 94 °C 4 min |95 °C 7 min

95°C 30s 95°C 1min |95°C 30s |95°C 30s 94 °C 1min |95°C 30s

50-60°C30s|60°C I min |60°C 30s |55-65°C305s|50°C 1min |58°C 30s

72°C 30s |72°C I min |72°C 30s |72°C 30s 72°C 1min |72°C 30s

30 30 30 20 35 40

| [a (w0 |= |

72°C 10min |72°C 10min|72°C 10min|72°C 10min |72 °C 10 min|72 °C 10 min

3.4.5 Gélova elektroforéza DNA na agaroze

V principe sa jedna o tri na seba nadvazujuce kroky:
e Priprava agar6zového gélu vhodnej hustoty (tak, aby bolo zabezpecené optimalne
rozdelenie o¢akavanych fragmentov DNA)
e Nanesenie vzorieck DNA spolu s vkladacim pufrom do komorok na géle a preliatie
gélu TBE pufrom, delenie za napétia 60 V
e Farbenie ethidium bromidom s néslednou vizudlnou detekciou fluorescencie
pomocou UV transluminatora a fotograficka dokumentacia

Pri gélovej elektroforéze vzoriek vysokomolekularnej DNA bol pouzity 0,8% agardézovy
gél. Pre elektroforézu PCR produktov sa zviacsa pripravoval gél o hustote 1,8 %, v ostatnych
pripadoch je hustota daného gélu uvedena.

Ak nie je uvedené inak, na gél bolo nanesenych 25 ul DNA, resp. PCR produktu spolu
s 5 pl nanasacieho pufru Yellow load. Pri hniezdovej PCR reakcii druhovo Specifickej pre C.
tyrobutyricum sa po prvom kroku nanasalo na gél len 20 ul PCR produktu a 4 pl nanaSacieho
pufru, ked’ze tento PCR produkt sluzil zaroveni ako DNA templat v druhej PCR reakecii.

Ako DNA S$tandard sa pouzival Standard Malamité (100bp ladder) s DNA fragmentmi
dizky 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200 a 1500 bp. Standardu sa na gél
déavalo 5 pl.

Vysledky agardzove] gélovej elektroforézy boli dokumentované odfotografovanim gélu
pomocou fotoaparatu Polaroid CD34 na film T667 alebo digitdlnym fotoaparatom Konica
Minolta Dimage Z5.
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4 VYSLEDKY

4.1 Izolacia DNA

Zo suboru baktérii rodu Clostridium vyizolovanych z pokazenych syrov a mlieka bola
metodou fenolovej extrakcie s naslednym prezrazanim etanolom vyizolovana DNA.

4.1.1 Gélova elektroforéza DNA

Kvalita a intaktnost DNA bola overend pomocou agarozove] gélovej elektroforézy.
Vysledky st uvedené na Obr. 6 (A, B, C) av Tab. 4 (vid' 4.1.2).

Obr. 6 Gélovd elektroforéza (0,8% gél) vyvizolovanej DNA 44 kmeiiov rodu Clostridium.
Na gél bolo nanesenych 10 ul DNA. Cislo behu oznacuje Cislo vzorky (vid Tab. 4v 4.1.2).
A
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Zo vietkych kmenov bola vyizolovana DNA, vo vicsSine vzoriek intaktna. V siedmich
vzorkach bola DNA degradovana alebo izolovana v malom mnozstve.
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4.1.2 Meranie koncentracie DNA vzoriek

Koncentracia DNA vzoriek bola zmerana spektrofotometricky pomocou pristroja
NanoPhotometer, vysledky su uvedené v Tab. 4.

Tab. 4 Vzorky DNA, ich detekcia po gélovej elektroforéze pred nariedenim, poévodnd
koncentrdcia a hodnota pomeru Azs0/A2s0

& Oznacenie | Detekcia

) druhu/kmena | DNA na Poznamka ¢ [ng/pnl] | Az60/A2s0
vzorky . e .
Clostridium géle

1 9833 P +/- degradacia 345,7 2,051
2 9867 P +/- degradacia 186,0 2,039
3 9823 P + dobré kvalita 78,0 1,675
4 9874 11 ++ vela RNA 2477 2,077
5 9865 + dobra kvalita 68,7 1,919
6 9843 + degradacia 606,3 2,108
7 9837 ++ vela RNA 3080 2,058
8 9860 (O3B3) ++ Ciast. degradacia 133,7 2,028
9 9875 (0O3B2) + dobra kvalita 90,5 1,997
10 [9829 + RNA 1213 1,963
11 |31P ++ vela RNA 399.0 2,126
12 |S18/1 - nedetekované NK 1113 1,970
13 |S18/2 ++ vela RNA 5110 2,110
14 |S23 +/- slaba detekcia 2483 2,138
15 |S21 +/- degradacia 665,0 2,200
16 |S29 - nedetekované NK 1683 2,058
17 |S27 ++ vela RNA 5750 2,125
18 S5 + dobra kvalita 156,0 1,974
19 |EI6A ++ vela RNA 5660 2,134
20 |R26A ++ RNA 124.0 1,958
21 |L2 + dobré kvalita 41,7 1,773
22 |L3 + dobré kvalita 77,3 1,850
23 |sp. +/- degradacia 2723 2,044
24 580 + RNA 55,7 1,909
25 |581 +/- dobra kvalita 16,8 1,748
26 |[MM-D + dobra kvalita 442 1,963
27 |89K25B +++ |vela RNA 5913 2,081
28 |1030 +++ |vela RNA 4947 2,083
29 |12-15-1A + dobra kvalita 71,0 1,780
30 |31-44-Rk-2A + dobré kvalita 65,2 1,966
31 |31-75-4A + dobra kvalita 87,8 1,876
32 |V51-RCM-3B + RNA 77,5 1,970
33 |V51-RCM-3C + RNA 85,0 1,947
34 |V62-45-3A + RNA 74,7 1,919
35 |V62-45-3B + dobra kvalita 36,7 1,788
36 |V67-R3A + dobra kvalita 62,3 1,748
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Pokracovanie Tab. 4 Vzorky DNA, ich detekcia po gélovej elektroforéze pred
nariedenim, povodnda koncentrdacia a hodnota pomeru Azso/Azso

& Oznacenie | Detekcia
) druhu/kmena | DNA na Poznamka ¢ [ng/pd] | Az60/A2s0
vzorky . g .
Clostridium géle
37 | V69-120-R2A + dobré kvalita 93,5 1,833
butyricum L
_l’_
38 DSM 10702 degradacia 1177 1,981
beijerinckii , .
+/_
39 KVL M3 / slaba detekcia 199,3 1,945
tyrobutyricum S
ot
40 SMR 184 vela RNA 5453 2,085
tyrobutyricum , .
_l’_
41 SMR 220 dobra kvalita 63,5 1,885
tyrobutyricum S
++
42 UTMT 2-1 vela RNA 2953 2,084
tyrobutyricum , .
_l’_
43 UTMT 3-1 dobra kvalita 947 2,022
sporogenes ,
++
44 CCM 4423 vela RNA 729,7 2,057
+- 4+ rozna intenzita DNA detekcie
UUUU SRR DNA nedetekovana

DNA bola vyizolovana v roznych koncentraciach v rozmedzi od 17 do 730 ng/ul. Pomer
absorbancii pri 260 a 280 nm pohybujici sa vrozmedzi od 1,675 do 2,2 naznaluje, Ze
niektoré vzorky obsahovali zvysky proteinov (hodnota pod 1,8) aniektoré zase vel'ké
mnozstvo RNA (pomer nad 2,0).

4.1.3 Riedenie vzoriek

DNA bola nariedena TE pufrom na 10 ng/ul. Gélova elektroforéza nariedenych vzoriek je
znazornena na Obr. 7 (A, B, C). Postup riedenia a detekcia po gélovej elektroforéze su
uvedené v Tab. 5.

Obr. 7 Gélova elektroforéza (0,8% gél) vzoriek DNA nariedenych na 10 ng/ul. Na gél bolo
nandsanych 15 ul DNA. Cislo behu oznacuje Cislo vzorky.
A
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Tab. 5 Riedenie vzoriek a detekcia DNA nariedenych vzoriek po gélovej elektroforéze

R Riedenie na 10 ng/pl | Detekcia DNA
Vzorka | Pov. c . . ,
DNA & | [ng/ul] do objemu 100 pl narlede.nych
ml vzorky | ml TE pufru vzoriek

1 345,7 2,9 97,1 -

2 186,0 5,4 94,6 -

3 78,0 12,8 87,2 ++

4 247,7 4,0 96,0 ++

5 68,7 14,6 85,4 ++

6 606,3 1,6 98,4 -

7 308,0 3,2 96,8 ++

8 133,7 7,5 92,5 +++
9 90,5 11,0 89,0 +

10 121,3 8,2 91,8 ++
11 399,0 2,5 97,5 +

12 111,3 9,0 91,0 -

13 511,0 2,0 98,0 +

14 2483 4,0 96,0 -

15 665,0 1,5 98,5 -

16 168,3 5,9 94,1 -

17 575,0 1,7 98,3 +

18 156,0 6,4 93,6 +/-
19 566,0 1,8 98,2 +/-
20 124,0 8,1 91,9 +++
21 41,7 24,0 76,0 +
22 77,3 12,9 87,1 +
23 2723 3,7 96,3 +/-
24 55,7 18,0 82,0 +
25 16,8 59,4 40,6 +
26 44,2 22,6 77,4 +
27 591,3 1,7 98,3 +
28 494,7 2,0 98,0 ++
29 71,0 14,1 85,9 +
30 65,2 15,3 84,7 +
31 87,8 11,4 88,6 +/-
32 71,5 12,9 87,1 +
33 85,0 11,8 88,2 +
34 74,7 13,4 86,6 +
35 36,7 27,3 72,7 +
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Pokracovanie Tab. 5 Riedenie vzoriek adetekcia DNA nariedenych vzoriek po gélovej
elektroforéze

" Riedenie na 10 ng/pl | Detekcia DNA
Vzorka | Pov. c . . ,
« do objemu 100 pl nariedenych
DNA ¢. | [ng/nl] .
ml vzorky | ml TE pufru vzoriek

36 62,3 16,0 84,0 +

37 93,5 10,7 89,3 +

38 117,7 8.5 91,5 +

39 199,3 5,0 95,0 -

40 5453 1,8 98,2 +

41 63,5 15,7 84,3 +

42 2953 3.4 96,6 +

43 947 10,6 89,4 +/-

44 729,7 1,4 98,6 -

+- 4+ rozna intenzita DNA detekcie

R TU TR DNA nedetekovana

U vzoriek, ktorych DNA bola degradovana, nebola po nariedeni DNA detekovana. VSetky
vzorky boli nariedené na 10 ng/ul, a teda pripravené na pouzitie do PCR.

4.2 Kaultivacia zbierkového kmena Clostridium tyrobutyricum

Ako pozitivna kontrola pre druh C. tyrobutyricum bol pouzity zbierkovy kmen Clostridium
tyrobutyricum DSM 2637,

Bolo pripravené médium pre kultivaciu klostridii RCM 0149 (Reinforced Clostridial
Medium). Do skimavky s médiom bola sterilne naockovana bakterialna kultura. Kultivovalo
sa anaerobne pri 34 °C po dobu 4 dni, pri preo¢kovani uz len 48 hodin. Tvorba plynu bola
preukazana vytlacenim uzaveru skimavky pocas kultivacie.

Cistota kultry bola overena krizovym rozterom (Obr. 8). Na Petriho miske boli
pozorované okruhle biele az svetlozlté kolonie priblizne rovnakej velkosti.

Obr. 8 Krizovy rozter kultury C. tyrobutyricum DSM 2637

Bola potvrdena mikrobialna Cistota kultary Clostridium tyrobutyricum DSM 2637.
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4,2.1 Uchovavanie buniek

Pre dlhodobé uchovanie boli bunky zakonzervované zmrazenim v 50% glycerole
nariedenom bunecnou kultirou v pomere 1:2 na vyslednt koncentraciu 17 %.
Kultara bola zmrazena pri -70 °C a moze tak byt dlhodobo uchovana.

4.2.2 Lyza buniek a izolacia DNA C. tyrobutyricum DSM 2637

Z kultury buniek v skamavke bola lyzovanim a fenolovou extrakciou s naslednym
prezrazanim etanolom vyizolovana DNA. Vysledky gélovej elektroforézy su na Obr. 9.

Obr. 9 Agarozova gélovd elektroforéza hrubého lyzdtu a 4 vzoriek purifikovanej DNA C.
tyrobutyricum DSM 2637

Beh Vzorka/ DNA Detekcia
DNA

1 hruby lyzat +++

) _ _

3 C. tyrobut. DSM 2637 /1 +++

4 C. tyrobut. DSM 2637 /2 +++

5 C. tyrobut. DSM 2637 /3 +++

6 C. tyrobut. DSM 2637 /4 +++
o DNA detekovana

Bunky boli zlyzované a z lyzatu bola purifikovana relativne intaktnd DNA.

4.2.3 Meranie koncentracie a riedenie DNA zbierkového kmena

Koncentracia vyizolovanej DNA bola stanovena spektrofotometricky na 218,7 ng/ul
u prve] vzorky, 174,7 ng/ul u druhej, 261,7 ng/ul u tretej a 295 ng/ul u Stvrtej vzorky. DNA
bola nariedena TE pufrom na koncentraciu 10 ng/pl.

Nariedena DNA mdze byt pouzita ako matrica do PCR.

4.3 PCR s univerzalnymi primermi — overenie amplifikovatel’nosti DNA

Kvalita vyizolovanej DNA anariedenej DNA vzoriek bola overend gélovou
elektroforézou, podl'a ktorej si niektoré vzorky cCiastocne degradované. Z tohto dévodu bolo
potrebné overit’, ¢i je DNA vsetkych vzoriek amplifikovatelna v polymerazove] retazove;j
reakcii. Na tento ucel boli pouzivané 2 rdzne sady primerov:

e podla Haarmanovej (2005): F_eub, R eub, Tm = 59 °C, velkost PCR produktu:
470 bp [24]
e podla Greisena (1994): RWO01, DG74, vel'kost PCR produktu: 370 bp [23]

Najskor bola porovnana amplifikacia pomocou oboch dvojic primerov, a to pre vzorky ¢.
35 —44 (vid. Tab. 4 v 4.1.2). Pri pouziti primerov podl'a Greisena dochadzalo k amplifikacii i
nespecifickych PCR produktov, zatial’ ¢o pri primeroch podl'a Haarmanovej boli detekované
Specifické PCR produkty. Amplifikovatelnost DNA bola overovana u vsSetkych vzoriek
pomocou oboch sad primerov.
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4.3.1 Amplifikovate'nost’ DNA s primermi podl’a Haarmanovej

Amplifikovatel'nost DNA vSetkych vzoriek bola overenda s primermi R_eub, F_eub podla
Haarmanovej z roku[24]. PCR zmes bola namieSana podl'a Tab. 2 (Uni.H) a program
prebehol tak, ako je uvedené v Tab. 3 (UNLH). PCR produkty boli detekované pomocou

agarozove] gélovej elektroforézy (vid Obr. 10 A, B, C).

Obr. 10 Agarozova gélova elektroforéza PCR produktov (470 bp) s univerzdlnymi
primermi podla Haarmanovej. V PCR zmesi bolo 10 ng DNA matrice. Cislo vzorky sa
zhoduje s cislom behu (vid Tab. 4), S je Standard a PK je pozitivna kontrola s DNA C.

sporogenes CCM 4423.

A

17 1819 20 2122 23 2425 26°27 28 2930 31 3233 34 S |
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e n.--ﬁ-m----.w--m PCR produkt
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ol S 35 36 373839 40 414243 44

500
PCR produkt
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U vSetkych vzoriek bol detekovany intenzivny PCR produkt o vel'kosti priblizne 470 bp

4.3.2 Amplifikovatel'nost’ DNA vzoriek s primermi podl’a Greisena

Amplifikovatel'nost’ vSetkych vzoriek bola overena aj s univerzalnymi priemermi RWO1,
DG74 podl'a Greisena z roku 1994[23]. NamieSana PCR zmes je popisana v Tab. 2 (Uni.G),
pouzity bol program UNILG uvedeny v Tab. 3. PCR produkty boli detekované po gélovej

agarozovej elektroforéze (Obr. 11 A, B, C).
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Obr. 11 Agarozova gélova elektroforéza PCR produktov (370 bp) s univerzdlnymi
primermi podla Greisena. V PCR zmesi bolo 10 ng DNA matrice. Cislo vzorky sa zhoduje
s ¢islom behu (vid' 1ab. 4), S je Standard a PK pozitivna kontrola s DNA C. sporogenes CCM
4423.
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Okrem Specifického PCR produktu odpovedajucemu 370 bp u vSetkych vzoriek boli vo
vacsine pripadov detekované aj nespecifické amplikony.

4.3.3 Zhrnutie a porovnanie amplifikacie s univerzalnymi primermi

Ako potvrdili testy s oboma sadami primerov, DNA vSetkych kmefiov je amplifikovatel'na.
PCR produkty boli detekované po amplifikacii DNA u vSetkych vzoriek, ¢o potvrdzuje ich
zaradenie do domény Bacteria.

Vzhl'adom k amplifikacii Specifickych PCR produktov boli lepSie vysledky dosiahnuté
pouzitim primerov podla Haarmanovej, ktoré nevytvarali neSpecifické amplikony. Ich
vyhodou je tiez takmer poloviéna dizka programu oproti metode podl'a Greisena, o znamena
vyraznu usporu casu.
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Vysledky detekcie PCR produktov po agarozovej gélovej elektroforéze s oboma sadami
primerov si uvedené na Obr. 10 a Obr. 11 av Tab. 12 (vid’ 4.7).

4.4 Rodovo Specifickd PCR pre rod Clostridium

Na zaradenie vzoriek do rodu Clostridium boli pouzité rodovo Specifické primery F1, F2
podla Rekha (2000)[25] s PCR produktom velkosti 619 bp. Amplifikdcia rodovo
Specifickych PCR produktov prebiehala podl'a programu CLOST (vid Tab. 3).

4.4.1 Testovanie pridavku MgCl; na kvalitu PCR produktu

Vzhladom k zavadzaniu metdody bol najskor testovany vplyv pridavku horecnatych
kationov do PCR zmesi, a to so vzorkami DNA €. 38 (C. butyricum DSM 10702) a ¢. 44 (C.
sporogenes CCM 4423).

Boli pouzité tri sposoby pripravy PCR zmesi s roznym pridavkom MgCl, (zmes A, B, C),
ako je uvedené v Tab. 6, amplifika¢ny program CLOST je popisany v Tab. 3. Vysledky
agarozove] gélovej elektroforézy su znazornené na Obr. 12.

Tab. 6 Zlozenie PCR zmesi pre rodovo Specificki PCR rodu Clostridium

Zlozka Zmes A | Zmes B | Zmes C
PCR voda 16,5 ul 16,0 ul 15,5 ul
PCR pufr kompletny 2,5 ul 2,5 ul 2,5 ul
dNTP (10 mM) 1,0 pl 1,0 pl 1,0 pl
5" primer (10 pmol/ul) 1,0 ul 1,0 ul 1,0 ul
3’ primer (10 pmol/ul) 1,0 ul 1,0 pl 1,0 ul
DNA polymeraza (1U/pl) 2,0 ul 2,0 ul 2,0 ul
MgCl, 0 ul 0,5 ul 1,0 ul
DNA matrica (10 ng/pl) 1,0 pl 1,0 pl 1,0 ul

Obr. 12 Agardzova gélovd elektroforéza (1,3% gél) PCR produktov Specifickych pre rod
Clostridium (619 bp). V PCR zmesi bolo pouzité rézne mnozstvo Mg” " ionov.

2nadndeesebieg 8 -9 10
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DNA matrica v PCR MHOZSIV ° Detekcia PCR
Beh zmesi/PCR zmes Mg produktu
(mM)
1 C. butyricum DSM 10702/A 1,5 ++
2 C. butyricum DSM 10702/B 2,0 ++
3 C. butyricum DSM 10702/C 2,5 ++
4 C. sporogenes CCM 4423/A 1,5 +++
5 C. sporogenes CCM 4423/B 2,0 +++
6 C. sporogenes CCM 4423/C 2,5 +++
7 Standard 0| 100 bp rebricek
8 negativna kontrola/A 1,5 -
9 negativna kontrola /B 2,0 -
10 negativna kontrola /C 2,5 -
e PCR produkt detekovany

PCR produkt nedetekovany

Vo vietkych pripadoch bol detekovany $pecificky PCR produkt dizky priblizne 600 bp.
Vplyv pridavku MgCl, na intenzitu PCR produktu nebol vyrazny.

4.4.2 Amplifikacia DNA analyzovanych kmenov s rodovo Specifickymi primermi

S vyuzitim rodovo Specifickych primerov bolo overované, ¢i vSetky vzorky patria do rodu
Clostridium. PCR zmes bola namieSana podla postupu A z kapitoly 4.4.1 (Tab. 6), tzn.
s obsahom 1,5 mM hore¢natych i6nov. Amplifikacia prebehla podl'a programu CLOST (vid’
Tab. 3). Agardzova gélova elektroforéza amplifikovanych PCR produktov je zobrazena na

Obr. 13 (A, B, C). Vysledky rodovo Specificke] PCR su zahrnuté v Tab. 12 v kapitole 4.7.

Obr. 13 Agarozova gélova elektroforéza (1,3% gél) PCR produktov Specifickych pre rod

Clostridium (619 bp). Cislo behu oznacuje cislo vzorky (vid Tab. 4 v 4.1.2), S znaci Standard

a NK je negativna kontrola s vodou namiesto DNA matrice.
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Vo vsetkych vzorkach bol detekovany PCR produkt velkostou odpovedajuci 619 bp,
a teda Specificky pre rod Clostridium. Amplikony sa len vel'mi mierne lisia intenzitou (vid
Tab. 12 v kapitole 4.7).

4.5 Druhovo Specificka PCR — Clostridium butyricum

Na zaradenie bakteridlnych kmefiov do druhu Clostridium butyricum bola pouzita PCR
s druhovo Specifickymi primermi pre C. butyricum CBISR, CBISF [26]. Tieto primery
amplifikuju PCR produkt dlhy 262 bp.

4.5.1 Overenie Specificity primerov s DNA zbierkovych kmenov

Pri zavadzani metddy druhovo Specifickej PCR bola overovana $pecificita pouzivanych
primerov s DNA nasledujucich vzoriek:
.38 =C. butyricum DSM 10702
.40 = C. yrobutyricum SMR 184
.44 = C. sporogenes CCM 4423

O« O O

PCR zmes pre C. butyricum bola namieSana dvoma spdsobmi (zmes A a zmes B), ktoré sa
li§ili mnozstvom pouzitych PCR komponent. VSetky ostatné vzorky boli pripravené podla
zmesi A, obsahujucej vyssi objem jednotlivych komponent v porovnani so zmesou B, tak ako
je uvedené v Tab. 7. Amplifikacia prebehla podl'a programu C.BUT1 (vid’ Tab. 3). Vysledky
agarozove] gélovej elektroforézy su uvedené na Obr. 14.
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Amplikon dizky 262 bp bol detekovany s DNA kmea C. butyricum a s DNA C.
tyrobutyricum SMR 184. Pri vzorke DNA C. sporogenes CCM 4423 nebol detekovany PCR
produkt.

Tab. 7 PCR zmes pre druhovo Specificku PCR C. butyricum

Zlozka Zmes A | Zmes B
PCR voda 16,5 ul 19,0 pl
PCR pufr kompletny 2,5 ul 2,5 ul
dNTP (10 mM) 1,0 pl 0,5 ul
CBISR (10 pmol/ul) 1,0 pl 0,5 ul
CBISF (10 pmol/ul) 1,0 pl 0,5 ul
DNA polymeraza (1U/ul) 2,0 ul 1,0 ul
DNA matrica (10 ng/ul) 1,0 pl 1,0 ul

Obr. 14 Agardzovd gélova elektroforéza PCR produktov Specifickych pre druh C.
butyricum (262 bp). PCR zmesi A a B obsahovali rozne mnozZstvo komponent, PCR zmes
obsahovala 10 ng DNA matrice.

Beh DNA matrica PCB produkty.
Specif. | nespecif.
"1 2 3 45 6 7 1 |Standard . 100 bp rebricek
C. butyricum DSM - N
1500 2 |10702 — zmes A
1000 C. butyricum DSM N N
— 3 ]10702—zmes B
4 |C. tyrobut. SMR 184 + +
Fre proadiL C. sporogenes CCM
100 5 |4423 ) )
6 |— —
7 |negativna kontrola - | -

o detekcia PCR produktu
RSP PCR produkt nedetekovany

DNA C. butyricum DSM 10702 bola amplifikovand v oboch PCR zmesiach, pri vy$Som
mnozstve PCR komponent bol vSak amplikon intenzivnejsi. Okrem Specifického PCR
produktu vel'kosti 262 bp sa amplifikovali aj nespecifické amplikony.

4.5.2 Optimalizacia druhovo Specifickej PCR pre C. butyricum

Na géle boli detekované PCR produkty rdznej intenzity a okrem Specifického PCR
produktu dizky 262 bp boli pozorované aj nespecifické PCR produkty roznych velkosti.
Vzhl'adom k amplifikécii nespecifickych PCR produktov bola preto druhovo Specificka PCR
pre C. butyricum optimalizovana. Boli testované rdzne zlozenia PCR zmesi a teploty
hybridizacie.
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4.5.2.1 Zmena koncentrdacie DNA a citlivost’ PCR

Pri optimalizacii bolo v PCR zmesi testované pouzitie rozneho mnozstva DNA matrice.
PCR bola prevedend s DNA zbierkového kmenia C. butyricum DSM 10702 (vzorka €. 38),
ktora bola vyriedena na 10 ng/ul, 5 ng/ul, 2,5 ng/ul, 1 ng/ul a 0,5 ng/ul. VPCR zmesi bolo
pouzité mensie mnozstvo polymerazy (1 ul) oproti predchadzajucim zmesiam (vid Tab. 8).
Bol pouzity program C.BUT1 uvedeny v Tab. 3. Vysledky agardzovej gélovej elektroforézy
zobrazuje Obr. 15.

Testovanim rdoznych koncentracii DNA v PCR zmesi bola zistend citlivost danej PCR,
ktora vyzaduje minimalne mnozstvo 0,5 az 1 ng DNA vPCR zmesi. S klesajucou
koncentraciou DNA klesé intenzita bandov, pri 2,5 ng DNA v PCR zmesi dostaneme eSte
dobre viditeIny band. Pri 1 a0,5 ng DNA v PCR zmesi je vzniknuty amplikon slabo, ale
jednoznacéne detekovatelny.

Tab. 8 Zmes pre optimalizdciu druhovo Specifickej PCR pre C. butyricum

Zlozka Objem
PCR voda 17,5 ul
PCR pufr kompletny 2,5 ul
dNTP (10 mM) 1,0 pl
CBISR (10 pmol/ul) 1,0 pl
CBISF (10 pmol/ul) 1,0 ul
DNA polymeraza (1U/ul) 1,0 pl
DNA matrica’ 1,0 pl

“ako DNA matrica pouzita DNA C. butyricum DSM 10702 o koncentraciach 10 ng/ul, 5
ng/ul, 2,5 ng/pl, 1 ng/pl a 0,5 ng/ul

Obr. 15 Agardzova gélova elektroforéza PCR produktov Specifickych pre druh C.
butyricum (262 bp). V PCR boli amplifikované rozne koncentrdacie DNA kmena C. butyricum
DSM 10702.

Detekcia PCR produkto
DNA v PCR
Beh . v
zmesi (ng) [ . i L.
Specifickych neSpecif.
1 Standard 100 bp rebricek
2 10,0 +++ ++
3 5,0 ++ +
4 2,5 ++ +
5 1,0 + +/-
6 0,5 +/- +/-
7 — _
8 NK - | -

-+ - PCR produkty roznej intenzity
TSR UTR PCR produkt nedetekovany

Boli detekované PCR produkty vel'kosti okolo 260 bp a ne$pecifické amplikony dizky asi
300 az 500 bp.
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4.5.2.2 Pridavok MgCl; a skradtenie doby syntézy

S cielom znizit’ mnozstvo neSpecifickych produktov bol testovany vplyv pridavku rozneho
mnozstva horecnatych iénov (zmesi A az E, vid’ Tab. 9). Oproti predchadzajucej optimalizacii
doslo ku zmene v programe — pri 72 °C prebiehala syntéza 30 s namiesto pévodnej 1 min
(program C.BUT2, Tab. 3). Pouzita bola DNA vzorky 38 (C. butyricum DSM 10702).

Ako vyplyva z vysledkov gélovej elektroforézy (vid Obr. 16), pridavok hore¢natych iénov
nema vplyv na kvalitu PCR produktu a nezamedzuje tvorbe neSpecifickych PCR produktov.

Tab. 9 Zmesi pre PCR obsahujiice rozne mnozstvo Mg’ iénov :

Zlozka A B C D E F
PCR voda 17,0l [ 16,5l | 15,5 pul [ 14,5l [ 13,5 ul | 12,5 pl
PCR pufr kompletny 25ul | 25pl | 25ul| 25ul| 25ul| 25l
dNTP (10 mM) 1LOpl | 10pl| 10pl| 10pul| 10ul| 1,0ul
CBISR (10 pmol/ul) 1LOpl | 10pl| 10pl| 10pl| 10pul| 1,0pul
CBISF (10 pmol/ul) 1LOpl | 10pl| 10pl| 10pul| 10pul| 1,0ul
DNA polymerdza (1U/ul) | 1,0pl| 1,0ul| 1,0ul| 1,0pl| 1,0pl| 1,0l
MgCl, 05ul| 10pl|] 20upl| 30ul| 40ul| 50upul
DNA matrica (10 ng/pl) 10ul | 10pl| 10pl| 10ul| 1,0ul| 1,0pul

Obr. 16 Agardzova gélova elektroforéza PCR produktov Specifickych pre druh C.
butyricum (262 bp). Amplifikovand bola DNA kmerna C. butyricum DSM 10702 v pritomnosti
rézneho mnozstva Mg®" ionov.

Beh Pridavok MgCl, | Detekcia PCR prod.
v PCR zmesi Specif. nespecif.
1 0,5 ul +++ ++
1500 2 1,0 pl R t
1000 3 2,0 ul +++ ++
4 3,0 ul +++ ++
5 4,0 ul +++ ++
PCR produk!
6 5,0 ul +++ ++
100 7 Standard 100 bp rebricek
8 | negativna kontrola - | -
-, PCR produkt detekovany

e, PCR produkt nedetekovany

Boli detekované Specifické PCR produkty velkosti okolo 260 bp a nespecifické amplikony
dizky asi 300 az 500 bp.

4.5.2.3 Zmena zloZenia PCR zmesi zniZenim mnoZstva komponent

Reakéné zmesi boli namieSané smen§im mnozstvom PCR komponent a srdzne
koncentrovanou DNA zbierkového kmenia C. butyricum DSM 10702 (vzorka €. 38). DNA
bola vyriedena na 10 ng/ul, 5 ng/ul, 2,5 ng/ul, 1 ng/pl a 0,5 ng/ul. Zlozenie PCR zmesi
uvadza Tab. 10, pouzity bol program C.BUT2 z Tab. 3.
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Tab. 10 PCR zmes pri testovani mensieho mnozstva komponent:

Zlozka Objem
PCR voda 19,0 ul
PCR pufr kompletny 2,5 ul
dNTP (10 mM) 0,5 ul
CBISR (10 pmol/ul) 0,5 ul
CBISF (10 pmol/ul) 0,5 ul
DNA polymeraza (1U/ul) 1,0 pl
DNA matrica’ 1,0 ul

“ako DNA matrica pouzita DNA C. butyricum DSM 10702 o koncentraciach 10 ng/ul, 5
ng/ul, 2,5 ng/pl, 1 ng/pl a 0,5 ng/ul

Obr. 17 Agardzova gélova elektroforéza PCR produktov Specifickych pre druh C.
butyricum (262 bp). V PCR boli amplifikované rozne mnozZstva DNA (10 ng, 5 ng, 2,5 ng,

1 ng a 0,5 ng) kmeria C. butyricum DSM 10702.
4 5 6 7 p4 Beh DNA v PCR | Detekcia PCR produktov

¢ zmesi (ng) |$pecifickych [ neSpecifickych
1 10,0 G +

1500 2 5’0 ++ _|_/_

1000 3 25 N /-

500 4 1,0 - -
5 0,5 - -

PCRprodukf ¢ Standard 100 bp rebricek

100 7 neg. kontrola - | -

A - PCR produkty rdznej intenzity

e, PCR produkt nedetekovany

Bol detekovany PCR produkt dizky cca 260 bp alen velmi slabo pozorovatelné
neSpecifické amplikony. S klesajicou koncentraciou DNA matrice sa znizuje intenzita PCR
produktu detekovaného na géle, dobre viditelny je eSte band amplifikovany z 2,5 ng DNA
v PCR zmesi.

4.5.2.4 Optimalizdcia teploty hybridizdcie

Bola testovand zmena teploty hybridizacie s cielom najst’ optimalnu teplotu, pri ktorej by
nedochadzalo k amplifikovaniu nespecifickych PCR produktov. K tomu bola vyuzita funkcia
cykleru GRADIENT s moznostou nastavit rozmedzie teplot tak, aby sa v jednotlivych
stipcoch pristroja dosiahli rézne teploty v ramci jedného amplifikaéného programu. Tym bolo
zabezpeCené, ze prijednotlivych vzorkach doSlo k amplifikéacii pri roznych teplotach
hybridizacie.

PCR zmes bola namieSana tak, ako je uvedené v Tab. 10 (kapitola 4.5.2.3), ako DNA
matrica sa pouzila vzorka €. 38, tzn. DNA C. butyricum DSM 10702 o koncentracii 10 ng/pl.
Amplifikacia prebehla podla programu C.BUT-GRAD (vid’ Tab. 3) s gradientom 50 az 60 °C
(vid’ Prehlad gradientu 1), resp. 55 az 65 °C (vid’ Prehl'ad gradientu 2). Vysledky gélove;j
elektroforézy su zobrazené na Obr. 18 a Obr. 19.
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Prehlad gradientu 1:

Stipec

1 2 3

10 11 12

Teplota (°C)

50,0 | 50,3

50,9

51,7

52,8

543

56,0

57.4

58,5

593 | 59.8 | 60,0

Prehlad gradientu 2:

Stipec

1 2 3

4

5

6

7 8 9

10 11 12

Teplota (°C)

550 | 55,3

55.0

56,7

57,8

593

61,0

62,4

63,5

64,3 | 64.8 | 65,0

Obr. 18 Agardzova gélova elektroforéza PCR produktov Specifickych pre druh C.
butyricum (262 bp). Amplifikovand bola DNA kmeiia C. butyricum DSM 10702 v gradientovej
PCR pri teplotdach hybridizacie 50 — 60 °C.

bp 1

500

PCR produkt

100

285384858 687 WEW 98 10K

Teplota Detekcia PCR prod.
Beh e g .
hybridizacie| Specif. | nespecif.
1 Standard 100 bp rebric¢ek
2 50,0 °C ++ +
3 51,7°C ++ +
4 52.8 °C + +
5 543 °C ++ +
6 56,0 °C ++ +
7 57.4°C|  +++ ++
8 58,5 °C +++ ++
9 60,0°C|  +++ ++
10 Standard 100 bp rebric¢ek
11 |neg. kontrola - | -
A PCR produkty rdznej intenzity

........................ PCR produkt nedetekovany

Obr. 19 Agardzova gélova elektroforéza PCR produktov Specifickych pre druh C.
butyricum (262 bp). V gradientovej PCR bola amplifikovand DNA kmeiia C. butyricum DSM
10702 pri teplotdch hybridizacie 55 az 65 °C.

bp B

1500 8
1000 [

500

PCR produkt

100

PR e o G

7

8

Teplota | Detekcia PCR prod.
Beh e g .
hybridizacie | S$pecif. ‘ nespecif.

1 Standard 100 bp rebric¢ek
2 55.0°C| ++ +

3 578°C| +++ ++

4 593°C| +++ ++

5 61,0°C| +++ ++

6 62,4°C| +++ ++

7 63,5°C| +++ ++

8 643°C| ++ +

9 65,0°C| + +-

10 Standard 100 bp rebricek
11 |neg. kontrola - ‘ -

+++,++,+,4/- ... PCR produkty r6znej intenzity
.................. PCR produkt nedetekovany
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PCR produkt odpovedajuci 262 bp sa amplifikoval u vSetkych vzoriek, tzn. pri teplotach
hybridizacie od 50 do 65 °C. Pri 65 °C bol PCR detekovany slaby PCR produkt. Nespecifické
amplikony boli detekované pri vSetkych teplotach.

4.5.2.5 Druhovo Specificka PCR pre C. butyricum s inymi polymerdzami
Amplifikaciu cielovej sekvencie DNA je mozné ovplyvnit pouzitou DNA polymerazou,
preto boli v PCR otestované d’alSie druhy polymeraz. Amplifikacia DNA C. butyricum DSM
10702 (10 ng/ul) prebehla stroma réoznymi polymerazami (vyzadujucimi rézny PCR pufr,
uvedeny v zatvorke):
e TaqDNA pol. 1.1, 1U/ul (10x PCR Blue buffer complete)
e Fast Start Tag DNA pol. 5U/ul (Fast Start Taqg DNA pol. PCR bufter s MgCl,)
e Fast Start Tag DNA pol. GC-RICH (Fast Start Taqg DNA pol. PCR buffer s MgCl,)
PCR zmes bola namieSana tak, ako je uvedené v Tab. 10 a pre amplifikaciu bol testovany
program C.BUT3 opisany v Tab. 3. Vysledky gélovej elektroforézy PCR produktov su
uvedené na Obr. 20. Boli detekované PCR produkty rdznej intenzity.

Obr. 20 Agardzova gélova elektroforéza PCR produktov Specifickych pre druh C.
butyricum (262 bp). V PCR bola amplifikovand DNA kmenia C. butyricum DSM 10702
s troma roznymi polymerdzami.

M1 234 56 Beh Pousith polymeriza Detekcia PCR
produktu
1500 1 [Standard 100 bp rebricek
1000 = 2 |Tag DNA pol. 1.1, 1U ++
3 | Fast Start Tag DNA pol. 5U +
< 4 |Fast Start Tag DNA pol. GC-RICH +/-
Al 5 |standard 100 bp rebricek
100 6 |negativna kontrola -
- PCR produkty roznej intenzity

e, PCR produkt nedetekovany

Najintenzivnejsi PCR produkt bol ziskany s Taq DNA polymerazou 1.1 (1U/pl).

4.5.3 Suhrn optimalizacie druhovo Specifickej PCR pre C.butyricum

Boli testované rozne podmienky prevedenia PCR reakcie, hodnotili sa vplyvy zmien na
kvalitu amplifikovaného PCR produktu. Vysledky optimalizacie st zhrnuté v nasledujucich
bodoch:

¢ Citlivost PCR bola stanovena na 0,5 ng DNA v PCR zmesi, aby eSte bolo mozné
PCR produkt detekovat’. Pre intenzivnejsi, a teda lepsSie detekovatel'ny amplikon je
potrebné vacsie mnozstvo DNA v PCR zmesi (2,5 ng).

e Pridavok hore¢natych ionov nema vplyv na Specifitu PCR produktu.

e Optimalne zlozenie PCR zmesi je opisané v Tab. 10, obsahuje po 0,5 ul dNTP
a primerov a 1 pl polymerazy.

e Pri PCR sgradientom teploty hybridizacie bolo preukazané, ze k dobre;j
amplifikacii dochadza v Sirokom rozmedzi hybridiza¢nych tepldt, a to od 50 az do
64 °C, ale vzdy sa amplifikovali aj neSpecifické PCR produkty.
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e NajlepsSie vysledky detekcie PCR produktu boli dosiahnuté pri  pouziti
amplifikacného programu oznaceného ako C.BUT2 (vid’ Tab. 3).
e Ako najvhodnejsia polymeraza sa ukazala bezne pouzivana Taq 1.1 pol. 1U/pl.
Oproti povodnym vysledkom sme po optimalizacii dosiahli relativne vyrazné znizenie
poctu a intenzity neSpecifickych amplikonov, avSak podmienky, pri ktorych by nevznikali
vobec, sa nepodarilo stanovit’.

4.5.4 Zaradenie analyzovanych kmenov do druhu C. butyricum

Druhovo S$pecifickh PCR C. butyricum bola prevedena so vSetkymi 44 vzorkami
analyzovanych kmerniov. Na amplifikaciu bola pouzita PCR zmes A podla Tab. 7 (kapitola
4.5.1) aprogram C.BUTI. Druhovo S$pecificki PCR s DNA vzoriek ¢. 30 az 44 bola
vzhladom k povodne najvacSiemu mnozstvu neSpecifickych amplikonov opakovana
s optimalizovanou PCR zmesou uvedenou v Tab. 10 (vid' 4.5.2.3) a programom C.BUT2
podl'a Tab. 3.

Vysledky detekcie PCR produktov znazoriiuje Obr. 21 (A, B, C), druhové zaradenie
vzoriek je uvedené v Tab. 12 v kapitole 4.7.

Obr. 21 Agardzova gélova elektroforéza PCR produktov Specifickych pre druh C.
butyricum (262 bp). Amplifikovana bola DNA (10 ng v PCR zmesi) izolovand zo 44 roznych
kmeiiov Clostridium. Cislo behu oznacuje cislo vzorky, Sznaci Standard, PK je pozitivha
kontrola s DNA C. butyricum DSM 10702 a NK negativha kontrola s vodou namiesto DNA
matrice.
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PCR produkt velkosti 262 bp bol detekovany u 22 vzoriek (¢. 1, 3, 12, 19, 21, 22, 24, 25,
27,29, 30, 32, 33, 34, 35, 36, 38, 39, 40, 41, 42, 43).

4.6 Hniezdova druhovo Specificka PCR — Clostridium tyrobutyricum

Pre PCR urc€ujucu druh Clostridium tyrobutyricum bola podl'a Hermana a kol. (1995) [28]
popisana metoda hniezdove] PCR s dvoma sadami primerov, ato CtlR, CtlF davajucimi
PCR produkt o vel'kosti 233 bp a Ct2R, Ct2F amplifikujucimi produkt s dizkou 173 bp.

Pri zavadzani tejto metody bola testovana Specificita primerov a metoda bola
optimalizovana.

4.6.1 Testovanie Specificity primerov

Na overenie Specificity primerov pouzivanych v PCR pre C. #yrobutyricum bola pouzita
DNA vzoriek ¢. 37 az 44, kde vzorka 37 je izolat zo syrov, 38 — C. butyricum DSM 10702,
39 — C.beijerinckii, 40 az 43 — C. tyrobutyricum, 44 — C. sporogenes CCM 4423.

4.6.1.1 Prva PCRv hniezdovej PCR

Zmes pre prva PCR bola namieSana tak, ako je uvedené v Tab. 2 pod oznacCenim C.tyrl/
a amplifikacia prebehla podla programu C.TYRI1 (vid Tab. 3). Vysledky agarozovej gélove;j
elektroforézy su uvedené na Obr. 22.

Obr. 22 Agardzova gélova elektroforéza PCR produktov Specifickych pre druh C.
tyrobutyricum (233 bp) s primermi CtIR a CtlFF. PCR zmes obsahovala 10 ng DNA matrice.
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Oznacenie Detekcia PCR produktov

DNA kmena — - —
behu Specifickych | nespecifickych
S Standard 100 bp rebricek
37 V69-120-R2A ++ +

38 butyricum DSM 10702 - -

39 beijerinckii KVL M3 - -

40 tyrobutyricum SMR 184 ++ +
41 tyrobutyricum SMR 220 +/- -
42 tyrobutyricum UTMT 2-1 ++ +

43 tyrobutyricum UTMT 3-1 - -
44 sporogenes CCM 4423 - -

S Standard 100 bp rebricek
NK negativna kontrola - | -
T, detekcia PCR produktu roznej intenzity

USRS PCR produkt nedetekovany

Po prvom kroku bol detekovany PCR produkt odpovedajici 230 bp u vzoriek 37, 40 a 42.
Okrem $pecifickych PCR produktov boli detekované aj neSpecifické PCR produkty.

4.6.1.2 Druhda PCR v hniezdovej PCR

Do druhej reakcie hniezdove; PCR s primermi Ct2R, Ct2F bol ako DNA matrica pouzity
PCR produkt z prvej PCR. PCR produkt sa pridaval v mnozstve 3 pl, a to jednak v neriedenej
forme a jednak 10x zriedeny PCR vodou.

PCR zmes pre druhti PCR bola namie§ana rovnako ako v prvej PCR, s vynimkou véc¢Sieho
mnozstva DNA matrice (3 pl) atomu odpovedajicemu znizeniu mnozstva vody do
vysledného objemu 25 pl. Pouzity bol rovnaky program ako v prvej PCR, tzn. C.TYRI.
Vysledky elektroforézy si znazornené na Obr. 23 (I, II).

Druha reakcia v hniezdove] PCR bola pre kontrolu opakovand aj s pouzitim PPP master
mixu. Dosiahnuté boli rovnaké vysledky.

Obr. 23 Agarozovd gélova elektroforéza PCR produktov amplifikovanych v druhej casti
hniezdovej PCR Specifickej pre druh C. tyrobutyricum (173 bp) s primermi Ct2R a Ct2F. Ako
DNA matrica bol pouzity PCR produkt z prvej PCR (I — neriedeny, Il — 10x zriedeny)

I. neriedeny PCR produkt ako matrica II. 10x zriedeny PCR produkt ako matrica

Ll S 37 38 39 40 4142 43 44 Wl S 37 38 39 404142 43 44
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Detekcia PCR produktov
Beh DNA kmena | 11
§pecifick}’7ch| nespecif. | Specifickych | nespecif.
S |Standard 100 bp rebric¢ek 100 bp rebric¢ek
37 | V69-120-R2A +++ +++ 4+ 4+
38 | butyricum DSM 10702 +++ ++ ++ ++
39 |beijerinckii KVL M3 +++ ++ ++ +
40 | tyrobutyricum SMR 184 4+ 4+ +++ ++
41 |tyrobutyricum SMR 220 - - ++ +
42  |wyrobutyricum UTMT 2-1 +++ -+ -+ +++
43 | yyrobutyricum UTMT 3-1 +++ ++ ++ +/-
44 | sporogenes CCM 4423 ++ + + -

e i o R S R detekcia PCR produktu roznej intenzity
USRS PCR produkt nedetekovany

Po druhej reakcii hniezdovej PCR bol detekovany produkt pribliznej velkosti 173 bp
u vSetkych vzoriek. V tejto PCR boli amplifikované vel'mi intenzivne PCR produkty aj pri
pouziti 10-krat zriedenej DNA matrice.

4.6.2 Optimalizacia druhovo Specifickej PCR pre C. tyrobutyricum

Nespecifické PCR produkty naamplifikované v prvej reakcii hniezdovej PCR moézu sluzit
ako DNA templat pre PCR v druhej reakcii, preto bolo ziaduce zoptimalizovat' prvu PCR
reakciu tak, aby sa amplifikoval len $pecificky amplikon dizky 233 bp.

4.6.2.1 Optimalizdacia zloZenia PCR zmesi

Cielom bolo optimalizovat predovsetkym prvu reakciu v hniezdovej PCR S$pecifickej pre
C. tyrobutyricum. Optimalizacia bola prevedena so vzorkami 38 (C. butyricum DSM 10702),
40 (C. tyrobutyricum SMR 184) a 42 (C. tyrobutyricum UTMT 2-1).

Testovany bol vplyv pridavku MgCl, a zmena zlozenia PCR zmesi s mens§im objemom
jednotlivych komponent oproti minulej zmesi (po 0,5 pul ANTP a primery, 1 pl polymerazy).
Zlozenie optimalizaénych zmesi je uvedené v Tab. 11. Pouzity bol program C. TYR2 (vid
Tab. 3), ato upraveny skratenim oproti C. TYR1 vzhladom na velmi vyrazné amplikony
v predchadzajucom experimente. Pri kazdej teplote v jednotlivych cykloch prebiehal teda
dany krok 30 s namiesto 1 min.

Do druhej reakcie hniezdovej PCR bol ako DNA matrica pouzity 10x zriedeny PCR
produkt z prvej reakcie. PCR zmes bola namieSand podl'a zlozenia B v Tab. 11 s primermi
Ct2R, Ct2F a 3 ul DNA matrice. Pouzity bol program C. TYR2.

Vysledky obidvoch PCR reakcii si uvedené na Obr. 24 (A, B). V prvej PCR bol
detekovany produkt nad 200 bp, v druhej pod 200 bp. Po prvej reakcii boli amplikony
detekované len uvzoriek, ktoré boli oznacené ako C. tyrobutyricum (C.butyricum déavalo
negativny vysledok) bez ohl'adu na pouziti PCR zmes. V druhej reakcii boli PCR produkty
detekované v zavislosti od zlozenia prvej PCR zmesi, v oboch reakciach sa stale objavovali
neSpecifické bandy.
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Tab. 11 Zlozenie jednotlivych optimalizacnych PCR zmesi v hniezdovej PCR:

Zlozka A B C D E
PCR voda 14,5ul [ 19,0 ul | 18,0 ul | 17,0 pl | 15,0 pl
PCR pufr kompletny 25ul | 25| 25ul| 25ul| 254l
dNTP (10 mM) 10pl| O05ul| O5ul] O5ul| 05ul
CtIR (10 pmol/pl) 10pl| O05ul| O5ul| O5ul| 0,5ul
Ct1F (10 pmol/ul) 10pl| O5ul| O5ul| O5ul| 0,5ul
DNA polymeraza (1U/ul) | 2,0ul| 1,0ul| 1,0pl| 1,0pul| 1,0pl
MgCl, 2,0 ul Oul| 1,0ul| 20ul| 4,0ul
DNA matrica (10 ng/pl) 1,Oul | 10pl| 10w | 1,0ul| 1,0pl

Obr. 24 Agarozova gélova elektroforéza PCR produktov hniezdovej PCR Specifickej pre
druh C. tyrobutyricum. Prvy gél (A) znazorniuje PCR produkty prvej reakcie (233 bp), druhy
gél(B) produkty druhej reakcie (173 bp).
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DNA vzorky &., Dete:kcia PCR produktov :
Beh oo A) L. reakcie B) I1. reakcie
pouzita PCR zmes
specifickych | neSpecif. | Specifickych | neSpecif.
1 38A - - ++ +
2 40A +++ ++ ++ -
3 42A +++ ++ ++ ++
4 38B - - - -
S 40B - - ++ -
6 42B ] - + +
7 38C - - - -
8 40C ++ + +++ -
9 42C ++ + +++ +++
10 38D - - +/- -
11 40D ++ + +++ -
12 42D ++ + +++ +++
13 38E - - 1+ +
14 40E ++ + +++ -
15 42E ++ + +++ +++
S Standard 100 bp rebricek 100 bp rebricek
NK | negativna kontrola - ‘ - - | -

e i o R S R detekcia PCR produktu roznej intenzity
USRS PCR produkt nedetekovany

Najlepsie vysledky, tzn. intenzivny Specificky PCR produkt amenej intenzivne
neSpecifické PCR produkty, boli dosiahnuté v PCR so zmesami obsahujacimi po 0,5 ul dNTP
a primerov, 1 pl polymerazy a 1 alebo 2 ul MgCl,.

4.6.2.2 Testovanie rozneho mnozstva DNA

DNA matrica do prvej reakcie bola nariedend na 10 ng/pl, 1 ng/ul a 100 pg/ul.
Optimalizacia bola testovand so vzorkami 38 (C. butyricum DSM 10702), 40 (C.
tyrobutyricum SMR 184) a 42 (C. tyrobutyricum UTMT 2-1).

Bol pouzity postup D predchadzajucej optimalizacie (vid’ Tab. 11), t.j. zmes s pridavkom
2 ul MgCl,. PCR prebehla podla programu C. TYR2, ktory je uvedeny v Tab. 3. V druhej
reakcii sa ako DNA matrica pouzil 10x zriedeny PCR produkt z prvej reakcie, zmes bola
namieSana takisto ako v prvej reakcii, len s 3 ul DNA matrice, a naamplifikovana v programe
C.TYR2.

Vysledky su uvedené na Obr. 25 (A, B). Po prvej reakcii boli amplikony detekované
u vzoriek 40 a 42 s klesajiicou intenzitou odpovedajicou znizujicemu sa mnozstvu DNA
v PCR zmesi. V druhej reakcii sa DNA naamplifikovala vSade, bez rozdielu v intenzite PCR
produktov.
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Obr. 25 Agarozova gélova elektroforéza PCR produktov hniezdovej PCR Specifickej pre
druh C. tyrobutyricum. Prvy gél (A) znazorniuje PCR produkty prvej reakcie (233 bp), druhy
gél(B) produkty druhej reakcie (173 bp).
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DNA DNA Detekcia PCR produktov
Beh | vzorky | v LPCR A) L. reakcie B) Il reakcie
¢ zmesi | §pecifickych | nespecif. | Specifickych | neSpecif.

1 38 10 ng - - +++ ++
2 40 10 ng +++ ++ +++ +
3 42 10 ng +++ ++ +++ +++
4 38 1 ng - - +++ ++
5 40 1 ng ++ + +++ +
6 42 1 ng ++ ++ +++ +++
7 38 100 pg ] ] -+ +
8 40 100 pg + + +++ +
9 42 100 pg + + +++ +++
S Standard 100 bp rebricek 100 bp rebricek

NK | negativna kontrola - ‘ - - | -
e i o R S R detekcia PCR produktu roznej intenzity

USRS PCR produkt nedetekovany

Nespecifické amplikony boli detekované v prvej aj druhej PCR reakcii hniezdovej PCR,
a to 1 napriek pridavku MgCl, a nizkej koncentracii templatove] DNA.

51



4.6.2.3 Optimalizacia teploty hybridizdcie

Pomocou gradientovej funkcie PCR cycleru bola hl'adand optimalna teplota hybridizacie
primerov, pri ktorej by nedochadzalo k amplifikécii neSpecifickych PCR produktov v prvom
kroku hniezdovej PCR. Bola pouzita DNA vzoriek ¢. 40 (C. tyrobutyricum SMR 184) a 42
(C. tyrobutyricum UTMT 2-1), pri ktorych boli vo vyznamnej miere detekované neSpecifické
amplikony.

PCR zmes bola namieSand podla postupu C uvedeného v Tab. 11 (kapitola 4.6.2.1).
Jednotlivé vzorky boli umiestnené do PCR cyclera tak, aby sa u nich dosiahla rozna teplota
hybridizacie v rozsahu 55 az 65 °C (vid’ Prehl'ad gradientu 1), tzn. do stipcov &. 1, 4, 5, 6, 7,
8,9, 10 a 12. Amplifikacia prebehla podl'a programu C. TYR-GRAD opisaného v Tab. 3.
Vysledky gélovej elektroforézy su uvedené na Obr. 26.

Vzhl'adom k vysledkom tohto experimentu bola hladana optimélna teplota hybridizacie
v gradiente od 58 do 63 °C (vid’ Prehl'ad gradientu 2). Ako DNA matrica bola pouzita DNA
C. tyrobutyricum UTMT 2-1 o koncentracii 10 ng/pl. Zmes bola mieSana rovnako ako pri
prvej gradientovej] PCR, program sa lisil len v teplote gradientu, ktora bola 58 az 63 °C.
Vzorky boli umiestnené do stipcov €. 5, 6,7, 8,9 al0. Agarozova gélova elektroforéza je
znazornena na Obr. 27.

Prehlad gradientu 1:

Stipec 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Teplota (°C) | 55,0 | 553 | 55,9 | 56,7 | 57,8 | 59,3 | 61,0 | 62,4 | 63,5 | 64,3 | 64,8 | 65,0

Prehlad gradientu 2:

Stipec 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Teplota (°C) | 58,0 | 58,1 | 58.4 | 58.8 | 59,4 | 60,2 | 61,0 | 61,8 | 62,3 |62,7]62,9 | 63,0

Obr. 26 Agardzova gélova elektroforéza PCR produktov Specifickych pre druh C.
robutyricum (233 bp) v gradientovej PCR pri teplotdach hybridizacie 55 az 65 °C.
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500

PCR produkt

100

52



. . | DNA Teplota Detekcia PCR produktov
Oznacenie vzorky | hybridiza- |, ., v g .
behu ¢ cie (°C) Specifickych | neSpecifickych
1 40 55,0 ++ +
2 42 55,0 +++ +
3 40 56,7 ++ +
4 42 56,7 +++ +
5 40 57,8 +++ +
6 42 57.8 +++ +
7 40 59,3 +++ +
8 42 59,3 +++ +
9 40 61,0 + +/-
10 42 61,0 + +/-
11 40 62,4 - -
12 42 62,4 - -
13 40 63,5 - -
14 42 63,5 - -
15 40 64,3 - -
16 42 64,3 - -
17 40 65,0 - -
18 42 65,0 - -
S Standard 100 bp rebricek
NK neg.kon. ‘ 59,3 - | -

e i o R S R detekcia PCR produktu roznej intenzity
USRS PCR produkt nedetekovany

Obr. 27 Agardzova gélova elektroforéza PCR produktov Specifickych pre druh C.
robutyricum (233 bp) pri teplotdch hybridizacie 58 az 63 °C.

1 2 3 4 5 6 SNKES Beh Teplota | Detekcia PCR produktov
hybridizicie| 3pecif. nespecif.

1 59.4°C +++ ++

1500 2 60,2 °C ++ +

1000 3 61,0 °C + +
4 61,8 °C +- +/-
5 62,3 °C +- -
6 62,7 °C +- -

PCR produkt
7 Standard 100 bp rebricek
8 NK - -

A - PCR produkty roznej intenzity

ST RUPUT PCR produkt nedetekovany
Najintenzivnejsi PCR produkt bol detekovany pri teplotach hybridizacie v rozmedzi 57 az

60 °C, pri prekroceni teploty 62 °C nedochadza k amplifikacii PCR produktu. Nespecifické
amplikony sa detekovali u vSetkych vzoriek s amplifikovanym Specifickym PCR produktom.
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Pri zGzeni teplotného gradientu na 58 az 63 °C bol dobre detekovatelny PCR produkt
uréeny pri teplotdch hybridizacie maximalne do 61 °C. NeSpecifické amplikony vznikaju pri
vSetkych teplotach vhodnych pre amplifikaciu Specifického PCR produktu.

Najintenzivnejsie PCR produkty su dosiahnuté pri povodnej teplote hybridizacie 60 °C.

4.6.3 Optimalizacia druhej reakcie v hniezdovej PCR

Kedze snaha o dosiahnutie len jedného Specifického amplikonu v prvej PCR nebola
uspes$na, v druhej PCR, kde sa ako DNA matrica pouziva PCR produkt z predchadzajuce;
reakcie, sa tiez amplifikovali aj neSpecifické PCR produkty. Preto sa v d’alSom experimente
po prvej reakcii nechali PCR produkty oddelit pomocou gélovej elektroforézy, nasledne bol
Specificky amplikon vyrezany z gélu abola zneho vyizolovana DNA S$pecifického PCR
produktu. Tato DNA bola potom pouzita ako matrica do druhej reakcie.

4.6.3.1 Priprava PCR produktu pre d’al§iu manipuldciu

Pri priprave PCR produktu prvej reakcie hniezdove; PCR bola pouzitd PCR zmes podla
postupu D uvedeného v Tab. 11 (kapitola 4.6.2.1) a program C. TYR2 s teplotou hybridizacie
60 °C (vid’ Tab. 3). PCR zmes bola namieSana s DNA vzoriek ¢. 37, 38, 40 a 42 (10 ng/ul).
Vysledky gélovej elektroforézy ukazuje Obr. 28.

Koncentracie PCR produktov ziskanych z prvej PCR reakcie boli spektrofotometricky
stanovené nasledovne: 450 ng/ul u vz. 37, 500 ng/ul u vz. 40 a 528 ng pl u vz. 42.

Obr. 28 Gélovd elektroforéza PCR produktov Specifickych pre C. tyrobutyricum (233 bp).
S 12 3 4 5 S NKEE

500

Bandy vyrezané z gélu

100
Oznacenie DNA kmeiia Clostridium Defekcia PCR prm?u.ktov

behu Specifickych | nespecifickych
S Standard 100 bp rebricek
1 V69-120-R2A 4+ ++
2 butyricum DSM 10702 - -
3 tyrobutyricum SMR 184 +++ ++
4 tyrobutyricum SMR 184 +++ ++
5 tyrobutyricum UTMT 2-1 +++ ++
S Standard 100 bp rebricek

NK neg. kontrola - | -
e i o R S R detekcia PCR produktu roznej intenzity

USRS PCR produkt nedetekovany
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Vedla nespecifickych PCR produktov s amplifikovali 1 PCR produkty velkostou
odpovedajuce Specifickému PCR produktu (233 bp).

4.6.3.2 Izolacia Specifickych PCR produktov 7 gélu

Pomocou skalpela boli z gélu vyrezané $pecifické amplikony dizky 233 bp u vzoriek &. 37,
40 a42. Petriho misky s kuskami gélu obsahujiucimi cieloviit DNA boli ulozené do druhého
dna do mrazni¢ky na -20 °C.

Zo zmrznutého gélu rozsekaného skalpelom na drobné kusocky a preneseného do
eppendorfiek sa fenolovou extrakciou s naslednym prezrazanim etanolom vyizolovala DNA
arozpustila v20 w TE pufru. Takto pripravena DNA bola pouzitd ako matrica do druhe;j
reakcie nested PCR.

Koncentracia vyizolovanej DNA bola podl'a merania na nanodrope 65 ng/ul u vzorky ¢. 37
(kment V69-120-R2A), 32 ng/ul uvzorky €. 40 (C. tyrobutyricum SMR 184) a 22 ng/ul
u vzorky €. 42 (C. tyrobutyricum UTMT 2-1).

Zo Specifickych PCR produktov bola purifikovand DNA o koncentracii 22 az 65 ng/pl.

4.6.3.3 PCR s DNA Specifického PCR produktu vyizolovaného z gélu

DNA S$pecifického PCR produktu vyizolovaného z gélu bola pouzita ako matrica pre druhu
reakciu hniezdove; PCR. Zmes bola pripravena podla postupu C z Tab. 11, s 1 ul DNA
matrice. Pre porovnanie bola PCR prevedena aj s 10-krat riedenym PCR produktom prvej
reakcie. Amplifikacia prebehla podl'a programu C. TYR2, vysledky st uvedené na Obr. 29.

Obr. 29 Gélovd elektroforéza PCR produktu Specifického pre C. tyrobutyricum (173 bp).
1 2 34 5 6 S NKE

PCR produkt
100

‘. DNA Detekcia PCR produktov
Oznacenie veox .

behu vzoérky pouZiti DNA matrica Specifickych | neSpecifickych
1 37 PCR produkt z I. reakcie +++ ++
2 40 PCR produkt z I. reakcie +++ -
3 42 PCR produkt z I. reakcie +++ ++
4 37 DNA PCR produktu z gélu +++ -
5 40 DNA PCR produktu z gélu +++ -
6 42 DNA PCR produktu z gélu +++ -
S Standard 100 bp rebricek

NK negativna kontrola - | -
-, - detekcia PCR produktu roznej intenzity

USRS PCR produkt nedetekovany
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Pouzitim PCR produktu vyizolovaného z gélu ako DNA matrice do druhej reakcie
v hniezdovej PCR sa docieli amplifikdcia len jedného S§pecifického amplikonu
odpovedajucemu 173 bp.

4.6.3.4 Stanovenie citlivosti druhej reakcie v hniezdovej PCR

Pre optimalizaciu druhej PCR bol Specificky PCR produkt zprvej reakcie ziskany
vyizolovanim z gélu nariedeny desiatkovym riedenim az po 100 000nasobné zriedenie, a to
u vzorky €. 42 (C. tyrobutyricum UTMT 2-1), takze rozmedzie mnozstva DNA v PCR zmesi
bolo od 2,2 ng az po 220 fg.

PCR zmes a program boli rovnaké ako v predoSlom pripade, tzn. postup C z Tab. 11
a program C.TYR2. Pre porovnanie bol do jednej PCR zmesi pouzity ako DNA matrica
neprecistovany PCR produkt amplifikovany v prvej reakcii zriedeny 1 000-krat (528 pg DNA
v PCR zmest).

PCR produkty po gélovej elektroforéze si zobrazené na Obr. 30.

Obr. 30 Agardzova gélova elektroforéza PCR produktu Specifického pre druh C.
tyrobutyricum (173 bp). Ako DNA matrica bol pouzity 1 ul precisteného Specifického PCR
produktu prvej PCR v roznych koncentraciach (od 2,2 ng po 220 fg v PCR zmesi).

12 3 4 5 6 S NKEz

500

PCR produkt
100

Pouzity PCR | Riedenie mr;)tﬁ;tvo Detekcia PCR produktov
Beh | produkt ako DNA e ..
DNA matrica | matrice v PC1.2 Specifickych | neSpecif.
zmesi

1 celkovy 1 000x 528 pg +++ +++

2 10x 2,2 ng +++ -

3 Specificky 100x 220 pg +++ -

4 vyizolovany 1 000x 22 pg ++ -

5 z gélu 10 000x 2,2 pg ++ -

6 100 000x 220 fg + -

7 Standard — 100 bp rebricek

8 negativna kontrola — - | -

e i o R S R detekcia PCR produktu roznej intenzity
USRS PCR produkt nedetekovany
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S vyuzitim precisteného Specifického PCR produktu (po izolacii z gélu) ako DNA matrice
do druhej reakcie hniezdovej PCR sa v tejto reakcii amplifikovali len Specifické PCR
produkty.

Tato reakcia je vel'mi citliva, uz pri pouziti 220 fg DNA matrice do PCR zmesi je PCR
produkt dobre detekovatel'ny.

4.6.4 Zaradenie analyzovanych kmenov do druhu C. tyrobutyricum

Na zaradenie kmeriov do druhu C. #yrobutyricum bola pouzita prva reakcia hniezdovej
PCR podla Hermana (tak, ako bolo opisané aj v d’alSich publikaciach, napr.: Tima a kol,
2008 [8]). Vychadzajtc zo skutocnosti, ze v druhej reakcii sa amplifikuju aj nespecifické PCR
produkty prvej reakcie, poskytuje druha reakcia faloSne pozitivne vysledky, a preto bola
druhova Specifikacia vykonana len pomocou prvej PCR.

PCR zmes bola namieSand podla predchadzajuceho postupu (vid Tab. 11, zmes C),
program zostal nezmeneny (C.TYR2). Pouzita bola DNA vzoriek 1 az 44 o koncentracii
10 ng/ul. Vysledky agarozovej gélovej elektroforézy PCR produktov st zobrazené na Obr. 31
(A, B, C), druhova Specifikacia je zhrnuta v Tab. 12 v kapitole 4.7.

Obr. 31 Agardzova gélova elektroforéza PCR produktov Specifickych pre druh C.
tyrobutyricum (233 bp). Cislo behu oznacuje cislo vzorky, S znaci standard a NK je negativna
kontrola s vodou namiesto DNA matrice.

A
Il S © 40 243 74655647 % 88010811 Ri2ai3a144 5eS
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PCR produkt
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B
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1000
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PCR produkt

100
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PCR produkt

el S 3132 33 3435 36 37 3839 40 41

100

4243 44 S NK

Na zaklade druhovo Specifickej PCR bolo 27 vzoriek zaradenych do druhu Clostridium
tyrobutyricum.

4,7 Suhrn rodového a druhového zaradenia vzoriek

Vysledky analyzy suboru 44 kmenov baktérii rodu Clostridium a ich druhového zaradenia
su zhrnuté v Tab. 12.

Tab. 12: Identifikdcia kmenov na zdklade PCR produktov Specifickych pre rod
Clostridium, druhy C. butyricum a C. tyrobutyricum, pre gén pre hydrogendzu hydA
a druhové zaradenie vzoriek

Detekcia PCR produktov (pouzité primery)

Vi(;l" Oznacenie doména rod C C. pyro- hydA | Druhova
DNA druhu/kmena Bacteria Clostri- | butyricum | butyricum gén identifi-
g Clostridium |(RWO01,DG74;| dium (CBISR, (Ct1R, (HGT, kacia

F eub,R eub) | (F1,F2)| CBISF) Ct1F) HGr)
1 9833 P -+ +++ + +++ +++ Z
2 |9867P +++ ++ - - +/- ?
3 |9823P +++ ++ ++ + + 7
4 9874 11 +++ ++ - _ j 9
5 9865 4+ ++ - . i 9
6 9843 -+ ++ - - j 9
7 9837 4+ ++ - . i 9
8 19860 (03B3) +++ ++ - - - ?
9 |9875(03B2) +++ ++ - - - ?
10 19829 +++ ++ - - +/- ?
11 |31P +++ +++ - +++ +/- tyr
12 |S18/1 +++ +++ ++ +++ ++ Z
13 | S18/2 +++ +++ - +++ +/- tyr
14 |S23 +++ +++ - +++ + r
15 [S21 +++ +++ - +++ ++ wr
16 S29 ++4+ 4+ _ 4+ 4+ l'yl’
17 | S27 +++ +++ - +++ +/- tyr
18 |S5 +++ +++ - +++ +/- tyr
19 |[E16A +++ +++ +++ - +++ but

W
(o2}




Pokracovanie Tab. 12: Identifikdacia kmernov na zdklade PCR produktov Specifickych pre
rod Clostridium, druhy C. butyricum a C. tyrobutyricum, pre gén pre hydrogendzu hydA
a druhové zaradenie vzoriek

Vzor-

Detekcia PCR produktov (pouzité primery)

ka Oznacenie doména rod C C. tyro- hydA | Druhova
DNA druhu/kmena Bacteria Clostri- | butyricum | butyricum gén identifi-
¢ | Clostridium |(RWO01,DG74;| dium | (CBISR, | (CtIR, | (HGf, [ Kacia
F eub,R eub) | (F1,F2) | CBISF) CtlF) HGr)
20 |R26A +++ +++ +/- ++ +/- tyr
21 |L2 +++ +++ + +++ ++ Z
22 |L3 +++ +++ + +++ + 7
23 |SP +++ +++ - ++ +/- tyr
24 580 +++ +++ +++ +/- +++ but
25 |581 +++ +++ +++ ++ +++ V4
26 \MM-D +++ +++ +/- ++ + yr
27 |89K25B +++ +++ +++ - +++ but
28 1030 +++ +++ - - + ?
29 |12-15-1A +++ +++ ++ +++ +++ Z
30 |31-44-Rk-2A +++ +++ + +++ +++ Z
31 |31-75-4A +++ +++ +/- +++ ++ tyr
32 | V51-RCM-3B +++ +++ +++ +++ +++ 7z
33 | V5I-RCM-3C +++ +++ ++ +++ +++ 4
34 | V62-45-3A +++ +++ +++ +++ +++ 4
35 | V62-45-3B +++ +++ ++ +++ +++ 4
36 | V67-R3A +++ +++ + +++ +++ 4
37 | V69-120-R2A +++ +++ +/- +++ +++ tyr
butyricum
3 | DsM 10702 o - ++ - laas but
beijerinckii
39 KVL M3 +++ ++ ++ - +++ but
40 tyrobutyricum . e N e L ;
SMR 184
tyrobutyricum
41 SMR 220 +++ ++ +++ - +++ but
1 tyrobutyricum . e . e o ;
UTMT 2-1
tyrobutyricum
43 UTMT 3-1 +++ ++ + - +++ but
sporogenes
44 é? CM(%I 473 +++ ++ - - + spor

+H+, ++, o+, H-

detekcia PCR produktu roznej intenzity
PCR produkt nedetekovany

Druhové zaradenie: but = C. butyricum, tyr = C. tyrobutyricum, spor = C. sporogenes, Z, =
zmieSana kultira, ? = nezaradené
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U vsetkych vzoriek bol detekovany PCR produkt charakteristicky pre rod Clostridium,
takze vSetky vzorky patria prave do tohto rodu. Na zaklade druhovej identifikacie pomocou
PCR bolo 22 vzoriek zaradenych do druhu C. butyricum a 27 vzoriek do druhu C.
tyrobutyricum.

4.8 Amplifikacia génov kédujuacich hydrogenazy

Bola zavedena metoda PCR pre detekciu génov kodujucich enzym hydrogenaza hydA
s pouzitim primerov HGf a HGr poskytujucich PCR produkt vel'kosti 259 bp.[37]

Najskor bola vykonana skuska pre vybrané kmene zaradené ako C. butyricum (¢. 19, 27,
38 a41). U vSetkych tychto vzoriek bol detekovany intenzivny PCR produkt odpovedajuci
vel'kostou priblizne 260 bp. Nasledne bolo na hydrogenazovy gén testovanych vsetkych 44
analyzovanych kmeriov.

Zmes bola namieSand podla Tab. 2 (HydA) anaamplifikovand programom HYD.A
popisanym v Tab. 3. Vysledky agarozovej gélovej elektroforézy si uvedené na Obr. 32 (A, B,
C) av Tab. 12 kapitole 4.7.

Obr. 32Agarodzovd gélova elektroforéza PCR produktov charakteristickych pre sekvenciu
kédujiicu  hydrogendzu hydA (259 bp). Cislo behu sa zhoduje s cislom vzorky, S znaci
Standard, NK negativiu kontrolu a KP je kontrola pozitivna s C.tyrobutyricum DSM 2637.
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37 38 39 40 41 42 43 44 KP S NK

PCR produkt
100

PCR produkt bol sroznou intenzitou detekovany u 31 kmenov. U 6 kmefiov nebol PCR
produkt detekovany vobec.
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5 DISKUSIA

5.1 Vzorky DNA analyzovanych bakteridlnych kmenov

Gélovou elektroforézou bolo zistené, ze DNA vyizolovana zo 44 vzoriek baktérii rodu
Clostridium je roznej kvality. V niektorych vzorkach bolo vela RNA alebo boli nukleové
kyseliny degradované, preto bolo potrebné overit amplifikovatelnost’ vsetkych vzoriek
pomocou PCR s univerzalnymi primermi. Degradovana DNA sa nemusi amplifikovat v PCR,
takisto ako DNA obsahujtiica PCR inhibitory, ¢o vedie k faloSne negativnym vysledkom.[41]

Spektrofotometrickym stanovenim podla Sambrooka [42] bolo urené, ze koncentracia
DNA vzoriek sa pohybovala v rozmedzi od 17 do 730 ng/ul. Z pomeru absorbancie pri 260
a 280 nm bolo zistené, ze 6 vzorieck DNA obsahuje zvysky proteinov a 20 vzoriek vel'ké
mnozstvo RNA. U zvysnych 18 vzoriek bola Cistota DNA urena pomerom absorbancii
v pozadovanom rozmedzi 1,8 az 2.

Vzhl'adom na réznu kvalitu izolovanej] DNA sa mierne liSili aj detekcie nariedenej DNA.
U niektorych vzoriek nebola po nariedeni DNA na géle detekovana, ale podla
spektrofotometrického stanovenia bola jej koncentracia 10 ng/ul. Vzorky boli nariedenim
pripravené na pouzitie v PCR.

5.2 Kultivacia zbierkového kmena Clostridium tyrobutyricum

Zbierkova kultara baktérii C. tyrobutyricum DSM 2637 bola kultivovana za anaerébnych
podmienok, tak ako je publikované v literatare [8]. Pre dlhodobé uchovanie bola bunecna
kultira zamrazena pri -70 °C v glycerole. Krizovym rozterom sa potvrdila Cistota kulttry.

Pri kultivacii sa tvoril plyn, €o sa prejavilo odskocenim uzaveru skimavky. Tvorba plynu
u klostridii bola popisana nielen u druhu Clostridium tyrobutyricum [6], ale aj u d’alSich, ako
napr. C. butyricum [37], C. beijerinckii [31], C. sporogenes.[11]

Kultivované bunky boli zlyzované abola znich izolovana DNA metédou podla
Sambrooka [42]. Kvalita DNA bola overena gélovou elektroforézou a na zaklade
spektrofotometrického zmerania koncentracie bola DNA nariedena na 10 ng/ul, aby bola
pripravena na pouzitie v PCR.

5.3 PCR s univerzalnymi primermi

Boli pouzité dve nezavislé sady primerov amplifikujucich univerzalne DNA T'ubovolnych
baktérii. Amplifikovatel'nost’ vSetkych vzoriek bola potvrdena oboma PCR reakciami.

Tak ako uvadzaja autori primerov podl'a Haarmanovej [24], bol detekovany PCR produkt
o velkosti priblizne 470 bp, a to intenzivne u vSetkych kmenov. Pri primeroch podl'a Greisena
[23] bol vo vSetkych vzorkach detekovany intenzivny PCR produkt dizky 370 bp a
u niektorych kmeniov boli detekované aj neSpecifické amplikony.

Bolo potvrdené, ze DNA vSetkych vzoriek je amplifikovatel'na a vSetky vzorky patria do
domény Bacteria.

5.4 Rodovo Specifickd PCR pre rod Clostridium

Na zéklade amplifikacie $pecifického PCR produktu dizky 619 bp bolo preukazané, e
vSetkych 44 kmeniov patri do rodu Clostridium. Velkost PCR produktu je v zhode
s vysledkami autorov pouzitych primerov F1, F2 [25].
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Testovany bol vplyv pridavku MgCl, na kvalitu PCR produktu, pre vhodnt amplifikaciu
postatuje mnozstvo Mg”" pritomné v kompletnom PCR pufti (1,5 mM).

5.5 Druhovo Specificka PCR — Clostridium butyricum

Pre zaradenie vzoriek do druhu Clostridium butyricum boli pouzité druhovo Specifické
primery CBISR a CBISF déavajuce PCR produkt velkosti 262 bp navrhnuté Nakanishi a kol.
v roku 2005 [26].

Kedze tato PCR bola zavadzana ako nova metdda, bola overovana amplifikacia s DNA
matricou roznych kmeriov.

5.5.1 Overenie Specificity primerov s DNA zbierkovych kmenov

Amplikon odpovedajuci dizkou cca 260 bp bol detekovany nielen u vzoriek C. butyricum
DSM 10702, ale aj C. tyrobutyricum SMR 184. Bolo preto potrebné zistit, ¢i ide o neSpecifitu
primerov, alebo DNA mohla byt izolovana zo zmieSanej kultary. DNA C. sporogenes CCM
4423 sa v tejto PCR reakcii neamplifikovala.

Ako bolo d'al§imi experimentmi preukazané, s najvac¢sou pravdepodobnostou sa vo vzorke
€. 40, oznaCenej ako C. tyrobutyricum SMR 184, jednd o zmieSani kultaru druhov C.
butyricum a C. tyrobutyricum.

5.5.2 Optimalizacia druhovo Specifickej PCR pre C. butyricum

Druhovo S$pecificka PCR pre druh C. butyricum s vyuzitim primerov CBISR a CBISF
poskytujucimi PCR produkt o vel'kosti 262 bp bola optimalizovana. Cielom optimalizacie
bolo najst’ také zlozenie PCR zmesi a program, aby sa neamplifikovali neSpecifické PCR
produkty.

Bolo preukéazané, ze tato PCR nie je vel'mi citlivd. Mnozstvo DNA v PCR zmesi potrebné
na ziskanie intenzivneho PCR produktu je relativne velké — 2,5 ng. Minimalne mnozstvo
DNA v PCR zmesi na ziskanie detekovateIného amplikonu je 0,5 ng.

Po uprave zlozenia PCR zmesi sa vyrazne obmedzila tvorba neSpecifickych PCR
produktov. Pri overovani tejto optimalizacie s viacerymi vzorkami vSak stale nebola
amplifikacia neSpecifickych bandov potlatena uplne, preto boli testované rdzne teploty
hybridizacie. S vysSou teplotou sa zvysuje Specificita PCR, ovplyviiyje sa totiz hybridizacia
s cielovou sekvenciou DNA.[42]

V druhom kroku kazdého cyklu PCR (hybridizacia primerov) bol nastaveny gradient
vrozmedzi 50 az 60°C, takze pri jednotlivych vzorkach sa dosiahli rézne teploty
hybridizacie. Vzhl'adom na detekciu intenzivnych PCR produktov (a to ako Specifickych, tak
neSpecifickych), bolo potrebné zvysit teplotu hybridizacie este viac (az do 65 °C), a to tak,
aby sme nasli maximum, po ktorom sa uz PCR produkt neamplifikuje. V idealnom pripade by
bola urCena teplota, pri ktorej je hybridizacia priemerov natol’ko $pecificka, ze nedochadza
k syntéze neSpecifickych amplikonov.

PCR produkt odpovedajuci 262 bp bol detekovany u vSetkych vzoriek, s rasticou teplotou
hybridizacie bolo vidiet mierne sa zvySujicu intenzitu amplikonu az po teplotu priblizne
64 °C, kde doslo k zoslabeniu detekovaného PCR produktu a pri 65 °C uz bol PCR produkt
detekovany len vel'mi slabo. Teplotu hybridizacie sa teda nepodarilo optimalizovat’, ani pri
relativne vel'mi vysokej teplote nebola docielena amplifikécia len jedného PCR produktu.

Optimalizaciou bolo dosiahnuté znizenie intenzity neSpecifickych PCR produktov, avsak
snaha o ich uplné odstranenie nebola napriek mnozstvu vykonanych testov naplnena.
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5.5.3 Zaradenie analyzovanych kmenov do druhu C. butyricum

Tato PCR umoziuje zaradenie vzoriek DNA do druhu C. butyricum. Ako pozitivna
kontrola bol pouzity zbierkovy kmen C. butyricum DSM 10702 (vzorka €. 38), zatial ¢o DNA
zbierkového kmena C. sporogenes CCM 4423 (vzorka €. 44) sa neamplifikovala a mohla teda
sluzit ako negativna kontrola.

Pozitivnu reakciu v druhovo Specifickej PCR C. butyricum dévalo 22 kmetiov. Amplikony
boli detekované aj pri 4 vzorkach oznaCenych ako C. tyrobutyricum. Ich DNA bola
pravdepodobne vyizolovana zo zmieSanej kultury. Dal§ou moznostou je nedostatoéna
Specificita PCR primerov v naSom experimentalnom usporiadani.

5.6 Druhovo Specificka PCR — Clostridium tyrobutyricum

Pre druhové zaradenie kmetiov medzi Clostridium tyrobutyricum bola navrhnuta
hniezdovd PCR s primermi CtlR, CtlF v prvej reakcii a Ct2R, Ct2F v druhej reakcii. Tuto
metodu zaviedli Herman a kol v roku 1995 [28] abola odvtedy pouzitda v mnohych dalSich
pracach (napr. Burdychova, 2007 [6]).

5.6.1 Testovanie Specificity primerov

Zatial' Co v prvej reakcii sa amplifikovala len DNA vzoriek, ktoré boli predbezne zaradené
do druhu C. #yrobutyricum, v druhej reakcii boli PCR produkty detekované u vsetkych
vzoriek. Vzhl'adom k pritomnosti zbierkovych kmefiov inych druhov medzi vzorkami je
vel'mi pravdepodobné, ze druhd PCR déva faloSne pozitivne vysledky. Preto bolo prikrocené
k optimalizécii hniezdovej PCR reakcie.

5.6.2 Optimalizacia druhovo Specifickej PCR pre C. tyrobutyricum

Pri optimalizacii sme vychadzali z predpokladu, ze falo$ne pozitivne vysledky druhe;
reakcie v nested PCR su sposobené amplifikaciou neSpecifickych PCR produktov v prvej
reakecii, ktoré sluzia ako DNA templat pre druht sadu primerov.

Prvotnym cielom preto bolo najst také zlozenie PCR zmesi, aby nedochadzalo
k syntetizovaniu neziaducich PCR produktov v prvej reakcii. Prehl'ad optimalizanych PCR
zmesi je vidiet v Tab. 11 (kapitola 4.6.2.1), ako najvhodnejSie sa ukazali zmesi obsahujuce po
0,5 ul ANTP a primerov, 1 pl polymerazy a 1 alebo 2 ul MgCl,.

Tato optimalizacia (zmes C) bola overovana aj pre d’alSie vzorky, a to konkrétne vzorky 37
az 44 s oakavanim, ze v druhej reakcii sa bude amplifikovat' len DNA vzoriek oznacenych
ako C.tyrobutyricum, resp. ze dosiahneme negativny vysledok pri pouziti zbierkovych
kmenov inych druhov. Vysledky elektroforézy PCR produktov po druhej reakcii vSak stale
naznacovali falo§ne pozitivne vysledky.

Dalsou optimalizaciou bola teda zmena programu, ato teploty hybridizacie. Pri vyuziti
gradientu 55 az 65°C bolo zistené, ze pri prekroceni teploty 62 °C uz nedochadza
k amplifikacii PCR produktu, z dévodu prili§ vysokej teploty pre hybridizaciu primerov.
Ked'ze bola moznost, ze pri niektorej teplote bude dochadzat’ k amplifikacii prave
Specifického PCR produktu, bol rozsah gradientu zuzeny na 58 az 63 °C. Dobre
detekovatelny PCR produkt bol ureny pri teplotach hybridizacie maximalne do 61 °C, pri
teplotach od 61,8 °C do 62,7 °C bol PCR produkt z dévodu prili§ vysokej teploty pre
hybridizaciu primerov len slabo alebo nejasne detekovatelny. NeSpecifické amplikony boli
detekované u vSetkych vzoriek so zretelne amplifikovanym Specifickym PCR produktom.
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Nakoniec sa nepodarilo najst amplifikaény program, ktory by zabezpecil optimalnu teplotu
hybridizacie pre amplifikaciu len Specifického PCR produktu. NeSpecifické PCR produkty
v druhovo Specifickej PCR pre C. #yrobutyricum st pozorované aj v d’alSich pracach, ako
napr. Kucerova, 2008 [43].

5.6.3 Optimalizacia druhej reakcie v hniezdovej PCR

Pri optimalizacii druhej reakcie bol najskor pripraveny PCR produkt prvej reakcie, ktory
sluzi ako DNA matrica v druhej reakcii. Tento PCR produkt bol rozdeleny na géle pomocou
elektroforézy a metddou fenolovej extrakcie bola z gélu izolovana DNA S§pecifického PCR
produktu prvej PCR o velkosti 233 bp.

Pouzitim takto precisteného PCR produktu ako DNA matrice do druhej PCR sa docielila
amplifikacia len jedného Specifického bandu odpovedajucemu 173 bp popisaného autormi
Herman a kol (1995) [28]. Tym bolo potvrdené, ze pri druhej PCR hniezdovej reakcii
vznikaju nespecifické amplikony z neSpecifickych PCR produktov prvej PCR. Vzhladom
k prili§ silne amplifikovanému produktu, ktory by mohol byt identifikovany ako dvojband,
bolo potrebné zriedit DNA matricu do druhej PCR, pricom bola zaroven stanovena citlivost
tejto PCR.

Na ziskanie dobre detekovatelného PCR produktu staci v PCR zmesi uz 220 fg DNA
matrice. Optimalne mnozstvo DNA matrice je asi 20 pg, pri ktorom vznikd jasne
detekovatelny band definovanej vel'kosti. Pre optimalizovanu druhu reakciu je potrebné, aby
ako DNA matrica nebol pouzity celkovy PCR produkt prvej reakcie, ale len vyizolovany
Specificky amplikon.

Dalsim vychodiskom je nechat prebehnut len niekolko cyklov v prvej reakcii hniezdovej
PCR, aby sa neSpecifické PCR produkty nestihli naamplifikovat. Tato moznost’ zatial nebola
testovana.

5.6.4 Zaradenie vzoriek DNA do druhu C. tyrobutyricum

S prihliadnutim k falo$ne pozitivnym vysledkom druhej PCR bolo rozhodnuté, ze na
zaradenie vzoriek DNA do druhu C. #yrobutyricum bude pouzity vysledok prvej reakcie
hniezdovej PCR so 3pecifickym PCR produktom dizky 233 bp. Rovnaky postup bol
publikovany i v d’al§ich pracach, napr. Tima, 2008 [8].

Zo vsetkych 44 kmeriov bolo do druhu C. tyrobutyricum zaradenych prave 27.

5.7 Suhrn rodového a druhového zaradenia vzoriek

Ako vyplyva z vysledkov zhrnutych v Tab. 12 (vid’ kapitola 4.7), u vSetkych kmetiov bola
preukazana amplifikovatelnost DNA a prislusnost do rodu Clostridium. Druhova
Specifikacia urcila 22 kmenov ako C. butyricum a 27 kmenov ako C. tyrobutyricum, z coho 15
vzoriek sa prejavuje sucasne ako oba druhy. Pravdepodobne ide o zmieSané kultary.

Z analyzovaného suboru bolo 7 kmeniov ur¢enych ako C. butyricum, ato vzorky oznacené
¢. 19, 24, 27, 38, 39, 41 a 43. Jednoznacne identifikované ako C. tyrobutyricum boli vzorky
oznacené C.11, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 20, 23, 26, 31, a37. ZvySnych 10 vzoriek nebolo
priradenych k ani jednému z uvedenych druhov, méze sa jednat o druh C. sporogenes, prip.
o iné druhy, ktoré byvaju izolované zo syrov s neskorym durenim, napr. C. beijerinckii. [11]
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5.8 Hydrogenazy

Vyznamnou vlastnostou klostridii je schopnost’ produkovat’ plyn. Za produkciu vodika su
zodpovedné enzymy hydrogenazy. U druhu Clostridium butyricum bol popisany gén kodujaci
hydrogenazu AydA [44]. Tento gén moze byt amplifikovany v PCR.

Vysledky detekcie génov pre hydrogendzu hydA s primermi HGf a HGr popisanymi
autormi Wang a kol (2008) [37] ukéazali, ze tento gén je pritomny u vacSiny analyzovanych
vzoriek. PCR produkt odpovedajuci vel'kostou 259 bp bol s réznou intenzitou detekovany
u 31 kmeriov.

Vsetky kmene identifikované ako C. butyricum vykazovali pozitivhu reakciu na
pritomnost’ hydrogenazy. Kmene charakterizované ako C. tyrobutyricum poskytovali PCR
produkt menej intenzivny. U vzoriek so zmieSanymi kulturami sa detekcia PCR produktu
lisila intenzitou. Vo véc¢§ine nezaradenych kmerniov nebol PCR produkt detekovany.

Pritomnost hydrogendz bola v literatire preukdzana aj u klostridii nevyskytujucich sa v
syroch, napr. C. acetobutylicum [40].
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6 ZAVER

V praci bol analyzovany subor 44 kmenov baktérii vyizolovanych zo syrov s defektom
neskorého durenia. Cielom bola rodovd adruhova identifikdicia DNA tychto kmeriov
s vyuzitim réznych PCR metdod. PCR bola vyuzita tiez pre detekciu génov kodujucich
hydrogenazy.

Intaktnost DNA jednotlivych vzoriek bola overena gélovou elektroforézou. Vzorky DNA
boli po spektrofotometrickom stanoveni koncentracie nariedené na 10 ng/ul, aby sa do PCR
pouzivalo definované mnozstvo DNA matrice.

Vsetkych 44 kmetiov sa amplifikovalo v PCR suniverzalnymi primermi atiez v PCR
s rodovo Specifickymi primermi, ¢im bola potvrdend amplifikovatel'nost’ vSetkych vzoriek
a ich prislusnost’ do rodu Clostridium.

Na zaklade druhovo Specifickych PCR reakcii boli kmene roztriedené do druhov. Celkovo
bolo 7 kmenlov zaradenych do druhu C. butyricum a 12 kmenov do druhu C. tyrobutyricum.
Dalsich 15 kmetiov z povodného suboru davalo pozitivnu reakciu v oboch druhovo
Specifickych PCR, pravdepodobne sa jedna o zmiesané kultary. Zvysnych 10 kmetiov nebolo
priradenych k ani jednému z uvedenych druhov, medzi nimi zbierkovy kmen C. sporogenes
CCM 4423.

Testovanim pritomnosti sekvencie pre hydrogendzu AydA bolo zistené, ze v DNA 31
kmenov sa tento gén nachadza. Intenzivny PCR produkt bol detekovany u vSetkych kmeniov
uréenych ako C. butyricum.

Dosiahnuté vysledky mozu byt pouzité pre d’alSie skimanie nepatogénnych klostridii
s eventualnym priemyselnym vyuzitim v budicnosti. Mohli by najst uplatnenie napr. pri
biotechnologickej vyrobe vodika.
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8 PRILOHY

Vysledky prace boli prezentované formou posteru na vedeckej konferencii X//I. Pracovni
setkant biochemikit a molekuldrnich biologu (14.-15. 4. 2009), Brno

IDENTIFIKACIA BAKTERII RODU CLOSTRIDIUM POMOCOU PCR
PCR IDENTIFICATION OF CLOSTRIDIUM GENUS BACTERIA
Barbora Urgeové, Alena Spanova, Bohuslav Rittich

Vysoké uceni technické v Brné, Fakulta chemicka, Ustav potravindrské chemie a biotechnologie,

Uvod
Icclmoloyn.k\.m problémom pri vyrobe syrov byva
pritomnost  baktérii rodu (festridium  aich spor
v mhieku. Tieto bakténe maslového kvasenia spdsobu-
j|'| defekt nazyvany neskoré durenie syrov, prejavujict
sa tvorbou plynovych dutin v syre a vysokou koncen-
triciou kyseliny maslove, ktora dodiva vyrobku ne-
prijemni chut’ po zvetranom masle.

Obr, 1, Syry s defek korcho durenia sy
ho  maslovim kvasenim (hore) a nepoikodené syry
{dole) [1]

Ciel’ price

Ciel'om prace bola identifikacia a drubova ipecifikacia
44 kmeiov  klostridii  pomocou  molekulame-
metod.  Bakeérie  boli vyizolované
z pokazenych syrov (Obr. 1),

Metody
Zo 44 bakterialnych kme
fenol Lci

s m

|‘|m I.m]a vyizolovana DNA
etano-
lom, Koncentricia vzoriek bola zmerand spektrofoto-
metricky pristrojom NanoPhotometer a DNA bola na-
riedend na 10 ng/pl.

Na identifikiciu a druhovi Specifikiciu DNA jednotli-
vych vzoriek boli pouzité rodove a druhovo Specifické
PCR reakeie. Pre vietky PCR bola ako DN A matrica
pouzita zriedend DNA kazde) vzorky, PCR zmes obsa-
hovala vidy 10 ng DNA. Zoznam pouZitych primerov
Je uvedeny v Tabulke 1.

Amplifikovany PCR produkt bol cely naneseny na gél
(25 uly a detekovany pomocou agardzovej gélove)
snaslcdn\m farbenim gélu Llllldlum'bm-
ledky elektroforéz boli zdok
fotograficky aparatom Polaroid DS 34 so Zltym fil-
trom na Polaroid film TT667, Pnecl pnrm I1a1;‘.dnmiu-
vych PCR produk bol vyhod

BioNumerics (Applied Maths, Kortrijk, Iklgu.luol

Tabulka 1: Pouzité PCR primery
Ozna- | Teplota | Vel'kost'
s“’"f‘“‘:' Zenie idi- |PCR pro-
kost® pri- g wih, Referencia
merpy | Prime- | zdicie dukitu
rov {°C) (bp)
Llnne-r R_eub, Haarman
5 5
Fed | > 4101 20052
DG4, Gireisen,
Rwol | % 30| je0ap)
- Rekha, 2006
F2
tridinm El, F2 s3 i [4]
. bunvri- | CBISR, 55 262 Nakanishi,
it CBISF - 2005 [5]
. pprobu- | CHR, = Herman,
- 233
fyricum | CtlF o0 3 1995 6]

Vysledky a diskusia

Amplifikovatelnost’ DNA bola overena dvoma metd-

dami, a to so sadami univerzilnych primerov R_cub,

F_eub |"| a DG4, R\\Ol [3i Specificky PCR produkt

bol de v pri kach DNA p

oboch metdd.

Rodovo Specificka PCR s primermi F1, F2 [4] potvrdi-

la prisludnost’ vietkych vzonek do rodu Closiridium.

Vysledky gélove) elektroforézy PCR produktov si
b é ma Obr. 2, detekcia je i v Tabulke 2.

Tdto praca bola pod) and g 2ROSO70
Ministerstva Skolsivi, idlovichovy a middeze CR.

Purkynova 118, 61200 Brno

Obr. 2. Agardzova gélova ¢l (1.3 %) PCR 1
specifickych pre rod Clostridium (619 bp).

—» PCR prod. 619 bp

=*PCR prod. 233 bp

Cislo behu oznatuje &islo veorky.

Tabulka 2: Detekeia PCR produktov pre rod Clostridium a druhy
. butyricum a C. tyrobutyricum

Beh & Det PCR pro- | Det PCR | Det. PCR pro-
=vaor- | Orenadenic veorky | duktu pre rod ki duktu pre C iy
kad, Clostridium robutyricim
1 Clost_33 P T e
2 Clost_ 86 = - -
—PCR prod. 619 bp 3 Closl 813 ey T ¥
4 Clos_ 9574 11 = = _
F] Clost. 9865 ++ -
[ Clost_ 9843 =+ N
7 Clost, 9837 =
® Clost, ¥860 (0383} [
[ Clost, 9875 (03B2) -
I Clost, 9529 [ - -
Clost 31 P T - =
Clost. SI1 T T =
—+PCR prod. 619 bp Ciost 142 e - oT
] r - o
5 v . o
Cislo behu oznacuje &islo vzorky. 6 Ve = -
7 [Ras o
. . . . " s T . e
Na zaradenic vzorick do druhov boli pouzité druhovo 3p 0 Tlost E16A s 7 -
PCR s primermi CBISR, CBISF pre C. butyricum|5] a CtIR, I Clost. R26A faad +- ++
CtIF pre ¢ tyrobutyricum[6]. U vzoriek O buivricum bol dete- l HH + -
kovany specificky PCR produkt o velkosti 262 bp (Obr. 3). ako = ':: - -
pozitivna kontrola bola pouziti DNA zbierkového kmel‘la . bu- T s Fre T
yricum DSM 10702, Vyhodnotenie gélovej eleb v je 5 o ot s
uvedend v Tabulke 2. G e u
7 e _
. . z 1 L 1L ) -
Obr. 3. Ag; gélova el (1,8 %) PCR p m = —
specifickych pre drub C, butyricum (262 bp). i ¥ T
] .
32 I T
33| Clost VSI-RCM-IC [
M 4+
35 o
—+ PCR prod. 262 bp 36 *
37
1% i
) T =
C1. ivrobutyricum |54 ++ + -t
C1_tyrobut B3] = =
C1. tyrobutyricum 2-1 ++ + —+
C1._tyrobutyricum 3-1 H + -
: 4| CI sporogencs 2% = A _
—PCR prod. 262 bp S Standard Sandard Standd Stand
NR_ | ocgativia kontroly 8 x -
PE__| pouitivie kont_ive 3%) + - =

—PCR prod. 262 bp

Cislo behu oznacuje gislo veorky.

Vysledky druhovo specifickej PCR pre druh O tyrobutyricum
zobrazuje Obr. 4, kde bol u vzoriek pozitive zaradenyeh do
tohto druhu detekovany Specificky PCR produkt o veTkosti 233
bp. Vyhod ie detekeie je ¢ v Tabulke 2

Obr. 4. Aga i gélova elel tza (1.8 %) PCR produk
Specifickych pre druh C. tyrobutyricum (233 bp).

-A'F.CR et

—PCR prod. 233 bp

b, 4 e

detekcia PCR produkin riengj infeneiry,
PCR produkt medetckovmg

Ma ziklade detekeie PCR produktov bol specifikovany sibor 44
vzorick DNA roznych kmenov. Vietky vaorky boli zaradené do
rodu Clostridium. Podla druhovo Specifickych PCR patri 22 veo-
riek do druhu . bugyricim a 27 vzoriek d.o drubu C. tyrobutyri-
cum. Desat’ vzoriek nebolo prirad k Ziad z yeh
druhov, jedna sa o niektory d’a]hi druh, napr. (. sporogenes.

Liver

Stibor 44 vzoriek DNA bakténi rodu Clastridium vyizolov:
z pokazenych syrov a mlieka bol pomocou PCR metod rozdeleny
do druhov C. butyricimn a C. tyrobutyricum. Jednoznaéne bolo ur-
Lenych 7 vzoriek ako C. butvricim a 12 vzoriek ako . (yrobuly-
rictm, daldich 15 vzoriek su zmicsané kultary, v ktorych si pri-
tomné oba kmene.

l\ u al.: dentification of € lostridium fyrobutyricem as the Causstive Apent of Late Hlo-
\:h».\poﬂlx PR '\mp'llllulxm \|>|V5 Envirom. Mucrobiol. 01{1955) 29192924
4

4] REKHAR., Iﬂl{\"l M., JAISHREE Ikmmll
gt floea study. Electronic J Biotechnol. % (2006)
15] Maamishi &, yauma 1, Tamakn M, Ohnishi ¥.; Rapid species identification and
pattial strain diflerentiation of Clostridimm fastveicam by POR using 165-235 rIINA intcrpenic spacer o
pions. Microbiol, bmmusol, 4% (2005) 61 3621

6] HERMAN. L M. DE BLOCK, J HL WAES, 6.0 A direet PCR detection ethod for Clostsiditim ty-
robutyricam sporcs in up to 1061 millicrs of rw milk. Appl Fivviron. Microbiol. 61 (1995) 41414146



http://Bffn.ctic.kych

