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 ABSTRAKT 
Tato disertační práce je zaměřena na detekci a kvantifikaci bakteriálních genů 

kódujících enzymy, jež se podílí na degradaci biogenních aminů (BA). Teore-

tická část předkládané práce pojednává o toxicitě BA, jejich výskytu v potravi-

nách, faktorech, které se podílí na jejich vzniku i možnostech degradace těchto 

bakteriálních metabolitů. Zvláště se pak zabývá molekulárně biologickými me-

todami aplikovanými v potravinářství, které jsou efektivně využívány pro kon-

trolu producentů či degradérů těchto významných nízkomolekulárních dusíka-

tých látek. 

V experimentální části práce byla ověřována schopnost vybraných kmenů 

degradovat BA a na základě získaných poznatků byly navrženy primery (pro 

cílové i „housekeepingové“ geny) pro dva bakteriální druhy: Bacillus subtilis  

a Lactobacillus casei. V rámci testů byly vybrány vhodné sady primerů (u kte-

rých reakce běžely téměř se 100% efektivitou, netvořily se žádné dimery nebo 

nespecifické produkty) pro sledování genové exprese cílových genů (yobN kó-

dující aminooxidázu u druhů B. subtilis; a MCO kódující „multi-copper“ oxi-

dázu u druhů L. casei), jež kódují enzymy podílející se právě na degradaci BA. 

K relativní kvantifikaci obou cílových genů (yobN, MCO) byly využívány op-

timalizované metodiky kvantitativní real-time PCR s reverzní transkripcí (RT-

qPCR).  

U kmenů B. subtilis byla zaznamenaná nejvyšší genová exprese, cílového 

genu kódujícího aminooxidázu (yobN), v exponenciální fázi růstu (3,03 ± 0,13). 

Tento výsledek byl podpořen sledováním úbytku (degradací) BA v živném mé-

diu MM1, pomocí metody HPLC/UV, kdy bylo zaznamenáno snížení histaminu 

o 17 % a kadaverinu o 18 % u kmenu CCM 2216 během 48 hodin. Dále byla 

prokázána 18% degradace tyraminu u kmenu CCM 2267 během 48 hodin 

v tomtéž médiu. Výsledky dále naznačily, že degradace BA pomocí druhu 

B. subtilis může být ovlivněna tvorbou spór. 

I u kmenu L. casei CCDM 198 byla sledována genová exprese (relativní 

kvantifikace) cílového genu MCO v čase. Nejvyšší hodnota 5,04 ± 0,45 byla 

rovněž zaznamenaná v exponenciální fázi růstu, přičemž úbytek sledovaných 

BA činil 21,22 ± 4,17 %. Později byl testován i vliv redoxních činidel 1% 

cysteinu (w/v) a 0,1% kyseliny askorbové (w/v) na expresi genu kódujícího 

„multi-copper“ oxidázu, tedy enzymu podílejícího se na degradaci BA. Z vý-

sledků vyplývá, že 1% cystein (w/v) pozitivně ovlivnil růst bakterií, v důsledku 

čehož mírně vzrostla degradace BA (22,64 ± 3,13 %). Zatímco po přídavku 

0,1% kyseliny askorbové (w/v) následoval pokles množství bakterií, exprese 

cílového genu i nižší degradace BA ve všech sledovaných časech. V závěru ex-

perimentu bylo ověřeno, že kmen CCDM 198 degraduje sledované BA i v re-

álné potravině – UHT mléce. 

 

 



 

 

ABSTRACT 

This dissertation is focused on the detection and quantification of bacterial 

genes encoding enzymes involved in the degradation of biogenic amines (BA). 

The theoretical part of the presented work deals with the toxicity of BA, their 

occurrence in food, the factors that contribute to their formation and the possi-

bility of degradation of these bacterial metabolites. In particular, it deals with 

molecular biological methods applied in the food industry, which are effectively 

used for the control of producers or degraders of these important low molecular 

weight nitrogenous substances. 

In the experimental part of the thesis, the ability of selected strains to degrade 

BA was verified. Based on the acquired knowledge, primers (for target 

and housekeeping genes) were designed for two bacterial species: Bacillus sub-

tilis and Lactobacillus casei. In the tests, suitable primer sets were selected 

(in which the reactions proceeded with almost 100% efficiency, no dimers or 

non-specific products formed) for monitoring the relative expression of target 

genes (yobN encoding amine oxidase in B. subtilis species; and MCO encoding 

multicopper oxidase in L. casei species). These genes encode enzymes involved 

in BAs degradation. Optimized reverse transcription quantitative PCR (RT-

qPCR) methodologies were used for relative quantification of both target genes 

(yobN, MCO). 

The highest relative expression of the gene encoding amine oxidase (yobN) 

in the exponential growth phase (3.03 ± 0.13) was recorded in B. subtilis strains. 

This result was supported by monitoring the reduction (degradation) of BA in 

the mineral medium by HPLC/UV, which showed a 17% decrease in histamine 

and 18% cadaverine for strain CCM 2216 over 48 hours. Furthermore, 18% 

degradation of tyramine was demonstrated by strain CCM 2267 within 48 hours 

in the same medium. The results further suggested that the degradation of BA 

by B. subtilis may be affected by spore formation. 

Even with strain of L. casei CCDM 198 was monitored relative expression 

of the target gene (MCO) at time. The highest value of 5.04 ± 0.45 was also 

recorded in the exponential growth phase, with a decrease in the observed BAs 

of 21.22 ± 4. 17%. Later, the effect of redox reagents 1% cysteine (w/v) and 

0.1% ascorbic acid (w/v) on the expression of the gene encoding multicopper 

oxidase, an enzyme involved in BA degradation, was tested. The results show 

that 1% cysteine (w/v) had a positive effect on bacterial growth, resulting 

in a slight increase in BA degradation (22.64 ± 3.13%). While the addition of 

0.1% ascorbic acid (w/v) was followed by a decrease in the amount of bacteria, 

expression of the target gene and lower degradation of BA at all monitored 

times. At the end of the experiment, it was verified that the strain CCDM 198 

degrades the monitored BA also in real food – UHT milk. 
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1. SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 

1.1 Biogenní aminy v potravinách 

Biogenní aminy (BA) vznikají převážně dekarboxylací aminokyselin s klíčo-

vou účastí enzymů zvaných dekarboxylázy. Tyto enzymy jsou rozšířené v ži-

vočiších, rostlinách i mikroorganismech, kde vykazují zvýšenou aktivitu 

zejména u bakterií (Santos, 1996).  

Vyšší obsah BA se vyskytuje v široké škále potravin a nápojů, která zahrnuje 

rybí, masné a mléčné výrobky, víno, pivo, zeleninu, ovoce a kakao (Santos, 

1996). Přičemž toxické dávky aminů je velmi těžké stanovit, neboť celkové 

množství zkonzumovaných BA většinou pochází z několika druhů potravin 

a potenciální toxický účinek je dán součtem aminů z různých zdrojů, synergie 

mezi nimi a dalšími individuálními faktory, jako je detoxikační schopnost je-

dince, alergie, či příjem léků s inhibitory aminooxidáz (Ruiz-Capillas a Herrero, 

2019). 

1.2 Degradace BA v potravinách 

Jelikož je velmi obtížné odstranit již vzniklé aminy z potravin, protože odo-

lávají vysokým teplotám, a dokonce i autoklávu, jsou hledány nové přístupy, 

které umožňují redukci obsahu BA v potravinových matricích tam, kde je ob-

tížné se vyhnout jejich produkci při technologickém postupu dané výroby 

(Alvarez a Moreno-Arribas, 2014; Zaman et al., 2010).  

V poslední době se objevily studie popisující degradaci histaminu pomocí 

Maillardovy reakce, což je komplex chemických reakcí mezi karbonylovými 

skupinami redukujících sacharidů (nebo produkty jejich degradace) a volnými 

aminoskupinami aminokyselin, peptidů, bílkovin nebo některých jiných dusí-

katých sloučenin. V potravinářství se tato reakce vyskytuje během tepelného 

procesu a má za následek vznik významných senzoricky aktivních sloučenin, 

jež dodávají hotovým výrobkům specifickou barvu, vůni a chuť (Jiang et al., 

2017; Nursten, 2005).  

1.2.1 Mikrobiální degradace BA 

Mikrobiální degradace biogenních aminů je principiálně založena na schop-

nosti některých bakterií produkovat deaminační enzymy (aminooxidázy nebo 

„multi-copper“ oxidázy), které katalyzují rozklad těchto sloučenin, jež jsou ná-

sledně využity jako zdroj uhlíku a/nebo dusíku (Callejón et al., 2015).  
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Mikroorganismy schopné degradace BA v potravinách 

Významné místo zaujímají především LAB (bakterie mléčného kvašení) izo-

lované z potravin, u kterých byla prokázána schopnost degradovat histamin 

a/nebo tyramin nejen v pufrovacím systému, ale i v sýru, rybích fermentova-

ných produktech a vínu (Callejón et al., 2014; Dapkevicius et al., 2000; García-

Ruiz et al., 2011). Kmeny s degradačními schopnostmi patří k rodům Brevibac-

terium, Lactobacillus, Pediococcus a Micrococcus (Herrero-Fresno et al., 

2012). Nadto LAB produkují během fermentačního procesu sekundární meta-

bolity (např. organické kyseliny, diacetyl, ethanol, peroxid vodíku, reuterin, 

acetaldehyd, acetoin, oxid uhličitý a bakteriociny), které jim pomáhají v konku-

renčním boji s jinými mikroby (Özogul a Hamed, 2017). Významné místo mezi 

těmito metabolity zaujímají antimikrobiální peptidy – bakteriociny, jenž přita-

hují již řadu desetiletí velkou pozornost jako přírodní konzervanty potravin. 

Mají status GRAS (generally recognized as safe) a používají se k omezení růstu 

patogenů, např. Listeria monocytogenes a Staphylococcus aureus místo chemic-

kých přípravků. Vedle toho LAB prokazují antimikrobní účinek proti bakteriím, 

jež jsou málo odolné vůči nízkému pH (např. Escherichia coli) a také přispívají 

k rozvoji typických organoleptických vlastností fermentovaných omáček 

(Castellano et al., 2012).  

Mezi další významné druhy, jejichž kmeny dokáží snižovat obsah BA v po-

travinách, patří Kocuria varians, Bacillus polymyxa, Bacillus subtilis, Staphy-

lococcus carnosus. Současně je potřeba zdůraznit, že se výrazně liší deaminační 

schopnost kmenů jednotlivých bakteriálních druhů (Latorre-Moratalla et al., 

2010). 

Schopnost snižování obsahu histaminu, tyraminu a putrescinu v komerčních 

vínech byla prokázána i u enzymového extraktu z vláknitých plísní Penicillium 

citrinum (Alvarez a Moreno-Arribas, 2014). 

 

Enzymy katalyzující degradaci BA 

U mikroorganismů schopných redukce BA se objevují především aminooxi-

dázy nebo „multi-copper“ oxidázy. Dalším enzymem, u nějž byla objevena de-

aminační aktivita je transglutamináza. 

a) Aminooxidázy 

Mezi aminooxidázy (AO) patří rozsáhlá skupina enzymů, které katalyzují  

oxidaci biogenních aminů na odpovídající aldehydy. Tato reakce vyžaduje  

molekulární kyslík a produktem je vedle příslušného aldehydu, také  

odpovídající stechiometrické množství peroxidu vodíku a amoniaku:  

R-CH2-NH2 + O2 + H2O → R-CHO + NH3 + H2O2 (Leuschner, Heidel 

a Hammes, 1998; Wang et al., 2013; Yagodina et al., 2002). 
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b) „Multi-copper“ oxidázy (lakázy) 

V poslední době byly izolovány z bakteriálních druhů Lactobacillus planta-

rum a Pediococcus acidilactici deaminační enzymy, které se nazývají lakázy 

(benzendiol: kyslík-oxidoreduktázy), (Alvarez a Moreno-Arribas, 2014). Ty 

byly zařazeny mezi „multi-copper“ oxidázy, jež využívají jako kofaktor měď 

(resp. Cu2+) a vyskytují se v široké škále organismů včetně bakterií, hub, rostlin, 

hmyzu a obratlovců (Alvarez a Moreno-Arribas, 2014; Su et al., 2013).  

 

c) Transglutamináza 

V posledních letech přitahuje pozornost i mikrobiální transglutamináza,  

kterou produkují některé bakterie během fermentace. Tento enzym modifikuje 

proteinové molekuly zesíťováním, vazbou nízkomolekulárních sloučenin  

a deaminačními reakcemi. Tím může potlačovat dekarboxylaci volných amino-

kyselin a následně i tvorbu BA. Vyskytuje se u sporulujících bakterií (např. Ba-

cillus subtilis); (Kieliszek a Misiewicz, 2014; Yerlikaya et al., 2015).  

1.3 Molekulární metody 

Jejich hlavní přínos spočívá v tom, že biogenní aminy jsou produkovány, ale 

i degradovány mikroorganismy vybavenými příslušnými enzymy – dekarboxy-

lázami (produkce BA) a aminooxidázami či lakázami (degradace BA), a je tedy 

možné detekovat přímo geny kódující tyto klíčové enzymy, čímž lze zabránit 

akumulaci BA v potravinách ještě před jejich vnikem (Marcobal, de las Rivas a 

Muñoz, 2006; Landete et al., 2011).  

1.3.1 Polymerázová řetězová reakce (PCR) 

Klasická PCR metoda umožňuje rychlé pomnožení vybrané sekvence DNA, 

která je ohraničena primery. Samotnou syntézu nového řetězce provádí ter-

mostabilní polymeráza. Při reakci se cyklicky opakují teploty, při kterých do-

chází k denaturaci, nasedání primerů a syntéze nového řetězce, takže dochází 

k exponenciálnímu nárůstu cílových fragmentů DNA (Mullis et al., 1986). 

1.3.2 Real-time PCR (qPCR) 

Princip qPCR spočívá v posloupnosti amplifikačních cyklů stejně jako u kla-

sické PCR, avšak součástí termocykléru je fluorescenční detektor, který zazna-

menává amplifikované produkty v každém cyklu (Martínez et al., 2011; 

Postollec et al., 2011).  

 

qPCR se v potravinářství využívá ke studii genů kódujících toxiny, k detekci 

geneticky modifikovaných organismů, nežádoucích příměsí (např. geny obilo-

vin u bezlepkových potravin) a nepatogenních hnilobných mikroorganizmů 



9 

 

(Gachon, Mingam a Charrier, 2004; Martínez et al., 2011). V kombinaci s re-

verzní transkripcí (RT) lze odhadnout i transkripční množství, tudíž poskytnout 

data o mikrobiální aktivitě (Postollec et al., 2011).  

 

Pro vizualizaci nukleových kyselin se používají fluorescenční látky, které 

se vážou na DNA buď (a) nespecificky – umožňují vizualizaci celé dvoušrou-

bovice DNA vytvořené reakcí, anebo (b) specificky – rozlišují amplifikace cí-

lových sekvencí od primerů, dimerů a nespecifických amplifikací (Martínez et 

al., 2011).  

 

Výsledkem qPCR je amplifikační křivka, kde je nárůst fluorescence vynesen 

proti číslu cyklu (Postollec et al., 2011). Průběh qPCR na amplifikační křivce 

může být rozdělen do čtyř fází (lineární klidová fáze, exponenciální fáze, loga-

ritmická fáze a fáze plató). Cyklus, ve kterém dojde k dosažení desetinásobku 

standardní odchylky výchozí hodnoty (baseline), se označuje jako prahový cyk-

lus „treshold cycle“ (Ct). Tato hodnota je přímo úměrná výchozímu počtu kopií 

původního templátu a používá se k výpočtu experimentálních výsledků 

(Martínez et al., 2011; Wong a Medrano, 2005).  

 

Analýza křivky tání 

Křivka tání se tvoří na konci testu postupným zvyšováním teploty od 50 °C 

do 90 °C, během kterého se zaznamenává fluorescence. Pomocí záporné deri-

vace křivky tání dostaneme píky s charakteristickou teplotou pro daný PCR pro-

dukt. Nespecifické produkty a dimery se zpravidla odlišují nižší teplotou tání 

(Arya et al., 2014). 

 

Efektivita reakce 

Pro výpočet efektivity je nejprve nezbytné zhotovit standardní křivku závis-

losti prahového cyklu Ct na logaritmu koncentrace DNA. Pomocí hodnoty 

sklonu křivky je pak vypočítána efektivita (E) samotné amplifikační reakce 

(Wong a Medrano, 2005). Sklon standardní křivky by se měl pohybovat v roz-

mezí od -3,58 do -3,10, což odpovídá efektivitě amplifikace 90 ˗ 110 %. Koefi-

cient determinace (r2) lineární regrese by měl nabývat hodnot ≥ 0,98 (Broeders 

et al., 2014). 

 

Kvantifikační metody 

Většina mikrobiologických aplikací vyžaduje přesnou kvantifikaci. Abso-

lutní kvantifikace je založena na srovnání hodnot prahového cyklu Ct se stan-

dardní křivkou, amplifikovanou při známém množství cílového genu. Tato me-

toda vyžaduje podobnou amplifikační efektivitu pro všechny vzorky a stan-

dardy. To znamená pečlivý výběr standardu templátu (Postollec et al., 2011).  
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Relativní kvantifikace se používá k odhadu změn v expresi genů a je zalo-

žena na použití externího standardu nebo kontrolního vzorku. Ve studiích ge-

nové exprese je relativní kvantifikace často uváděna jako poměr úrovně norma-

lizované exprese experimentálního vzorku ke kontrolnímu vzorku (Postollec et 

al., 2011). Pro výpočet lze použít Pfafflův model, který kombinuje kvantifikaci 

a normalizaci genu v jednom výpočtu. Tato metoda zahrnuje stanovení ampli-

fikační efektivity cílových a srovnávacích genů pro korekci rozdílů mezi oběma 

testy a využívá se v případě, kdy tyto geny nejsou amplifikovány se stejnou 

efektivitou (Wong a Medrano, 2005). Výpočet genové exprese se pak provádí 

podle následujícího matematického vztahu: 

 

R =
(E𝑐í𝑙𝑜𝑣éℎ𝑜 𝑔𝑒𝑛𝑢)

∆Ct𝑐í𝑙𝑜𝑣éℎ𝑜 𝑔𝑒𝑛𝑢(kontrola−vzorek)

(E𝑠𝑟𝑜𝑣𝑛á𝑣𝑎𝑐íℎ𝑜 𝑔𝑒𝑛𝑢)
∆Ct𝑠𝑟𝑜𝑣𝑛á𝑣𝑎𝑐íℎ𝑜 𝑔𝑒𝑛𝑢(kontrola−vzorek) (Pfaffl, 2001) 

 

Zásady pro návrh primerů u metody qPCR 

Správně navržené primery jsou zásadní pro určení specifity, citlivosti a ro-

bustnosti PCR (Bustin a Huggett, 2017). Nejvyšší pozornost je kladena na op-

timalizaci teploty ve druhé fázi cyklu, při které nasedá nejvyšší množství pri-

merů na templát. Optimální teplota nasedání primerů se sice odvíjí od teploty 

tání primerů, kterou lze vypočítat, ale musí být ověřena experimentálně (Bustin 

a Huggett, 2017). Dalším důležitým parametrem je délka PCR produktu. Délka 

amplikonů bývá u qPCR nejčastěji v rozmezí 70 ˗ 250 bp, u delších DNA frag-

mentů obvykle bývá vyšší prahový cyklus (Debode et al., 2017).  

 

Praktické využití technik PCR při kontrole producentů/degradérů BA 

Pro detekci genů kódujících dekarboxylázové enzymy byla navržena a testo-

vána řada primerů pro detekci histidindekarboxylázy, tyrozindekarboxylázy 

i ornitindekarboxylázy (Landete et al., 2007).  

Dále byly vyvinuty různé metodiky PCR pro detekci LAB produkujících BA 

v mléčných výrobcích a qPCR pro detekci a kvantifikaci histamin-produkují-

cích, tyramin-produkujících a putrescin-produkujících bakterií. Tyto metody 

byly úspěšně aplikovány v různých fázích výroby sýru, včetně testů hotových 

výrobků (Alvarez a Moreno-Arribas, 2014; O’Sullivan et al., 2015).  

Jiná situace panuje u bakterií schopných degradace BA, kde se touto proble-

matikou zabývá jen málo odborných článků, a ještě méně popisuje primery 

vhodné i pro qPCR. Jeden z mála publikovali autoři Eom, Seo a Choi (2015), 

kde navrhli primery vhodné i pro qPCR na gen kódující aminooxidázu yobN 

druhu Bacillus subtilis. V další studii zveřejnili Callejón et al. (2014) primery 

pro lakázový gen sufI druhu Lactobacillus plantarum. V poslední době byly 

popsány i primery pro gen kódující „multi-copper“ oxidázu druhu Lactobacillus 

paracasei, které však nejsou určeny pro qPCR (Guarcello et al., 2016).  
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2. CÍLE DISERTAČNÍ PRÁCE 

Cílem předkládané disertační práce bylo sledování genů, kódujících enzymy, 

které se podílí na degradaci biogenních aminů u bakterií s potenciální schop-

ností degradovat tyto bakteriální metabolity.  

Konkrétní cíle: 

o výběr vhodných kmenů se schopnostmi degradovat biogenní aminy; 

o typizace bakterií pomocí molekulárně biologických metod; 

o výběr vhodných „housekeepingových“ genů; 

o návrh vhodných sad primerů pro cílové a srovnávací geny; 

o optimalizace izolace bakteriální DNA i RNA ze vzorků; 

o optimalizace metody RT-qPCR (kvantitativní real-time PCR s reverzní 

transkripcí) pro sledování exprese genů kódujících enzymy katalyzující 

degradaci BA; 

o sledování exprese vybraných genů na úrovni syntézy mRNA v průběhu 

degradace BA a v závislosti na vybraných faktorech (složení kultivačního 

média, vlivu činidel ovlivňujících redox-potenciál kultivačního média). 

 

3.  ZVOLENÉ METODY ZPRACOVÁNÍ 

3.1 Mikroorganismy a kultivační podmínky 

Pro hlavní degradační experimenty byly použity kmeny druhu Bacillus sub-

tilis (CCM 2267, CCM 2213, IB 1a), jež byly kultivovány při 30 °C v živném 

médiu MM1 a masopeptonovém bujónu MPB. Dále kmeny druhu Lactobacillus 

casei (CCDM 198 a CCDM 145), které byly kultivovány v anaerobním pro-

středí, při 37 °C v MRS a MRS s poloviční navážkou (MRS/2).  

3.2 Metodika přípravné fáze 

3.2.1 Degradační test vytipovaných bakteriálních kmenů 

V první fázi byly vhodné kmeny podrobeny rychlému degradačního testu, 

kdy byly bakterie kultivovány v 5 ml média obohaceném o BA a ideálních pod-

mínkách pro daný druh. Od každého kmenu byly zaočkovány 2 zkumavky. Po 

48 hodinách byla kultivace ukončena, kultura byla centrifugována 2000 g 

po dobu 10 minut a ze supernatantu byly následně odebrány 3 vzorky pro sta-

novení obsahu BA pomocí HPLC/UV dle metodiky (Dadáková, Křížek a 

Pelikánová, 2009). Výsledná data byla zpracována s využitím softwaru Chro-

meleonTM 6.8 software (Thermo Fisher Scientific, USA). 

Kmeny s nejvyšší degradační schopností byly identifikovány pomocí sekve-

nace a/nebo MALDI-TOF MS. 
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3.2.2 Návrh vhodných sad primerů 

Pro vybrané bakteriální druhy (Bacillus subtilis, Enterobacter cloacae 

a Lactobacillus casei) byly navrženy primery ze sekvencí příslušných genů 

s využitím dostupných bakteriálních sekvencí v databázi NCBI (National Cen-

ter for Biotechnology Information). Sekvence genů byly mezi sebou porovnány 

pomocí programu Jalview 2.9.0b2 (Waterhouse et al., 2009) a výsledné primery 

byly vytvořeny pomocí programů Primer Design genefisher2 a NCBI Primer-

Blast tool.  

3.2.3 Izolace nukleových kyselin a reverzní transkripce 

Izolace nukleových kyselin z média 

DNA byla izolována z narostlé kultury pomocí komerčních kitů High Pure 

PCR Template Preparation Kit (Roche, Švýcarsko), UltraClean Microbial DNA 

Isolation Kit (MoBio, USA), NucleoSpin Genomic DNA from tissue (Mache-

rey-Nagel, Německo) dle doporučených postupů jednotlivých výrobců (2017; 

2016; 2012). Izolace RNA byla provedena pomocí komerčních kitů High Pure 

RNA Isolation Kit (Roche, Švýcarsko), PowerMicrobiome RNA Isolation Kit 

(MoBio, USA) a RNeasy PowerLyzer Tissue Cells Kit (Qiagen, USA), rovněž 

dle postupů jednotlivých výrobců. 

Izolace bakteriální RNA z potravinových matric 

Izolace RNA z bakterií kultivovaných v odtučněném UHT mléce byla prove-

dena pomocí kitu RNeasy PowerLyzer Tissue Cells Kit (Qiagen, USA). Kultura 

(10 ml) byla centrifugována při 2000 g po dobu 10 minut. Ze sedimentu bylo 

odebráno 50 mg sraženiny, která byla přemístěna do vychlazené zkumavky 

„Bead Tubes“, poté bylo napipetováno 600 µl TR1/Me a homogenizováno dle 

přiloženého návodu (2017). 

Izolace bakteriální RNA z modelového sýru s nízkodohřívanou sýřeninou 

byla rovněž provedena pomocí kitu RNeasy PowerLyzer Tissue Cells Kit (Qi-

agen, USA). Navážka 50 mg sýru byla přemístěna do vychlazené zkumavky 

„Bead Tubes“, poté bylo napipetováno 600 µl TR1/Me a homogenizováno dle 

přiloženého návodu kitu RNeasy PowerLyzer Tissue&Cells Kit (Qiagen). 

Reverzní transkripce 

Pro relativní kvantifikaci genové exprese u metabolicky aktivních bakterií 

byla jako templát pro qPCR použita mRNA, jež byla převedena do cDNA re-

verzní transkripcí pomocí komerčního kitu Transcriptor First Strand cDNA 

Synthesis Kit (Roche, Švýcarsko), dle doporučeného postupu. 
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3.2.4 Testování nových sad primerů pomocí metod PCR 

Primery byly nejprve testovány pomocí „klasické“ PCR. Na základě vý-

sledků byla hledána optimální teplota a vhodné sady primerů pomocí RT-qPCR. 

Testování primerů pro cílové a srovnávací geny na PCR 

Ověření funkčnosti a nalezení optimální teploty nasedání nových primerů 

bylo nejprve provedeno pomocí PCR s gradientem teplot nasedání primerů 

v rozmezí 57 ˗ 63 °C. Výsledné amplikony byly elektroforeticky separovány 

v 1% (w/v) agarózovém gelu.  

Testování primerů pro cílové a srovnávací geny na RT-qPCR 

Pomocí připravené ředící řady templátové cDNA v rozmezí 100 až 10-3 byla 

stanovena efektivita reakce. Dále byla analyzována záporná derivace křivky 

tání, která umožňuje odlišit nespecifické produkty a dimery, jež se zpravidla 

projevují nižší teplotou tání. 

3.3 Metodika experimentů s degradačními kmeny 

Kultivace buněk a stanovení růstových křivek 

Inokulum testovaných kmenů bylo narůstáno podle podmínek uvedených 

v kapitole 3.1. Mikroorganismy a kultivační podmínky po dobu 24 hodin. Poté 

bylo 200 ˗ 5000 µl zaočkováno 50 ml média v infuzní láhvi tak, aby bylo dosa-

ženo počáteční koncentrace buněk v médiu 7,5 ± 0,3 log CFU.ml-1 (u kmenů 

L. casei byla počáteční koncentrace buněk v médiu 6,2 ± 0,3 log CFU.ml-1). 

B. subtilis byl kultivován v MM1 a L. casei v MRS/2 a odtučněném UHT 

mléce. Ihned po zaočkování byly odebrány první vzorky pro stanovení počá-

teční koncentrace BA, relativní expresi cílových genů a růstovou křivku. Další 

odběry pro uvedené analýzy byly provedeny po 12, 24 a 48 hodinách. U L. casei 

byl přidán sterilní koncentrát kyseliny askorbové a cysteinu těsně před inokulací 

tak, aby bylo dosaženo požadované koncentrace 0,1 % (w/v), resp. 1 % (w/v). 

U druhu B. subtilis a při kultivaci L. casei v mléce byly stanoveny celkové 

počty mikroorganismů (CFU.ml-1) plotnovou metodou. Při kultivaci L. casei 

v MRS/2 byla stanovena optická hustota buněk při vlnové délce 550 nm (OD550) 

proti médiu bez inokulace v mikrotitračních destičkách pomocí přístroje 

TECAN Infinite M200 PRo (Tecan, Rakousko). 

Relativní kvantifikace genové exprese 

Cílové geny (kódující aminooxidázy a „multi-copper“ oxidázy) patří mezi 

inducibilní, našim cílem tedy bylo sledování exprese těchto genů v čase a pod 

vlivem faktorů, které ovlivňují redoxní potenciál kultivačního média (přídavek 

cysteinu a kyseliny askorbové). U vybraných kmenů byly ve zvolených časech 

12, 24 a 48 h odebírány vzorky pro sledování exprese cílových genů metodou 

real-time PCR a stanovení úbytku biogenních aminů v médiu prostřednictvím 
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HPLC/UV. Po centrifugaci byla ze supernatantu provedena extrakce BA po-

mocí kyseliny chloristé a dále pak derivatizace vzorku následována analýzou 

BA na HPLC/UV. Z buněk byla izolována RNA, která byla převedena reverzní 

transkripcí do cDNA a následně byla sledována genová exprese (relativní kvan-

tifikace) pomocí qPCR (Termocykler DFX 96 Real-Time, Systém BIO RAD). 

Pro qPCR byla použita reakční směs o celkovém objemu 25 µl, která obsaho-

vala: 12,5 µl Fast Start Universal SYBR Green Master 2X (Roche, Švýcarsko); 

9,5 µl H2O; každý primer 0,3 µmol.l-1; cDNA 2,5 µl. Relativní genová exprese 

byla vypočítána dle Pfafflova modelu. Jako kontrolní vzorek byl pro stanovení 

genové exprese u B. subtilis vybrán stejný kmen jako experimentální, paralelně 

kultivovaný v totožných podmínkách i médiu, ale bez přídavku BA. U druhu 

L. casei byl jako kontrolní vzorek použit kmen CCDM 145 kultivovaný para-

lelně ve stejných podmínkách jako experimentální kmen CCDM 198 (37 °C, 

anaerobní prostředí) v MRS/2 s přídavkem 0,2 g.l-1 testovaných BA (histamin, 

tyramin, kadaverin a putrescin). 

Výskyt dimerů nebo nespecifických produktů byl kontrolován u každého 

testu pomocí křivky tání, která byla provedena v teplotním rozmezí 50 ˗ 95 °C. 

Pro další výpočty byla stanovena efektivita reakce E, ze standardní křivky zá-

vislosti prahového cyklu Ct na logaritmu koncentrace DNA.  

 

Analýza biogenních aminů pomocí HPLC/UV 

Výsledky exprese sledovaných (cílových) genů kódujících aminooxidázy 

a „multi-copper“ oxidázy byly srovnávány s výsledky získanými metodou 

HPLC/UV, pomocí které byl pozorován úbytek BA v živném médiu. Příprava 

vzorků i podmínky samotné metody probíhaly stejným způsobem jako v pří-

pravné fázi. 

3.3.1 Statistické metody 

Pro odhad závislosti prahového cyklu na koncentraci DNA regresní křivky 

(lineární metoda nejmenších čtverců) byl použit Unistat® 6.5 (software Unistat, 

London, UK). 

Pro vyhodnocení získaných dat z HPLC byl využit Kruskal-Walisův test 

ke srovnání středních hodnot více než dvou nezávislých souborů, popř. Wilco-

xonův test pro srovnání středních hodnot dvou nezávislých souborů. Data byla 

vyhodnocována pomocí softwaru Unistat® 6.5 (software Unistat, London, UK) 

na hladině významnosti 0,05. 
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4. VÝSLEDKY A DISKUSE 

Tato část disertační práce je rozdělena na přípravnou fázi a výsledky experi-

mentů s druhy B. subtilis a L. casei. Přípravná fáze experimentů byla zaměřena 

na vyhledávání kmenů se schopností degradace biogenních aminů. U vytipova-

ných bakteriálních druhů byly navrženy primery pro srovnávací i cílové geny 

a optimalizovány podmínky metod PCR. 

S vybranými sadami primerů byla následně kvantifikována relativní genová 

exprese (na úrovni syntézy mRNA) genů kódujících enzymy, jež katalyzují de-

gradaci biogenních aminů u druhů B. subtilis a L. casei. Výsledky obou experi-

mentů byly sepsány do dvou samostatných článků. 

4.1 Výsledky přípravné fáze 

Pro každý vytipovaný bakteriální druh byly navrženy tři sady primerů 

na geny kódující enzymy podílející se na degradaci BA s ohledem na doporu-

čené podmínky pro metodu RT-qPCR. Stejným způsobem bylo postupováno 

při tvorbě primerů pro srovnávací geny. Všechny sady primerů byly podrobeny 

testování metodami PCR. Pozornost byla kladena především na stanovení opti-

mální teploty nasedání primerů a vyloučení tvorby nespecifických produktů 

PCR.  

4.1.1 Prověřování degradační kapacity vybraných kmenů 

V první fázi byla testována degradační schopnost 12 kmenů ve zkumavkách: 

B. subtilis (CCM 2216, CCM 2267, CCM 4062 IB1a, IB5a), B. brevis IB22, 

B. pumilus IB13, B. spahericus IB15, E. cloacae (IB16a, IB16b, CCM 1903, 

CCM 8572). Nejvyšší souhrnný úbytek BA (histaminu, tyraminu, putrescinu 

a kadaverinu) po 48 h kultivace (60 ± 4 %) byl zaznamenán u kmenu 

CCM 2216, druhu B. subtilis, proto byl tento druh vybrán pro sledování genové 

exprese genu yobN, kódujícího aminooxidázy.  

Následně byla zaměřena pozornost na druh L. casei, jelikož v rámci bakalář-

ské práce (Beneš, 2018) se podařilo snížit koncentraci putrescinu, kadaverinu 

a histaminu o více než 50 % během 24 hodin pomocí kmenu CCDM 198. Naše 

předběžné degradační testy ve zkumavkách potvrdily tyto výsledky, kdy byl 

zaznamenán po 48 hodinách úbytek histaminu 50 ± 4 %, tyraminu 49 ± 1 %, 

kadaverinu 50 ± 1 % a putrescinu 49 ± 2 %.  

4.1.2 Testování nových sad primerů pro Bacillus subtilis  

V počáteční fázi byly testovány 3 sady nových primerů pro cílový gen yobN 

a srovnávací gen gyrB.  
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Teplota nasedání a specifita primerů ˗ Bacillus subtilis 

Na základě testů specifity pomocí PCR, analýzy křivky tání a srovnání Ct 

hodnot jednotlivých sad primerů, byly vybrány sady yobN6 (F: 5´- GCTATA 

CATGGGCCGATGAGG-3´; R:5´-CCGCAGAATACGGGTACTGG-3´; 162 bp) 

a gyrB1 (F: 5´-AGCGGAGATGACGTAAGGGA-3´; R: 5´-TCTTGCTCTTGC 

CGCCAT TA-3´; 216 bp). Tyto sady netvoří nespecifické produkty při teplotě 

nasedání primerů 60 °C. Podle záporné derivace křivky tání je teplota tání spe-

cifických PCR produktů pro cílový gen s použitím primerů yobN6: 76 °C a pro 

srovnávací gen pomocí gyrB1: 78 °C. 

Účinnost RT-qPCR se sadami primerů yobN6 a gyrB1  

Sady primerů byly vybírány i s ohledem na účinnost reakce. Sklon standardní 

křivky (závislosti Ct hodnot na vstupní DNA; v reakci použity primery yobN6) 

dosahuje hodnoty -3,2345, což odpovídá 104% efektivitě reakce. V případě tes-

tování srovnávacího genu (použity primery gyrB1) byl zjištěn sklon křivky 

- 3,313, což odpovídá 100% efektivitě reakce. U obou sad primerů se tedy efek-

tivita reakce pohybuje v optimálním rozmezí 90 ˗ 110 %. V požadovaných me-

zích (≥ 0,98) se drží i oba koeficienty determinace (Broeders et al., 2014), které 

vycházejí 0,9989, resp. 0,9998.  

4.1.3 Testování nových sad primerů pro Lactobacillus casei  

Stejně jako u druhu B. subtilis byly v počáteční fázi testovány 3 sady nových 

primerů pro cílový gen kódující multi-copper“ oxidázu (MCO) a srovnávací gen 

kódující glyceraldehyd-3-fosfát dehydrogenázu (GAPDH). Cílem bylo opět vy-

brat funkční sady primerů a stanovit optimální parametry pro RT-qPCR. 

U vybraných primerů MCO4 (F: 5´- GCGTGGTGACATCAAAATAGGG -3´; 

R: 5´- TGGGACTACCGGGCTGATTA -3´; 94 bp) a GAPD4 MCO4 (F: 5´- 

GCACAGCGTGTTTCTGTTGT -3´; R: 5´- TCGTTCCAGCCAAAGCTAGG-3´; 

137 bp) bylo ověřováno i nasedání na jiné druhy rodu Lactobacillus, přičemž 

bylo zjištěno, že primery pro srovnávací gen nasedají i na Lactobacillus rham-

nosus a detekují tedy celou skupinu Lactobacillus, která zahrnuje druhy 

L. casei, L. paracasei a L. rhamnosus. PCR produkt o správné délce se u pri-

merů pro cílový gen MCO objevil jen u jednoho kmenu L. rhamnosus, což může 

být způsobeno nepřítomností tohoto cílového genu u zbylých testovaných 

kmenů.  

 

Při optimalizaci podmínek u metody qPCR byla snížena koncentrace primerů 

na 250 nmol.l-1, aby nedocházelo k tvorbě nespecifických produktů 

u kontrolního vzorku při teplotě nasedání primerů 60 °C.  
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Účinnost RT-qPCR se sadami primerů MCO4 a GAPD4 

Sklon standardní křivky (závislosti Ct hodnot na vstupní DNA; v reakci po-

užity primery MCO4) dosahuje hodnoty -3,344, což odpovídá 99% efektivitě 

reakce. V případě testování primerů pro srovnávací gen (použity primery 

GAPD4) byl zjištěn sklon křivky -3,314, jež odpovídá 100% efektivitě reakce. 

U obou sad primerů se efektivita pohybuje v optimálním rozmezí 90 ˗ 110 %, 

reakce tedy probíhá s dostatečnou účinností. V požadovaných mezích (≥ 0,98) 

se drží i oba koeficienty determinace (0,999, resp. 1). 

4.2 Výsledky experimentu s kmenem Bacillus subtilis 

Bakteriální druh Bacillus subtilis byl mimo jiné zvolen pro výrazné degra-

dační schopnosti kmenu IB1a, který redukoval obsah histaminu o 97 % (Butor 

et al., 2017). Dále byly testovány kmeny CCM 2216 a CCM 2267. Přičemž 

kmen CCM 2216 dosáhl v přípravných degradačních testech v 5 ml ochuzeného 

masopeptonového bujónu MPB/2 s přídavkem BA (0,2 g.l-1) nejvyššího sou-

hrnného úbytku histaminu, tyraminu, putrescinu a kadaverinu po 48 h kultivace 

(60 ± 4 %). Během samotného experimentu, který byl prováděn v infuzních 

láhvích s 50 ml MM1, byly ve stanovených časech 0, 12, 24 a 48 hodin odebí-

rány vzorky pro stanovení růstových křivek, relativní kvantifikaci genové ex-

prese genu yobN a množství BA v supernatantu. Po prvních testech se ukázalo, 

že sledované kmeny B. subtilis nerostou v minerálním médiu s BA jako jediným 

zdrojem uhlíku a dusíku vůbec, nebo jen velmi omezeně. Pro povzbuzení růstu 

byla tedy u všech testů do média MM1 přidávána glukóza v množství 0,5 g.l-1. 

4.2.1 Růst buněk 

Bacillus subtilis patří mezi druhy, které při nedostatku výživových látek tvoří 

spóry, proto byla během degradačních testů sledována vedle růstových křivek 

i sporulace testovaných kmenů (Obr. 4.1). Odběr vzorků probíhal ve stejných 

časech jako pro metody RT-qPCR a HPLC/UV. Nejvyšší množství buněk bylo 

zaznamenáno u kmenu CCM 2216 v médiu MM1 po 24 hodinách kultivace 

(1,9·108 CFU.mL-1). Nejvyšší množství spór (2,97·106 CFU.ml-1) se objevilo 

po 24 hodinách kultivace u kmenu IB1a. 

Žádné rozdíly v počtech buněk nebyly pozorovány v MM1 s/bez BA, což by 

mohlo znamenat, že zvolená koncentrace BA (0,2 g.l-1) neovlivňuje růst buněk. 
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Obr. 4.1: Růst kmenů B. subtilis během degradace BA v médiu MM1 po dobu 48 h 

v porovnání s nárůstem spór během kultivace. 

4.2.2 Relativní kvantifikace genové exprese (yobN - gen kódující ami-

nooxidázu) 

Pomocí transkripční analýzy, byla kvantifikována relativní genová exprese 

cílového genu yobN dle Pfafflova modelu. Jako srovnávací byl použit gen gyrB 

a výsledné hodnoty prahového cyklu experimentálního vzorku byly porovná-

vány s kontrolními výsledky získanými souběžnou kultivací kmenů za stejných 

podmínek v totožném médiu MM1 bez přítomnosti BA.  

Pro relativní kvantifikaci genové exprese byly vybrány 3 kmeny CCM 2267, 

CCM 2216 a IB1a. Na Obr. 4.2 je patrné, že exprese cílového genu yobN pro-

bíhala pouze u kmenů CCM 2267 a CCM 2216, přičemž její nejvyšší hodnota 

byla zaznamenána u obou kmenů po 12 hodinách kultivace. Absolutně nejvyšší 

hodnota genové exprese byla zaznamenána u kmenu CCM 2267 (3,07 ± 0,13), 

u kmenu CCM 2216 dosáhla nejvyšší hodnota 2,66 ± 0,16. Relativní expresi 

genu yobN stanovovali ve svém článku také Eom, Seo a Choi, (2015), kteří do-

sáhli vyšších hodnot u testovaných kmenů (3-3,8), přestože odebírali vzorky jen 

po 24 hodinové kultivaci. 
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Obr. 4.2: Srovnání relativní kvantifikace genové exprese cílového genu yobN u testo-

vaných kmenů B. subtilis s úbytkem biogenních aminů v médiu MM1 bě-

hem 48hodinové kultivace. 

4.2.3 Detekce obsahu biogenních aminů pomocí HPLC/UV 

Z grafu (Obr. 4.2), který porovnává relativní expresi genu, kódujícího ami-

nooxidázu s úbytkem obsahu BA v průběhu 48 hodinové kultivace vyplývá,  

že kmeny CCM 2267 a CCM 2216 významně (p < 0,05) redukují BA, ale cel-

kový úbytek histaminu, tyraminu, kadaverinu a putrescinu po 48 hodinách kul-

tivace činí pouze 11,75 ± 2,55 %, resp. 13,25 ± 2,32 %.  

U kmenu IB1a i přes velmi nízkou relativní expresi (0,3) došlo po 48 hodi-

nách k úbytku 5,69 ± 2,99 %. Což je pravděpodobně způsobeno synergickým 

působením deaminačního enzymu transglutaminázy, jelikož se tento enzym na-

chází ve spórách druhu B. subtilis (Kieliszek a Misiewicz, 2014) a u dotyčného 

kmenu byla zaznamenána nejvyšší sporulace (Obr. 4.1). 

Srovnání úbytku jednotlivých BA pomocí kmenu CCM 2216 je znázorněno 

na Obr. 4.3. U kmenu CCM 2216 byl po 48 hodinové kultivaci zaznamenán 

úbytek histaminu 17,88 ± 3,20 %, kadaverinu 17,94 ± 0,50 % a putrescinu 

13,97 ± 3,77 %.  

75

80

85

90

95

100

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

0 12 24 48

O
b

sa
h

 b
io

g
en

n
íc

h
 a

m
in

ů
 [

%
]

R
el

a
ti

v
n

í 
k

v
a

n
ti

fi
k

a
ce

 g
en

o
v

é 
ex

p
re

se
 [

1
]

Čas[hodiny]

RKGE CCM 2267 RKGE CCM 2216 RKGE IB 1a

CCM 2267 CCM 2216 IB 1a

0



20 

 

 

Obr. 4.3: Úbytek histaminu, tyraminu, kadaverinu a putrescinu během 48 hodinové 

kultivace kmenů B. subtilis CCM 2216 v médiu MM1. 

 

Kmen CCM 2267 v porovnání s CCM 2216 lépe redukoval pouze obsah ty-

raminu (úbytek o 24,00 ± 3,51 % po 48 hodinách kultivace, viz Obr. 4.4).  

U ostatních sledovaných BA dosáhl horších výsledků (úbytek histaminu 

14,07 ± 3,25 %, kadaverinu 6,02 ± 1,01 % a putrescinu 2,97 ± 0,49 %).  

 

Obr. 4.4: Úbytek histaminu, tyraminu, kadaverinu a putrescinu během 48 hodinové 

kultivace kmenů B. subtilis CCM 2267 v médiu MM1. 

Jak již bylo uvedeno, degradacemi BA pomocí druhu B. subtilis se zabývali 

Eom, Seo a Choi (2015). Ve své studii dosáhli s kmenem HJ0-6 izolovaným 

z pohanky 48% redukce histaminu i vyšší hodnotu relativní genové exprese 

u tohoto kmenu (3,8) po 24 hodinách kultivace. Přestože námi použitý kmen 
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CCM 2267 je nejbližší referenční genom kmenu HJ0-6 (NCBI; National Center 

for Biotechnology Information), jsou jeho degradační schopnosti BA podstatně 

nižší. 

4.3 Výsledky experimentu s kmenem Lactobacillus casei 

Bakteriální druh L. casei byl pro experiment zvolen z důvodu výrazného de-

gradačního potenciálu u kmenu CCDM 198, který byl objeven v rámci bakalář-

ské práce (Beneš, 2018). Což bylo následně potvrzeno při předběžných testech, 

kdy se úbytek všech sledovaných BA pohyboval kolem 50 %.  

V médiu MRS/2 bylo zaznamenáno pomocí HPLC/UV malé množství hista-

minu, tyraminu, kadaverinu a putrescinu (v rozmezí 10 - 20 mg.l-1) aniž by tam 

byly dotyčné sloučeniny přidány. I toto množství stačilo kmenu CCDM 198 

k navození zvýšené transkripce cílového genu MCO, které zkreslovalo následné 

výpočty při relativní kvantifikaci genové exprese. Jelikož L. casei neroste v mé-

diu MM1, kde by byl tento problém potlačen, byl využit kmen CCDM 145 s vý-

razně slabšími degradačními schopnostmi (6 ± 0,5 %), jež sloužil jako pozitivní 

kontrola při kvantifikaci relativní genové exprese.  

Dále byly v přípravné fázi vybrány sady primerů MCO4 a GAPD4 pro další 

experimenty, tedy sledování transkripce cílového genu MCO během 48 hodi-

nové degradace BA v 50 ml ochuzeného MRS/2 média. Během kultivace byly 

v časech 12, 24 a 48 hodin odebírány vzorky pro sledování růstových křivek 

bakterií, relativní kvantifikaci genové exprese genu a monitorování úbytku BA 

v médiu. V další fázi experimentu byla snaha podpořit růst buněk i degradaci 

BA pomocí redoxních činidel; cysteinu a kyseliny askorbové. Na závěr byla 

monitorována degradace BA v reálné potravině ˗ UHT mléce. 

4.3.1 Růst buněk 

Během degradačních testů kmenů L. casei byl zaznamenáván růst buněk pro 

ověření vlivu cysteinu a askorbové kyseliny. Aby bylo možné lépe zachytit jed-

notlivé fáze růstu, byl nárůst počtu buněk v ochuzeném médiu MRS/2 sledován 

spektrofotometrickou metodou. Při kultivaci v mléku nebylo možno tuto me-

todu použít, proto byl počet kolonií zaznamenán odečtem z agarových misek 

v čase odběru vzorků pro RT-qPCR a HPLC/UV (Obr. 4.5). U kmenu CCDM 

145 byl testován růst pouze v MRS/2 s přídavkem BA, protože při těchto pod-

mínkách kultivace byly získané hodnoty Ct použity pro výpočet relativní ge-

nové exprese. 
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Růst L. casei CCDM 198 a CCDM 145 v ochuzeném médiu MRS/2 a mléce 

Na růstové křivce trvala lagová fáze v MRS/2 přibližně 2 hodiny u obou 

kmenů, po tuto dobu zůstala optická hustota OD550 prakticky nezměněna 

(Obr. 4.5). Následná exponenciální fáze probíhala mezi 4 ˗ 17 hodinou kulti-

vace, po 22 h se růstové křivky obou kmenů dostaly do stacionární fáze. Za-

tímco OD550 kmenu CCDM 198 na počátku stacionární fáze mírně klesá, OD550 

kmenu CCDM 145 pozvolna roste až do konce kultivace. 

 

Růstové křivky kmenu CCDM 198 v mléce se lehce liší (Obr. 4.5). Oproti 

kultivaci v MRS/2 je patrné prodloužení lagové fáze přibližně o 2 hodiny. To 

může být způsobeno přípravou inokula v MRS/2, která si vyžádala delší adap-

taci buněk na nové prostředí. Přestože optimální teplota kultivace pro kmen 

CCDM 198 je 37 °C, nejvyšší počet buněk byl dosažen při 30 °C 

(2,6·109 CFU.ml-1).  

 

Vliv cysteinu a kyseliny askorbové na růst L. casei CCDM 198  

Jednou z možností zvýšení degradace BA je podpora růstu buněk exprimují-

cích geny, které kódují „multi-copper“ oxidázové enzymy. U fakultativně anae-

robního druhu L. casei mohou k tomuto účelu sloužit redukující činidla. U lak-

tobacilů se v potravinářství používá cystein a kyselina askorbová, přičemž je-

jich vliv při různých koncentracích je popsán v několika studiích (Demain et al., 

1961; Rickes, Koch a Wood, 1949; Guowei et al., 2013). Dodavatel Laktoflora 

doporučuje pro podporu růstu u kmenu CCDM 198 přídavek 1% (w/v) cysteinu. 

V případě kyseliny askorbové, byla 0,1% (w/v) koncentrace zvolena dle studie 

(Demain et al., 1961). Vliv 1% (w/v) cysteinu se projevil mírný nárůstem OD550 

po celou dobu kultivace ve srovnání s růstem v samotném MRS/2, zatímco pří-

davek 0,1% (w/v) kyseliny askorbové výrazně snížil OD550 v průběhu celé růs-

tové křivky.  
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Obr. 4.5: Růst kmenů L. casei během degradace BA v MRS/2 při 37 °C po dobu 72 h (spektrofotometrické měření) v porovnání s růstem 

kmenu CCDM 198 během degradace BA v mléce při 30 °C a 37 °C.
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4.3.2 Relativní kvantifikace genové exprese (MCO – gen kódující en-

zym „multi-copper“ oxidázu) 

Nejvyšší hodnota relativní genové exprese, cílového genu MCO u kmenu 

CCDM 198, byla u všech vzorků naměřená po 12 hodinách kultivace, přičemž 

ve všech odběrových časech byla exprese vyšší v ochuzeném MRS/2 médiu než 

v mléce (Obr. 4.6). Absolutně nejvyšší hodnoty byly pozorovány v MRS/2 

s/bez cysteinu (5,21 ± 0,14), resp. (5,04 ± 0,45), zatímco v mléce byla relativní 

genová exprese ve stejném čase 3,58 ± 0,52 při 37 °C a 2,53 ± 0,35 při 30 °C. 

Což znamená, že nejvyšší exprese cílového genu probíhala v exponenciální fázi 

růstové křivky buněk.  

Po 24 hodinách kultivace, relativní genová exprese výrazně poklesla u všech 

testovaných vzorků, přičemž nevyšší hodnota byla zaznamenána v MRS/2 

(2,21 ± 0,38). I přes delší lagovou fázi byl pokles exprese genu po 24 hodinách 

kultivace pozorován i u vzorků s mlékem. Další pokles následoval při měření 

po 48 hodinách kultivace, kdy s výjimkou vzorku v MRS/2 s cysteinem 

(1,14 ± 0,12) jsou hodnoty relativní genové exprese nižší než 1, tudíž tran-

skripce cílového genu MCO u testovaného kmenu CCDM 198 byla na konci 

experimentu nižší než u kontrolního kmenu CCDM 145.  

Bylo publikováno jen málo studií popisující primery, pomocí kterých lze sle-

dovat transkripci genů kódujících deaminační enzymy (Eom et al., 2015; Her-

rero-Fresno et al., 2012). Přičemž jen studie Herrero-Fresno et al. (2012) se za-

bývá degradací BA pomocí L. casei. Autoři však využili metodu qPCR pouze 

pro monitorování růstu buněk s degradačními schopnostmi. Tudíž jediný nám 

známý článek s publikovanými výsledky relativní kvantifikace genové exprese 

genů kódujících deaminační enzymy je od Eom et al., (2015), který byl již zmí-

něn v diskusi vztahující se k experimentu s B. subtilis. Za zmínku stojí, že tito 

autoři při stanovení relativní genové exprese také využili jako kontrolu kmen se 

slabšími degradačními vlastnostmi. A i v porovnání s našim druhým experi-

mentem, zaznamenali vyšší relativní expresi (3,8) po 24 hodinách kultivace 

oproti CCDM 198 (2,21), což je v souladu i s degradačními schopnostmi obou 

kmenů.  

Hodnoty získané při relativní kvantifikaci genové exprese byly srovnány 

s výsledky experimentů sledujících úbytek BA (tedy degradační schopnost bak-

terií) pomocí HPLC/UV, viz následující kapitola. 
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Obr. 4.6: Srovnání relativní kvantifikace genové exprese cílového genu MCO u kmenu L. casei CCDM 198 s úbytkem biogenních aminů 

v různých kultivačních médiích obohacených o BA během 48hodinové kultivace.
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4.3.3 Detekce obsahu biogenních aminů pomocí HPLC/UV 

Výsledky souhrnného úbytku biogenních aminů (histaminu, tyraminu, ka-

daverinu a putrescinu) pomocí HPLC/UV ve srovnání s relativní expresí cílo-

vého genu jsou zaznamenány na Obr. 4.6. Z tohoto grafu vyplývá, že pokles 

obsahu BA koresponduje s hodnotami relativní genové exprese. Ve vzorcích 

kultivovaných v ochuzeném médiu MRS/2 byl nejvyšší pokles zaznamenán 

v čase odběru 12 h u vzorků s/bez cysteinu, kde byla také naměřena nejvyšší 

hladina relativní genové exprese cílového genu. Přestože nejvyšší hodnota rela-

tivní genové exprese byla zaznamenána po 12 hodinách kultivace i v mléce, 

pokles množství BA je nepatrný, což může být způsobeno nízkým počtem bu-

něk, jelikož v čase odběru je růstová křivka bakterií teprve na počátku exponen-

ciální fáze. Nejvyšší úbytek BA po 48 hodinách byl zaznamenán v MRS/2 s 1 % 

cysteinem (23,64 ± 3,13 %), přičemž nepatrně nižší hodnoty byly naměřeny 

v samotném MRS/2 (21,22 ± 4,17 %). Přestože významně vyšší počet buněk 

byl zaznamenán v mléce při teplotě 30 °C, relativní genová exprese cílového 

genu MCO byla při těchto podmínkách nízká, což se projevilo nejnižším úbyt-

kem BA na konci kultivace (14,98 ± 1,83 %). 

Vliv cysteinu a askorbové kyseliny na úbytek histaminu tyraminu, kadaverinu 

a putrescinu 

Na Obr. 4.7 je zachyceno množství histaminu, tyraminu, kadaverinu a pu-

trescinu během 48 hodinové kultivace v různých médiích. Z grafů je patrné, 

že L. casei CCDM 198 nejlépe degraduje putrescin v MRS/2, kde byl dosažen 

nejvyšší úbytek tohoto biogenního aminu po 48 hodinách kultivace 

(24,81 ± 2,63 %). Na druhou stranu, nejnižší degradace v MRS/2 byla zazna-

menána u tyraminu, kde výsledné redukce tohoto aminu nepřesáhla 20 %. 

Kmen CCDM 198 také výrazně redukuje nejnebezpečnější biogenní amin ˗ his-

tamin v MRS/2 (23,14 ± 2,81 %) a v MRS/2 s cysteinem (23,65 ± 1,91 %).  

Z výsledků je patrné, že přítomnost 0,1% kyseliny askorbové nepodporuje 

degradaci BA, protože obsah všech sledovaných BA byl na konci kultivace 

vyšší než v samotném MRS/2, což odpovídá jak nižší hodnotě relativní genové 

exprese, tak OD550 u růstové křivky. 

Vliv mléka na úbytek histaminu tyraminu, kadaverinu a putrescinu 

Po 48 hodinách kultivace byl obsah histaminu, kadaverinu a putrescinu nižší 

v MRS/2 než v mléce u obou teplot. Nejvyšší degradace v mléce byla naměřena 

u putrescinu a dosáhla hodnot 18 %. Vyšší úbytek BA v mléce při 30 °C než 

v MRS/2 byl zaznamenán pouze u tyraminu, avšak pokles činil jen 17 ± 4,21 

%. Z grafů na Obr. 4.7 vyplývá, že teplota kultivace 37 °C je výhodnější pro 

degradaci histaminu a kadaverinu v mléce, kde rozdíl činil 5 %, resp. 4 %. Pro 

degradaci tyraminu je výhodnější 30 °C s rozdílem 6 %. U putrescinu byl finální 

obsah shodný. 
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Ačkoliv kmen CCDM 198 byl izolován ze sýru, tudíž je velmi dobře přizpů-

soben na toto prostředí a schopen v mléce rychlého růstu ve vysokém počtu 

buněk, byla v mléce pozorována nižší transkripce MCO genu, ve srovnání s kul-

tivací v MRS/2 médiu. Přesto bylo prokázáno, že tento kmen významně 

(p < 0,05) redukuje histamin, tyramin, kadaverin a putrescin i v této matrici po 

48 hodinové kultivaci. 

Na závěr tohoto experimentu byly primery testovány i na bakteriální RNA 

(následně přepsané do cDNA) izolované z modelového sýru s nízkodohřívanou 

sýřeninou. Vzhledem k tomu, že je sýr poměrně složitou matricí a diverzita mi-

kroorganismů je v sýrech velká (Coeuret et al., 2003), nepodařilo se pomocí 

testovaných sad námi navržených primerů zachytit kmen CCDM198, přestože 

byl sýr tímto kmenem zaočkován. Z časových důvodů nebylo možné již tento 

experiment zopakovat, případně pozměnit, či optimalizovat testovací podmínky 

pro tuto potravinovou matrici. 

Shrnutí experimentu s druhem L. casei 

Dosažené výsledky experimentu s kmenem CCDM 198, během kterých došlo 

ke snížení celkového obsahu BA pouze o 21,32 ± 4,17 % v MRS/2, zůstaly za 

očekáváním i ve srovnání s jinými studiemi. Autorům (García-Ruiz et al., 2011) 

se podařilo v MRS/2 s kmenem L. casei IFI-CA 52 dosáhnout degradace 54 % 

u histaminu, 55 % u tyraminu a 65 % u putrescinu. V další studii autorů 

(Herrero-Fresno et al., 2012) došlo ke snížení histaminu a/nebo tyraminu až 

o 40 % v modelovém vzorku sýru. Schopnost významné degradace tyraminu 

(93 ˗ 98 %) u dvou kmenů L. casei izolovaných z masných výrobků popsali 

i autoři (Fadda, Vignolo a Oliver, 2001). 
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Obr. 4.7: Úbytek histaminu, tyraminu, kadaverinu a putrescinu během 48 hodinové kultivace s L.casei CCDM 198 v různých médiích. 
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ZÁVĚR 

Disertační práce byla zaměřena na hledání metody pro rychlou detekci 

kmenů schopných vysoké exprese genů kódujících enzymy degradující BA, sle-

dování přítomnosti cílových genů a jejich transkripci během degradace těchto 

metabolitů pomocí molekulárně biologických metod. Průběh degradace BA byl 

současně monitorován pomocí HPLC/UV. 

Mezi první skupinu vybraných bakteriálních druhů patřily kmeny bakteriál-

ního druhu B. subtilis. Na cílový gen kódující aminooxidázu ˗ yobN a srovná-

vací gen gyrB byly navrženy nové sady primerů, jejichž specifita byla testována 

nejprve pomocí „klasické“ PCR a následně i RT-qPCR. Celý experiment byl 

však nepříznivě ovlivněn horšími degradačními schopnostmi testovaných 

kmenů, kdy nejvyšší monitorovaný úbytek BA nedosáhl ani 15 %. Průběh de-

gradace pravděpodobně výrazně ovlivnila sporulace všech testovaných kmenů, 

kdy významný nárůst spór byl pozorován již po 12 hodinách kultivace. I přes 

nízké hodnoty úbytku BA u testovaných kmenů, lze konstatovat, že byly nale-

zeny sady primerů pro rychlou detekci a kvantifikaci genu yobN kódujícího 

aminooxidázu u druhu B. subtilis. 

Vzhledem k nízkým hodnotám degradace BA u sledovaných kmenů B. sub-

tilis byla pozornost přesměrována na druh L. casei, poněvadž při předchozím 

testování kmenu CCDM 198 byl zaznamenán výrazný úbytek BA. V průběhu 

přípravných testů nových sad primerů vyplynulo, že detekují cílový gen MCO 

(kódující „multi-copper“ oxidázu) a srovnávací gen GAPDH u celé skupiny 

L. casei, jež zahrnuje druhy L. casei, L. paracasei a L. rhamnosus.  

V průběhu hlavní fáze experimentu byla sledována transkripce cílového genu 

MCO metodou RT-qPCR u kmenu L. casei CCDM 198, který během našich 

testů prokázal schopnost snížení histaminu, tyraminu, kadaverinu a putrescinu 

o více než 20 %, přičemž naměřené hodnoty relativní genové exprese cílového 

genu MCO v čase korelují s úbytkem BA zaznamenaným pomocí HPLC/UV. 

V pozdějších fázích experimentu byla snaha podpořit růst buněk pomocí redox-

ních činidel ˗ cysteinu a kyseliny askorbové. Což se podařilo při kultivaci s pří-

davkem cysteinu, kdy mírně vzrostl počet buněk v celé fázi růstu a byla zde 

získána nejvyšší hodnota relativní genové exprese i nejvyšší úbytek sledova-

ných BA ze všech testů. 

Na závěr experimentu byla ověřována degradace histaminu, tyraminu, ka-

daverinu a putrescinu v mléce pomocí kmenu CCDM 198. I v této potravinové 

matrici došlo k významné degradaci (p < 0,05) testovaných BA, i když byl úby-

tek nižší než v MRS/2, čemuž také odpovídaly nižší hodnoty relativní genové 

exprese. Vzhledem k tomu, že se tento kmen využívá v potravinářství, může 

významně přispět k degradaci biogenních aminů u mléčných výrobků. 
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PŘÍNOS PRO VĚDU A PRAXI 

 

Disertační práce byla věnována hledání primerů pro detekci a kvantifikaci 

genů kódujících enzymy, které degradují biogenní aminy. Pozornost byla věno-

vána i optimalizaci metody RT-qPCR, jež se v potravinářství stále více uplat-

ňuje pro sledování producentů/degradérů toxických metabolitů (např. biogen-

ních aminů) a lze ji využít i pro rychlou detekci vhodných kmenů s degradač-

ními schopnostmi. Ve spojení s reverzní transkripcí lze i odhadnout množství 

transkribovaného genu a jednodušeji vytipovat vhodné degradéry. V neposlední 

řadě byly během experimentů prověřovány kmeny s cílem sledovat relativní ex-

presi cílových genů u bakteriálních kmenů s vysokou degradační schopností. 

 

Přínos pro vědu a praxi je shrnut v následujících bodech: 

1. Byly představeny nově navržené sady primerů pro RT-qPCR, pro detekci 

a kvantifikaci:                                 x                    x 

- genu yobN (kóduje aminooxidázu) u B. subtilis;                         x  

- genu MCO (kóduje „multi-copper“ oxidázu) u skupiny L. casei. 

2. Byl modifikován postup pro izolaci bakteriální RNA, v dostatečné čistotě 

a množství, z reálných vzorků potravin (sýru a UHT mléka). 

3. Byly optimalizovány metodiky RT-qPCR, které je možno využít k rychlé 

detekci a relativní kvantifikaci genů kódujících enzymy, jež se podílejí 

na degradaci biogenních aminů u B. subtilis a skupiny L. casei. 

4. Výsledky práce ukázaly, že L. casei CCDM 198 je významným degradé-

rem BA ˗ histaminu, tyraminu, kadaverinu a putrescinu a je možné tento 

kmen, pro tyto účely, využívat v potravinářství. 
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

 

AO  Aminooxidázy 

BA  Biogenní aminy 

EC  Evropská komise 

GRAS  Generally recognized as safe 

HO  Histaminoxidáza 

HPLC/UV  Vysokoúčinná kapalinová chromatografie s UV detekcí 

LAB  Bakterie mléčného kvašení 

MCO  „Multi-copper“ oxidázy 

MRS  De Man, Rogosa a Sharpe agar/médium 

MRS/2  Modifikované De Man, Rogosa a Sharpe agar/médium  

PCR  Polymerázová řetězová reakce 

qPCR  Real-time PCR 

RKGE  Relativní kvantifikace genové exprese 

RT-qPCR  Kvantitativní real-time PCR s reverzní transkripcí 

S  Substrát 
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