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ABSTRAKT

Tato disertacni prace je zamétena na detekci a kvantifikaci bakterialnich genti
kddujicich enzymy, jez se podili na degradaci biogennich amini (BA). Teore-
ticka ¢ast predkladané prace pojednava o toxicit¢ BA, jejich vyskytu v potravi-
nach, faktorech, které se podili na jejich vzniku i moznostech degradace téchto
bakterialnich metabolit. Zvlasté se pak zabyva molekularné biologickymi me-
todami aplikovanymi V potravinaistvi, které jsou efektivné vyuzivany pro kon-
trolu producentd ¢i degradért téchto vyznamnych nizkomolekularnich dusika-
tych latek.

V experimentalni Casti prace byla ovéfovana schopnost vybranych kment
degradovat BA a na zaklad¢é ziskanych poznatkti byly navrzeny primery (pro
cilové i ,,housekeepingové™ geny) pro dva bakterialni druhy: Bacillus subtilis
a Lactobacillus casei. V ramci testd byly vybrany vhodné sady primert (u Kte-
rych reakce bézely témét se 100% efektivitou, netvotily se zadné dimery nebo
nespecifické produkty) pro sledovani genové exprese cilovych gent (yobN ko-
dujici aminooxidazu u druhd B. subtilis; a MCO kodujici ,,multi-copper* oxi-
dazu u druhu L. casei), jez koduji enzymy podilejici se praveé na degradaci BA.
K relativni kvantifikaci obou cilovych geni (yobN, MCO) byly vyuzivany op-
timalizované metodiky kvantitativni real-time PCR s reverzni transkripci (RT-
gPCR).

U kmeni B. subtilis byla zaznamenana nejvyssi genova exprese, cilového
genu kodujiciho aminooxidazu (yobN), v exponencialni fazi rustu (3,03 = 0,13).
Tento vysledek byl podpofen sledovanim ubytku (degradaci) BA v Zivném mé-
diu MM1, pomoci metody HPLC/UV, kdy bylo zaznamenano snizeni histaminu
0 17 % a kadaverinu 0 18 % u kmenu CCM 2216 béhem 48 hodin. Dale byla
prokazana 18% degradace tyraminu u kmenu CCM 2267 béhem 48 hodin
v tomtéz médiu. Vysledky dale naznacily, Zze degradace BA pomoci druhu
B. subtilis mize byt ovlivnéna tvorbou spor.

| u kmenu L. casei CCDM 198 byla sledovana genova exprese (relativni
kvantifikace) cilového genu MCO v ¢ase. Nejvyssi hodnota 5,04 + 0,45 byla
rovnéZ zaznamenana v exponencialni fazi rlstu, pficemz Ubytek sledovanych
BA ¢inil 21,22 + 4,17 %. Pozdé&ji byl testovan i vliv redoxnich ¢inidel 1%
cysteinu (w/v) a 0,1% kyseliny askorbové (w/v) na expresi genu kodujiciho
,multi-copper oxidazu, tedy enzymu podilejiciho se na degradaci BA. Z vy-
sledkl vyplyva, ze 1% cystein (w/v) pozitivné ovlivnil rist bakterii, v disledku
¢ehoz mirné vzrostla degradace BA (22,64 + 3,13 %). Zatimco po piidavku
0,1% kyseliny askorbové (w/v) nasledoval pokles mnoZstvi bakterii, exprese
cilového genu 1 niz8i degradace BA ve vSech sledovanych Casech. V zavéru ex-
perimentu bylo ovéfeno, ze kmen CCDM 198 degraduje sledované BA i v re-
alné potraviné — 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 guantitative PCR (RT-
gPCR) 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.SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

1.1 Biogenni aminy v potravinach

Biogenni aminy (BA) vznikaji pfevazné dekarboxylaci aminokyselin s kli¢o-
vou ucasti enzymul zvanych dekarboxylazy. Tyto enzymy jsou roz§ifené v Zi-
vociSich, rostlinach 1 mikroorganismech, kde vykazuji zvySenou aktivitu
zejména u bakterii (Santos, 1996).

Vyssi obsah BA se vyskytuje v Siroké skale potravin a napoja, kterd zahrnuje
rybi, masné a mlé¢né vyrobky, vino, pivo, zeleninu, ovoce a kakao (Santos,
1996). Pricemz toxické davky amind je velmi tézké stanovit, nebot’ celkové
mnozstvi zkonzumovanych BA vétSinou pochazi z nékolika druhi potravin
a potencialni toxicky ucinek je dan souctem amini z riznych zdroji, synergie
mezi nimi a dalSimi individualnimi faktory, jako je detoxika¢ni schopnost je-
dince, alergie, ¢i ptijem 1ékt s inhibitory aminooxidaz (Ruiz-Capillas a Herrero,
2019).

1.2 Degradace BA v potravinach

JelikoZ je velmi obtiZzné odstranit jiz vzniklé aminy z potravin, protoZe odo-
lavaji vysokym teplotam, a dokonce 1 autoklavu, jsou hledany nové pftistupy,
které¢ umoznuji redukci obsahu BA v potravinovych matricich tam, kde je ob-
tizné se vyhnout jejich produkei pii technologickém postupu dané vyroby
(Alvarez a Moreno-Arribas, 2014; Zaman et al., 2010).

V posledni dob¢ se objevily studie popisujici degradaci histaminu pomoci
Maillardovy reakce, coz je komplex chemickych reakci mezi karbonylovymi
skupinami redukujicich sacharidi (nebo produkty jejich degradace) a volnymi
aminoskupinami aminokyselin, peptidii, bilkovin nebo né&kterych jinych dusi-
katych slouc¢enin. V potravinafstvi se tato reakce vyskytuje béhem tepelného
procesu a ma za nasledek vznik vyznamnych senzoricky aktivnich sloucenin,
jez dodavaji hotovym vyrobktim specifickou barvu, viini a chut’ (Jiang et al.,
2017; Nursten, 2005).

1.2.1 Mikrobialni degradace BA

Mikrobialni degradace biogennich amint je principialné zaloZena na schop-
nosti nékterych bakterii produkovat deamina¢ni enzymy (aminooxiddzy nebo
,multi-copper* oxidazy), které katalyzuji rozklad téchto sloucenin, jeZ jsou na-
sledn¢ vyuzity jako zdroj uhliku a/nebo dusiku (Callejon et al., 2015).



Mikroorganismy schopné degradace BA v potravindch

Vyznamné misto zaujimaji pfedevsim LAB (bakterie mlééného kvaseni) izo-
lované z potravin, u kterych byla prokazana schopnost degradovat histamin
a/nebo tyramin nejen v pufrovacim systému, ale i v syru, rybich fermentova-
nych produktech a vinu (Callejon et al., 2014; Dapkevicius et al., 2000; Garcia-
Ruiz et al., 2011). Kmeny s degrada¢nimi schopnostmi patii k rodtim Brevibac-
terium, Lactobacillus, Pediococcus a Micrococcus (Herrero-Fresno et al.,
2012). Nadto LAB produkuji béhem fermentacniho procesu sekundarni meta-
bolity (napt. organické kyseliny, diacetyl, ethanol, peroxid vodiku, reuterin,
acetaldehyd, acetoin, oxid uhli¢ity a bakteriociny), které jim pomahaji v konku-
ren¢nim boji s jinymi mikroby (Ozogul a Hamed, 2017). Vyznamné misto mezi
témito metabolity zaujimaji antimikrobialni peptidy — bakteriociny, jenz pfita-
huji jiz fadu desetileti velkou pozornost jako ptirodni konzervanty potravin.
Maji status GRAS (generally recognized as safe) a pouzivaji se k omezeni riistu
patogent, napf. Listeria monocytogenes a Staphylococcus aureus misto chemic-
kych ptipravki. Vedle toho LAB prokazuji antimikrobni Gi€inek proti bakteriim,
jez jsou malo odolné vii¢i nizkému pH (napt. Escherichia coli) a také ptispivaji
k rozvoji typickych organoleptickych vlastnosti fermentovanych omacek
(Castellano et al., 2012).

Mezi dalsi vyznamné druhy, jejichz kmeny dokazi snizovat obsah BA v po-
travinach, patii Kocuria varians, Bacillus polymyxa, Bacillus subtilis, Staphy-
lococcus carnosus. Soucasné je potieba zdiraznit, Ze se vyrazné 1isi deaminacni
schopnost kment jednotlivych bakterialnich druhti (Latorre-Moratalla et al.,
2010).

Schopnost snizovani obsahu histaminu, tyraminu a putrescinu v komercnich
vinech byla prokéazana i u enzymového extraktu z vlaknitych plisni Penicillium
citrinum (Alvarez a Moreno-Arribas, 2014).

Enzymy katalyzujici degradaci BA

U mikroorganismil schopnych redukce BA se objevuji pfedev§im aminooxi-
dazy nebo ,,multi-copper oxidazy. Dalsim enzymem, u néjz byla objevena de-
aminacni aktivita je transglutaminaza.

a) Aminooxidazy

Mezi aminooxidazy (AO) patii rozsahla skupina enzyma, které katalyzuji
oxidaci biogennich aminii na odpovidajici aldehydy. Tato reakce vyzaduje
molekularni kyslik a produktem je vedle ptisluSného aldehydu, také
odpovidajici stechiometrické mnozstvi peroxidu vodiku a amoniaku:
R-CH,-NH, + O, + H O — R-CHO + NH;3; + H»0, (Leuschner, Heidel
a Hammes, 1998; Wang et al., 2013; Yagodina et al., 2002).



b) ,,Multi-copper* oxidazy (lakazy)

V posledni dobé byly izolovany z bakterialnich druhd Lactobacillus planta-
rum a Pediococcus acidilactici deaminacni enzymy, které se nazyvaji lakazy
(benzendiol: kyslik-oxidoreduktazy), (Alvarez a Moreno-Arribas, 2014). Ty
byly zatazeny mezi ,,multi-copper* oxidazy, jez vyuzivaji jako kofaktor méd’
(resp. Cu?*) a vyskytuji se v Siroké Skale organismil véetné bakterii, hub, rostlin,
hmyzu a obratlovct (Alvarez a Moreno-Arribas, 2014; Su et al., 2013).

c) Transglutaminaza

V poslednich letech pfitahuje pozornost i mikrobialni transglutaminaza,
kterou produkuji n¢které bakterie béhem fermentace. Tento enzym modifikuje
proteinové molekuly zesitovanim, vazbou nizkomolekularnich sloucenin
a deamina¢nimi reakcemi. Tim miize potla¢ovat dekarboxylaci volnych amino-
kyselin a nasledné i tvorbu BA. Vyskytuje se u sporulujicich bakterii (napi. Ba-
cillus subtilis); (Kieliszek a Misiewicz, 2014; Yerlikaya et al., 2015).

1.3 Molekularni metody

Jejich hlavni ptinos spociva v tom, ze biogenni aminy jsou produkovany, ale
i degradovany mikroorganismy vybavenymi piislusSnymi enzymy — dekarboxy-
lazami (produkce BA) a aminooxidazami ¢i lakazami (degradace BA), a je tedy
mozné detekovat pitimo geny kodujici tyto klicoveé enzymy, ¢imz lze zabranit
akumulaci BA v potravinach jesté pted jejich vnikem (Marcobal, de las Rivas a
Mufioz, 2006; Landete et al., 2011).

1.3.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Klasickd PCR metoda umoZznuje rychlé pomnozeni vybrané sekvence DNA,
ktera je ohrani¢ena primery. Samotnou syntézu nového fetézce provadi ter-
mostabilni polymeraza. Pti reakci se cyklicky opakuji teploty, pfi kterych do-
chazi k denaturaci, naseddni primera a syntéze nového tetézce, takze dochazi
k exponencialnimu narastu cilovych fragmentd DNA (Mullis et al., 1986).

1.3.2 Real-time PCR (gPCR)

Princip qPCR spociva v posloupnosti amplifikacnich cykli stejné jako u kla-
sické PCR, avSak soucasti termocykléru je fluorescencni detektor, ktery zazna-
mendva amplifikované produkty v kazdém cyklu (Martinez et al., 2011;
Postollec et al., 2011).

gPCR se v potravinaistvi vyuziva ke studii gend kodujicich toxiny, k detekci
geneticky modifikovanych organismi, nezadoucich ptimési (napt. geny obilo-

vin u bezlepkovych potravin) a nepatogennich hnilobnych mikroorganizmi
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(Gachon, Mingam a Charrier, 2004; Martinez et al., 2011). V kombinaci s re-
verzni transkripci (RT) 1ze odhadnout 1 transkripni mnoZstvi, tudiz poskytnout
data o mikrobialni aktivité (Postollec et al., 2011).

Pro vizualizaci nukleovych kyselin se pouZzivaji fluorescenéni latky, které
se vazou na DNA bud’ (a) nespecificky — umoziuji vizualizaci celé¢ dvousrou-
bovice DNA vytvotené reakci, anebo (b) specificky — rozlisuji amplifikace ci-
lovych sekvenci od primert, dimert a nespecifickych amplifikaci (Martinez et
al., 2011).

Vysledkem qPCR je amplifikacni kiivka, kde je narast fluorescence vynesen
proti ¢islu cyklu (Postollec et al., 2011). Prubéh gPCR na amplifikacni kiivce
mize byt rozdé€len do ¢tyt fazi (linearni klidova faze, exponencialni faze, loga-
ritmicka faze a faze platd). Cyklus, ve kterém dojde k dosazeni desetinasobku
standardni odchylky vychozi hodnoty (baseline), se oznacuje jako prahovy cyk-
lus ,treshold cycle* (Ct). Tato hodnota je pfimo umérnéa vychozimu poctu kopii
puvodniho templdtu a pouziva se k vypoctu experimentalnich vysledki
(Martinez et al., 2011; Wong a Medrano, 2005).

Analyza kifivky tani

Kftivka tani se tvofi na konci testu postupnym zvySovanim teploty od 50 °C
do 90 °C, behem které¢ho se zaznamenava fluorescence. Pomoci zaporné deri-
vace kiivky tani dostaneme piky s charakteristickou teplotou pro dany PCR pro-
dukt. Nespecifické produkty a dimery se zpravidla odliSuji nizsi teplotou tani
(Aryaetal., 2014).

Efektivita reakce

Pro vypocet efektivity je nejprve nezbytné zhotovit standardni kiivku zavis-
losti prahového cyklu Ct na logaritmu koncentrace DNA. Pomoci hodnoty
sklonu kiivky je pak vypocitana efektivita (E) samotné amplifika¢ni reakce
(Wong a Medrano, 2005). Sklon standardni kiivky by se mél pohybovat v roz-
mezi od -3,58 do -3,10, coz odpovida efektivité amplifikace 90 - 110 %. Koefi-
cient determinace (r?) linearni regrese by mél nabyvat hodnot > 0,98 (Broeders
etal., 2014).

Kvantifikacni metody

Vétsina mikrobiologickych aplikaci vyzaduje piesnou kvantifikaci. Abso-
lutni kvantifikace je zaloZena na srovnani hodnot prahového cyklu Ct se stan-
dardni kiivkou, amplifikovanou pfi zndmém mnoZstvi cilového genu. Tato me-
toda vyzaduje podobnou amplifikacni efektivitu pro vSechny vzorky a stan-
dardy. To znamena peclivy vybér standardu templatu (Postollec et al., 2011).



Relativni kvantifikace se pouZziva k odhadu zmén v expresi genti a je zalo-
Zena na pouziti externiho standardu nebo kontrolniho vzorku. Ve studiich ge-
nové exprese je relativni kvantifikace casto uvadéna jako pomér irovné norma-
lizované exprese experimentalniho vzorku ke kontrolnimu vzorku (Postollec et
al., 2011). Pro vypocet lze pouzit Pfaffliv model, ktery kombinuje kvantifikaci
a normalizaci genu v jednom vypoctu. Tato metoda zahrnuje stanoveni ampli-
fikacéni efektivity cilovych a srovnavacich gent pro korekei rozdilii mezi obéma
testy a vyuziva se v pripad¢, kdy tyto geny nejsou amplifikovany se stejnou
efektivitou (Wong a Medrano, 2005). Vypocet genové exprese Se pak provadi
podle nasledujiciho matematického vztahu:

(Ecilového genu)ACtCilovéhO genu(kontrola—vzorek)

ACtgrovnavaciho genu(kontrola—vzorek) (Pfafﬂ’ 2001)

(Esrovnavaciho genu)

Zasady pro navrh primerit u metody gPCR

Spravné navrzené primery jsou zasadni pro uréeni specifity, citlivosti a ro-
bustnosti PCR (Bustin a Huggett, 2017). Nejvyssi pozornost je kladena na op-
timalizaci teploty ve druhé fazi cyklu, pii které naseda nejvyssi mnozstvi pri-
merd na templat. Optimalni teplota nasedani primerti se sice odviji od teploty
tani primert, kterou Ize vypocitat, ale musi byt ovéfena experimentalné (Bustin
a Huggett, 2017). Dalsim dilezitym parametrem je délka PCR produktu. Délka
amplikoni byva u qPCR nejcastéji v rozmezi 70 - 250 bp, u delSich DNA frag-
mentl obvykle byva vyssi prahovy cyklus (Debode et al., 2017).

Praktické vyuZiti technik PCR p¥i kontrole producentii/degradéri BA

Pro detekci gentli kodujicich dekarboxylazové enzymy byla navrZena a testo-
vana tada primerd pro detekci histidindekarboxylazy, tyrozindekarboxylazy
I ornitindekarboxylazy (Landete et al., 2007).

Déle byly vyvinuty rizné metodiky PCR pro detekci LAB produkujicich BA
v mlécnych vyrobcich a qPCR pro detekci a kvantifikaci histamin-produkuji-
cich, tyramin-produkujicich a putrescin-produkujicich bakterii. Tyto metody
byly tspésné aplikovany v riznych fazich vyroby syru, véetné testi hotovych
vyrobku (Alvarez a Moreno-Arribas, 2014; O’Sullivan et al., 2015).

Jina situace panuje u bakterii schopnych degradace BA, kde se touto proble-
matikou zabyva jen malo odbornych ¢lanki, a jest¢ méné popisuje primery
vhodné i pro gPCR. Jeden z mala publikovali autofi Eom, Seo a Choi (2015),
kde navrhli primery vhodné i pro qPCR na gen kodujici aminooxidazu yobN
druhu Bacillus subtilis. V dalsi studii zvefejnili Callejon et al. (2014) primery
pro lakazovy gen sufl druhu Lactobacillus plantarum. V posledni dobé byly
popsany i primery pro gen kodujici ,,multi-copper oxidazu druhu Lactobacillus
paracasei, které vSak nejsou uréeny pro qPCR (Guarcello et al., 2016).
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2. CILE DISERTACNI PRACE

Cilem ptedkladané disertacni prace bylo sledovani genti, kodujicich enzymy,
které se podili na degradaci biogennich amint u bakterii s potencidlni schop-
nosti degradovat tyto bakterialni metabolity.

Konkrétni cile:

vybér vhodnych kment se schopnostmi degradovat biogenni aminy;
typizace bakterii pomoci molekularné biologickych metod;

vybér vhodnych ,,housekeepingovych gent;

navrh vhodnych sad primerti pro cilové a srovnavaci geny,

optimalizace izolace bakterialni DNA 1 RNA ze vzorki;

optimalizace metody RT-gPCR (kvantitativni real-time PCR s reverzni
transkripci) pro sledovani exprese genll kodujicich enzymy katalyzujici
degradaci BA;

o sledovani exprese vybranych gendl na trovni syntézy mRNA V prubéhu
degradace BA a Vv zavislosti na vybranych faktorech (slozeni kultiva¢niho
média, vlivu ¢inidel ovlivitujicich redox-potencial kultivaéniho média).

O O O O O O

3.  ZVOLENE METODY ZPRACOVANI

3.1 Mikroorganismy a kultivaéni podminky

Pro hlavni degradac¢ni experimenty byly pouzity kmeny druhu Bacillus sub-
tilis (CCM 2267, CCM 2213, 1B 1a), jez byly kultivovany pti 30 °C v Zivném
médiu MM1 a masopeptonovém bujonu MPB. Dale kmeny druhu Lactobacillus
casei (CCDM 198 a CCDM 145), které byly kultivovany v anaerobnim pro-
stiedi, pii 37 °C v MRS a MRS s polovi¢ni navazkou (MRS/2).

3.2 Metodika pripravné faze

3.2.1 Degradacni test vytipovanych bakterialnich kmeni

V prvni fazi byly vhodné kmeny podrobeny rychlému degradac¢niho testu,
kdy byly bakterie kultivovany v 5 ml média obohaceném 0 BA a idealnich pod-
minkach pro dany druh. Od kazdého kmenu byly zao¢kovany 2 zkumavky. Po
48 hodinach byla kultivace ukoncena, Kultura byla centrifugovana 2000 g
po dobu 10 minut a ze supernatantu byly nasledné odebrany 3 vzorky pro sta-
noveni obsahu BA pomoci HPLC/UV dle metodiky (Dadakova, Ktizek a
Pelikanova, 2009). Vysledna data byla zpracovana s vyuzitim softwaru Chro-
meleon™ 6.8 software (Thermo Fisher Scientific, USA).

Kmeny s nejvyssi degradacni schopnosti byly identifikovany pomoci sekve-
nace a/nebo MALDI-TOF MS.
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3.2.2 Navrh vhodnych sad primert

Pro vybrané bakterialni druhy (Bacillus subtilis, Enterobacter cloacae
a Lactobacillus casei) byly navrzeny primery ze sekvenci pfislusSnych gent
s vyuzitim dostupnych bakterialnich sekvenci v databazi NCBI (National Cen-
ter for Biotechnology Information). Sekvence geni byly mezi sebou porovnany
pomoci programu Jalview 2.9.0b2 (Waterhouse et al., 2009) a vysledné primery
byly vytvofeny pomoci programii Primer Design genefisher2 a NCBI Primer-
Blast tool.

3.2.3 lIzolace nukleovych kyselin a reverzni transkripce
Izolace nukleovych kyselin z média

DNA byla izolovana z narostlé kultury pomoci komer¢nich kit High Pure
PCR Template Preparation Kit (Roche, Svycarsko), UltraClean Microbial DNA
Isolation Kit (MoBio, USA), NucleoSpin Genomic DNA from tissue (Mache-
rey-Nagel, Némecko) dle doporuc¢enych postupt jednotlivych vyrobcu (2017;
2016; 2012). Izolace RNA byla provedena pomoci komerénich kitd High Pure
RNA Isolation Kit (Roche, Svycarsko), PowerMicrobiome RNA Isolation Kit
(MoBio, USA) a RNeasy PowerLyzer Tissue Cells Kit (Qiagen, USA), rovnéz
dle postupii jednotlivych vyrobct.

Izolace bakteridlni RNA z potravinovych matric

Izolace RNA z bakterii kultivovanych v odtu¢néném UHT mléce byla prove-
dena pomoci kitu RNeasy PowerLyzer Tissue Cells Kit (Qiagen, USA). Kultura
(10 ml) byla centrifugovana pti 2000 g po dobu 10 minut. Ze sedimentu bylo
odebrano 50 mg sraZzeniny, ktera byla pfemisténa do vychlazené zkumavky
,,Bead Tubes*, poté bylo napipetovano 600 ul TR1/Me a homogenizovano dle
ptiloZzeného navodu (2017).

Izolace bakterialni RNA z modelového syru s nizkodohfivanou syfeninou
byla rovnéz provedena pomoci kitu RNeasy PowerLyzer Tissue Cells Kit (Qi-
agen, USA). Navazka 50 mg syru byla pfemisténa do vychlazené zkumavky
,,Bead Tubes*, poté bylo napipetovano 600 ul TR1/Me a homogenizovano dle
ptilozeného navodu kitu RNeasy PowerLyzer Tissue&Cells Kit (Qiagen).

Reverzni transkripce

Pro relativni kvantifikaci genové exprese u metabolicky aktivnich bakterii
byla jako templat pro qPCR pouzita mRNA, jez byla ptfevedena do cDNA re-
verzni transkripci pomoci komeréniho kitu Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kit (Roche, Svycarsko), dle doporuéeného postupu.
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3.2.4 Testovani novych sad primertd pomoci metod PCR

Primery byly nejprve testovany pomoci ,klasické” PCR. Na zaklad¢ vy-
sledki byla hledana optimalni teplota a vhodné sady primerti pomoci RT-qPCR.

Testovani primerit pro cilové a srovndvaci geny na PCR

Ovéteni funkCnosti a nalezeni optimalni teploty nasedani novych primeri
bylo nejprve provedeno pomoci PCR s gradientem teplot nasedani primer
v rozmezi 57 - 63 °C. Vysledné¢ amplikony byly elektroforeticky separovany
v 1% (w/v) agar6zovém gelu.

Testovani primerii pro cilové a srovndvaci geny na RT-qPCR

Pomoci piipravené fedici fady templatové cDNA V rozmezi 10° az 102 byla
stanovena efektivita reakce. Dale byla analyzovana zaporna derivace kiivky
tani, kterd umoznuje odlisit nespecifické produkty a dimery, jez se zpravidla
projevuji nizsi teplotou tani.

3.3 Metodika experimentu s degrada¢nimi kmeny

Kultivace bunék a stanoveni riistovych kiivek

Inokulum testovanych kmenii bylo nartistano podle podminek uvedenych
v kapitole 3.1. Mikroorganismy a kultivacni podminky po dobu 24 hodin. Poté
bylo 200 - 5000 pl zao¢kovano 50 ml média v infuzni 1ahvi tak, aby bylo dosa-
Zeno podate¢ni koncentrace bunék v médiu 7,5 = 0,3 log CFU.ml? (u kmen
L. casei byla pocatecni koncentrace bunék v médiu 6,2 + 0,3 log CFU.ml™?).
B. subtilis byl kultivovan v MM1 aL.casei v MRS/2 a odtu¢néném UHT
mléce. lhned po zaockovani byly odebrany prvni vzorky pro stanoveni poca-
te¢ni koncentrace BA, relativni expresi cilovych gent a ristovou kiivku. Dalsi
odbéry pro uvedené analyzy byly provedeny po 12, 24 a 48 hodinach. U L. casei
byl ptidan sterilni koncentrat kyseliny askorbové a cysteinu tésné pied inokulaci
tak, aby bylo dosazeno pozadované koncentrace 0,1 % (w/v), resp. 1 % (w/v).

U druhu B. subtilis a pfi kultivaci L. casei v mléce byly stanoveny celkové
pocéty mikroorganismii (CFU.ml?) plotnovou metodou. Pfi kultivaci L. casei
v MRS/2 byla stanovena opticka hustota bunék pii vinové délce 550 nm (ODsso)
proti médiu bez inokulace v mikrotitraCnich destickach pomoci piistroje
TECAN Infinite M200 PRo (Tecan, Rakousko).

Relativni kvantifikace genové exprese

Cilové geny (kodujici aminooxidazy a ,,multi-copper* oxidazy) patii mezi
inducibilni, naSim cilem tedy bylo sledovani exprese téchto genli v Case a pod
vlivem faktort, které ovlivituji redoxni potencial kultiva¢niho média (piidavek
cysteinu a kyseliny askorbové). U vybranych kmenti byly ve zvolenych ¢asech
12, 24 a 48 h odebirany vzorky pro sledovani exprese cilovych geni metodou
real-time PCR a stanoveni ubytku biogennich amini v médiu prostfednictvim
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HPLC/UV. Po centrifugaci byla ze supernatantu provedena extrakce BA po-
moci kyseliny chloristé a dale pak derivatizace vzorku nasledovana analyzou
BA na HPLC/UV. Z bun¢k byla izolovana RNA, ktera byla pievedena reverzni
transkripci do cDNA a nasledné byla sledovana genova exprese (relativni kvan-
tifikace) pomoci qPCR (Termocykler DFX 96 Real-Time, Systém BIO RAD).
Pro qPCR byla pouzita reakéni smés o celkovém objemu 25 pl, kterd obsaho-
vala: 12,5 pl Fast Start Universal SYBR Green Master 2X (Roche, Svycarsko);
9,5 ul H,0; kazdy primer 0,3 pmol.1"; cDNA 2,5 ul. Relativni genova exprese
byla vypo¢itana dle Pfafflova modelu. Jako kontrolni vzorek byl pro stanoveni
genové exprese u B. subtilis vybran stejny kmen jako experimentalni, paralelné
kultivovany v totoznych podminkach i médiu, ale bez ptidavku BA. U druhu
L. casei byl jako kontrolni vzorek pouzit kmen CCDM 145 kultivovany para-
leln¢ ve stejnych podminkach jako experimentalni kmen CCDM 198 (37 °C,
anaerobni prostfedi) v MRS/2 s piidavkem 0,2 g.I" testovanych BA (histamin,
tyramin, kadaverin a putrescin).

Vyskyt dimerd nebo nespecifickych produkti byl kontrolovan u kazdého
testu pomoci kiivky tani, ktera byla provedena v teplotnim rozmezi 50 - 95 °C.
Pro dalsi vypocCty byla stanovena efektivita reakce E, ze standardni kiivky za-
vislosti prahového cyklu Ct na logaritmu koncentrace DNA.

Analyza biogennich aminii pomoci HPLC/UV

Vysledky exprese sledovanych (cilovych) genii kodujicich aminooxidazy
a ,,multi-copper* oxidazy byly srovndvany s vysledky ziskanymi metodou
HPLC/UV, pomoci které byl pozorovan Uibytek BA v Zivném médiu. Pfiprava
vzorkl 1 podminky samotné metody probihaly stejnym zplsobem jako v pii-
pravné fazi.

3.3.1 Statistické metody

Pro odhad zavislosti prahového cyklu na koncentraci DNA regresni kiivky
(linearni metoda nejmensich ¢tverch) byl pouzit Unistat® 6.5 (software Unistat,
London, UK).

Pro vyhodnoceni ziskanych dat z HPLC byl vyuzit Kruskal-Walisiv test
ke srovnani sttednich hodnot vice nez dvou nezavislych soubort, popi. Wilco-
xonav test pro srovnani sttednich hodnot dvou nezavislych soubort. Data byla
vyhodnocovana pomoci softwaru Unistat® 6.5 (software Unistat, London, UK)
na hladiné vyznamnosti 0,05.
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4.  VYSLEDKY A DISKUSE

Tato ¢ast disertacni prace je rozdé€lena na piipravnou fazi a vysledky experi-
mentl s druhy B. subtilis a L. casei. Pripravna faze experimentii byla zaméfena
na vyhledavani kment se schopnosti degradace biogennich amind. U vytipova-
nych bakterialnich druht byly navrzeny primery pro srovnavaci i cilové geny
a optimalizovany podminky metod PCR.

S vybranymi sadami primeri byla nasledné¢ kvantifikovana relativni genova
exprese (na urovni syntézy mRNA) gent kodujicich enzymy, jeZ katalyzuji de-
gradaci biogennich aminti u druhti B. subtilis a L. casei. Vysledky obou experi-
mentt byly sepsany do dvou samostatnych ¢lank.

4.1 Vysledky pripravné faze

Pro kazdy vytipovany bakteridlni druh byly navrZeny tfi sady primera
na geny kodujici enzymy podilejici se na degradaci BA s ohledem na doporu-
¢ené podminky pro metodu RT-qPCR. Stejnym zptsobem bylo postupovéano
pii tvorbé primerti pro srovnavaci geny. VSechny sady primert byly podrobeny
testovani metodami PCR. Pozornost byla kladena pfedevS§im na stanoveni opti-

malni teploty nasedani primerd a vylou€eni tvorby nespecifickych produktt
PCR.

4.1.1 Provérovani degradacni kapacity vybranych kmenu

V prvni fazi byla testovdna degradacni schopnost 12 kment ve zkumavkéach:
B. subtilis (CCM 2216, CCM 2267, CCM 4062 1B1a, 1B5a), B. brevis 1B22,
B. pumilus IB13, B. spahericus IB15, E. cloacae (IB16a, IB16b, CCM 1903,
CCM 8572). Nejvyssi souhrnny ubytek BA (histaminu, tyraminu, putrescinu
a kadaverinu) po 48 h kultivace (60 + 4 %) byl zaznamenan u kmenu
CCM 2216, druhu B. subtilis, proto byl tento druh vybran pro sledovani genové
exprese genu yobN, kodujiciho aminooxidazy.

Nasledné byla zaméfena pozornost na druh L. casei, jelikoz v ramci bakalaf-
ské prace (Benes, 2018) se podafilo snizit koncentraci putrescinu, kadaverinu
a histaminu o vice nez 50 % béhem 24 hodin pomoci kmenu CCDM 198. Nase
piredbézné degradacni testy ve zkumavkach potvrdily tyto vysledky, kdy byl
zaznamenan po 48 hodindch Ubytek histaminu 50 + 4 %, tyraminu 49 + 1 %,
kadaverinu 50 = 1 % a putrescinu 49 + 2 %.

4.1.2 Testovani novych sad primeri pro Bacillus subtilis

V pocatecni fazi byly testovany 3 sady novych primert pro cilovy gen yobN
a srovnavaci gen gyrB.
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Teplota naseddni a specifita primerit - Bacillus subtilis

Na zéaklad¢ testh specifity pomoci PCR, analyzy kiivky tani a srovnani Ct
hodnot jednotlivych sad primeri, byly vybrany sady yobN6 (F: 5'- GCTATA
CATGGGCCGATGAGG-3"; R:5'-CCGCAGAATACGGGTACTGG-3"; 162 bp)
agyrBl (F: 5-AGCGGAGATGACGTAAGGGA-3"; R: 5'-TCTTGCTCTTGC
CGCCAT TA-3"; 216 bp). Tyto sady netvoii nespecifické produkty pii teploté
nasedani primeri 60 °C. Podle zaporné derivace kiivky tani je teplota tani spe-
cifickych PCR produkti pro cilovy gen S pouzitim primerti YObN6: 76 °C a pro
srovnavaci gen pomoci gyrB1: 78 °C.

Uéinnost RT-QPCR se sadami primerii yobN6 a gyrB1

Sady primerti byly vybirany i s ohledem na Gi€¢innost reakce. Sklon standardni
ktivky (zavislosti Ct hodnot na vstupni DNA; v reakci pouzity primery yobN6)
dosahuje hodnoty -3,2345, coz odpovida 104% efektivité reakce. V piipadé tes-
tovani srovnavaciho genu (pouzity primery gyrBl) byl zjistén sklon kiivky
- 3,313, coz odpovida 100% efektivité reakce. U obou sad primert se tedy efek-
tivita reakce pohybuje v optimalnim rozmezi 90 - 110 %. V pozadovanych me-
zich (> 0,98) se drzi i oba koeficienty determinace (Broeders et al., 2014), které
vychazeji 0,9989, resp. 0,9998.

4.1.3 Testovani novych sad primera pro Lactobacillus casei

Stejné jako u druhu B. subtilis byly v pocatecni fazi testovany 3 sady novych
primerti pro cilovy gen kodujici multi-copper* oxidazu (MCO) a srovnavaci gen
kodujici glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazu (GAPDH). Cilem bylo opét vy-
brat funk¢ni sady primert a stanovit optimalni parametry pro RT-qPCR.

U vybranych primerdt MCO4 (F: 5'- GCGTGGTGACATCAAAATAGGG -37;
R: 5'- TGGGACTACCGGGCTGATTA -3"; 94 bp) a GAPD4 MCO4 (F: 5'-
GCACAGCGTGTTTCTGTTGT -3"; R: 5'- TCGTTCCAGCCAAAGCTAGG-3";
137 bp) bylo ovéfovano i nasedani na jiné druhy rodu Lactobacillus, pficemz
bylo zjisténo, ze primery pro srovnavaci gen nasedaji i na Lactobacillus rham-
nosus a detekuji tedy celou skupinu Lactobacillus, ktera zahrnuje druhy
L. casei, L. paracasei a L. rhamnosus. PCR produkt o spravné délce se u pri-
mert pro cilovy gen MCO objevil jen u jednoho kmenu L. rhamnosus, coz miize
byt zplisobeno neptitomnosti tohoto cilového genu u zbylych testovanych
kment.

Pti optimalizaci podminek u metody qPCR byla snizena koncentrace primert

na 250 nmol.IY, aby nedochizelo K tvorb&é nespecifickych produkti
u kontrolniho vzorku pfi teploté nasedani primerti 60 °C.
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Ucinnost RT-gPCR se sadami primeri MCO4 a GAPD4

Sklon standardni kiivky (zavislosti Ct hodnot na vstupni DNA; v reakci po-
uzity primery MCO4) dosahuje hodnoty -3,344, coz odpovida 99% efektivité
reakce. V pripadé testovani primerl pro srovnavaci gen (pouzity primery
GAPDA4) byl zjistén sklon kiivky -3,314, jez odpovida 100% efektivite reakce.
U obou sad primert se efektivita pohybuje v optimalnim rozmezi 90 - 110 %,
reakce tedy probiha s dostate¢nou ucinnosti. V pozadovanych mezich (> 0,98)
se drzi 1 oba koeficienty determinace (0,999, resp. 1).

4.2 Vysledky experimentu s kmenem Bacillus subtilis

Bakterialni druh Bacillus subtilis byl mimo jiné zvolen pro vyrazné degra-
dac¢ni schopnosti kmenu IB1a, ktery redukoval obsah histaminu o 97 % (Butor
et al., 2017). Dale byly testovany kmeny CCM 2216 a CCM 2267. Pti¢emz
kmen CCM 2216 dosahl v ptipravnych degradac¢nich testech v 5 ml ochuzeného
masopeptonového bujonu MPB/2 s piidavkem BA (0,2 g.I'!) nejvyssiho sou-
hrnného ubytku histaminu, tyraminu, putrescinu a kadaverinu po 48 h kultivace
(60 = 4 %). Béhem samotného experimentu, ktery byl provadén v infuznich
lahvich s 50 ml MML1, byly ve stanovenych ¢asech 0, 12, 24 a 48 hodin odebi-
rany vzorky pro stanoveni rastovych kfivek, relativni kvantifikaci genové ex-
prese genu yobN a mnozstvi BA v supernatantu. Po prvnich testech se ukazalo,
ze sledované kmeny B. subtilis nerostou v mineralnim médiu s BA jako jedinym
zdrojem uhliku a dusiku viibec, nebo jen velmi omezeng. Pro povzbuzeni ristu
byla tedy u viech testli do média MM 1 piidavéana glukéza v mnozstvi 0,5 g.1°2%.

4.2.1 Rust bunék

Bacillus subtilis patii mezi druhy, které pti nedostatku vyzivovych latek tvoii
spory, proto byla béhem degradacnich testll sledovana vedle ristovych kiivek
I sporulace testovanych kmenti (Obr. 4.1). Odbér vzorkd probihal ve stejnych
casech jako pro metody RT-qPCR a HPLC/UV. Nejvys$s§i mnozstvi bunék bylo
zaznamendno u kmenu CCM 2216 v médiu MM1 po 24 hodinach kultivace
(1,9-108 CFU.mL™Y). Nejvyssi mnozstvi spor (2,97-10° CFU.ml?) se objevilo
po 24 hodinach kultivace u kmenu 1B1a.

Z4dné rozdily v poétech bundk nebyly pozorovany v MM1 s/bez BA, coZ by
mohlo znamenat, Ze zvolena koncentrace BA (0,2 g.I™Y) neovlivituje riist bunék.
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Obr. 4.1: Rust kmenii B. subtilis behem degradace BA v médiu MM 1 po dobu 48 h
V porovnani s nartistem spor behem kultivace.

4.2.2 Relativni kvantifikace genové exprese (yobN - gen kodujici ami-
nooxidazu)

Pomoci transkripéni analyzy, byla kvantifikovana relativni genova exprese
cilového genu yobN dle Pfafflova modelu. Jako srovnavaci byl pouzit gen gyrB
a vysledné hodnoty prahového cyklu experimentalniho vzorku byly porovna-
vany s kontrolnimi vysledky ziskanymi soubéZnou kultivaci kmenti za stejnych
podminek Vv totoZzném médiu MM1 bez ptitomnosti BA.

Pro relativni kvantifikaci genové exprese byly vybrany 3 kmeny CCM 2267,
CCM 2216 a IBla. Na Obr. 4.2 je patrné, ze exprese cilového genu yobN pro-
bihala pouze u kmenit CCM 2267 a CCM 2216, pti¢emz jeji nejvyssi hodnota
byla zaznamenana u obou kmeni po 12 hodinéach kultivace. Absolutné nejvyssi
hodnota genové exprese byla zaznamenana u kmenu CCM 2267 (3,07 = 0,13),
u kmenu CCM 2216 dosahla nejvyssi hodnota 2,66 = 0,16. Relativni expresi
genu yobN stanovovali ve svém ¢lanku také Eom, Seo a Choli, (2015), kteti do-
sahli vyssich hodnot u testovanych kment (3-3,8), piestoze odebirali vzorky jen
po 24 hodinov¢ kultivaci.
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Obr. 4.2: Srovnani relativni kvantifikace genové exprese cilového genu yobN U testo-
vanych Kmenu B. subtilis s ubytkem biogennich aminii v médiu MM1 be-
hem 48hodinové kultivace.

4.2.3 Detekce obsahu biogennich aminti pomoci HPLC/UV

Z grafu (Obr. 4.2), ktery porovnava relativni expresi genu, kodujiciho ami-
nooxidazu s ubytkem obsahu BA v priibé¢hu 48 hodinové kultivace vyplyva,
ze kmeny CCM 2267 a CCM 2216 vyznamné (p < 0,05) redukuji BA, ale cel-
kovy ubytek histaminu, tyraminu, kadaverinu a putrescinu po 48 hodinach kul-
tivace ¢ini pouze 11,75 £+ 2,55 %, resp. 13,25 + 2,32 %.

U kmenu IB1a i ptes velmi nizkou relativni expresi (0,3) doslo po 48 hodi-
nach k ubytku 5,69 + 2,99 %. Coz je pravdépodobné¢ zplisobeno synergickym
plisobenim deaminacniho enzymu transglutaminézy, jelikoz se tento enzym na-
chazi ve sporach druhu B. subtilis (Kieliszek a Misiewicz, 2014) a u doty¢ného
kmenu byla zaznamenana nejvyssi sporulace (Obr. 4.1).

Srovnani ubytku jednotlivych BA pomoci kmenu CCM 2216 je znazornéno
na Obr. 4.3. U kmenu CCM 2216 byl po 48 hodinové kultivaci zaznamenan
ubytek histaminu 17,88 + 3,20 %, kadaverinu 17,94 +0,50 % a putrescinu
13,97 + 3,77 %.
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Obr. 4.3: Ubytek histaminu, tyraminu, kadaverinu a putrescinu béhem 48 hodinové
kultivace kmenit B. subtilis CCM 2216 v médiu MML.

Kmen CCM 2267 v porovnani s CCM 2216 1épe redukoval pouze obsah ty-
raminu (abytek o 24,00 + 3,51 % po 48 hodinach kultivace, viz Obr. 4.4).
U ostatnich sledovanych BA dosahl horSich vysledkii (ubytek histaminu
14,07 + 3,25 %, kadaverinu 6,02 + 1,01 % a putrescinu 2,97 + 0,49 %).
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Obr. 4.4: Ubytek histaminu, tyraminu, kadaverinu a putrescinu béhem 48 hodinové
kultivace kmenit B. subtilis CCM 2267 v médiu MM1.

Jak jiz bylo uvedeno, degradacemi BA pomoci druhu B. subtilis se zabyvali

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

z pohanky 48% redukce histaminu i vy$si hodnotu relativni genové exprese

u tohoto kmenu (3,8) po 24 hodinach kultivace. Piestoze nami pouzity kmen

20



CCM 2267 je nejblizsi referen¢ni genom kmenu HJ0-6 (NCBI; National Center
for Biotechnology Information), jsou jeho degradac¢ni schopnosti BA podstatné
nizsi.

4.3 Vysledky experimentu s kmenem Lactobacillus caseli

Bakterialni druh L. casei byl pro experiment zvolen z dtivodu vyrazného de-
grada¢niho potencialu u kmenu CCDM 198, ktery byl objeven v ramci bakalai-
ské prace (Benes, 2018). Coz bylo nasledné potvrzeno pii1 predbéznych testech,
kdy se ubytek vSech sledovanych BA pohyboval kolem 50 %.

V médiu MRS/2 bylo zaznamenano pomoci HPLC/UV malé¢ mnozstvi hista-
minu, tyraminu, kadaverinu a putrescinu (v rozmezi 10 - 20 mg.I"%) aniz by tam
byly doty¢né slouceniny ptidany. I toto mnozstvi stacilo kmenu CCDM 198
k navozeni zvySené transkripce cilového genu MCO, které zkreslovalo nésledné
vypocty pii relativni kvantifikaci genové exprese. Jelikoz L. casei neroste v mé-
diu MM1, kde by byl tento problém potlacen, byl vyuzit kmen CCDM 145 s vy-
razn¢ slabsimi degrada¢nimi schopnostmi (6 + 0,5 %), jeZ slouzil jako pozitivni
kontrola pti kvantifikaci relativni genové exprese.

Dale byly v ptipravné fazi vybrany sady primert MCO4 a GAPDA4 pro dalsi
experimenty, tedy sledovani transkripce cilového genu MCO béhem 48 hodi-
nové degradace BA v 50 ml ochuzeného MRS/2 média. Béhem kultivace byly
Vv Casech 12, 24 a 48 hodin odebirany vzorky pro sledovani riistovych kiivek
bakterii, relativni kvantifikaci genové exprese genu a monitorovani ubytku BA
v médiu. V dalsi fazi experimentu byla snaha podpofit riist bun¢k i1 degradaci
BA pomoci redoxnich Cinidel; cysteinu a kyseliny askorbové. Na zavér byla
monitorovana degradace BA v redlné potraviné - UHT mléce.

4.3.1 Rust bunék

Béhem degradacnich testli kmenti L. casei byl zaznamenavan rist bun¢k pro
ovéfeni vlivu cysteinu a askorbové kyseliny. Aby bylo mozné Iépe zachytit jed-
notlivé faze rustu, byl nartst po¢tu bunék v ochuzeném médiu MRS/2 sledovan
spektrofotometrickou metodou. Pti kultivaci v mléku nebylo mozno tuto me-
todu pouzit, proto byl pocet kolonii zaznamenan odectem z agarovych misek
v ¢ase odbéru vzorkd pro RT-qPCR a HPLC/UV (Obr. 4.5). U kmenu CCDM
145 byl testovan rust pouze v MRS/2 s ptidavkem BA, protoze pfi téchto pod-
minkach Kkultivace byly ziskané hodnoty Ct pouzity pro vypocet relativni ge-
nové exprese.
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Ruist L. casei CCDM 198 a CCDM 145 v ochuzeném médiu MRS/2 a mléce

Na rlstoveé kiivce trvala lagova faze v MRS/2 piiblizné 2 hodiny u obou
kmenti, po tuto dobu zlstala opticka hustota ODssy prakticky nezménéna
(Obr. 4.5). Nasledna exponencialni faze probihala mezi 4 - 17 hodinou kulti-
vace, po 22 h se ristové kiivky obou kmenti dostaly do stacionarni faze. Za-
timco ODsso kmenu CCDM 198 na pocatku stacionarni faze mirn€ klesa, ODssg
kmenu CCDM 145 pozvolna roste az do konce kultivace.

Ristové kiivky kmenu CCDM 198 v mléce se lehce 1isi (Obr. 4.5). Oproti
kultivaci v MRS/2 je patrné prodlouzeni lagové faze piiblizné o 2 hodiny. To
mize byt zpisobeno pripravou inokula v MRS/2, ktera si vyzadala delsi adap-
taci bun€k na nové prostiedi. PrestoZze optimalni teplota kultivace pro kmen
CCDM 198 je 37°C, nejvyssi pocet bunek byl dosazen pii 30 °C
(2,6-10° CFU.mIY).

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

Jednou z moznosti zvyseni degradace BA je podpora ristu bunék exprimuji-
cich geny, které koduji ,,multi-copper oxidazové enzymy. U fakultativné anae-
robniho druhu L. casei mohou k tomuto ti¢elu slouzit redukujici ¢inidla. U lak-
tobacilil se v potravinafstvi pouziva cystein a kyselina askorbova, pficemz je-
jich vliv pii riznych koncentracich je popsan v nékolika studiich (Demain et al.,
1961; Rickes, Koch a Wood, 1949; Guowei et al., 2013). Dodavatel Laktoflora
doporucuje pro podporu ristu u kmenu CCDM 198 pridavek 1% (w/v) cysteinu.
V piipad¢ kyseliny askorbové, byla 0,1% (w/v) koncentrace zvolena dle studie
(Demain et al., 1961). Vliv 1% (w/v) cysteinu se projevil mirny nartstem ODsso
po celou dobu kultivace ve srovnani s ristem v samotném MRS/2, zatimco pfi-
davek 0,1% (w/v) kyseliny askorbové vyrazné snizil ODssg V pritbéhu celé ris-
tové kiivky.
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Obr. 4.5: Riist kmenui L. casei behem degradace BA v MRS/2 pri 37 °C po dobu 72 h (spektrofotometrické méreni) v porovnani s riistem
kmenu CCDM 198 behem degradace BA v mléce pri 30 °C a 37 °C.
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4.3.2 Relativni kvantifikace genové exprese (MCO — gen kédujici en-
zym ,,multi-copper* oxidazu)

Nejvyssi hodnota relativni genové exprese, cilového genu MCO u kmenu
CCDM 198, byla u vsech vzorkli namétena po 12 hodinach kultivace, pfic¢emz
ve vSech odbérovych Casech byla exprese vyssi v ochuzeném MRS/2 médiu nez
v mléce (Obr. 4.6). Absolutné nejvyssi hodnoty byly pozorovany v MRS/2
s/bez cysteinu (5,21 + 0,14), resp. (5,04 = 0,45), zatimco v mléce byla relativni
genova exprese ve stejném Case 3,58 = 0,52 pti 37 °C a 2,53 + 0,35 pti 30 °C.
Coz znamena, Ze nejvyssi exprese cilového genu probihala v exponencidlni fazi
rustové kiivky bunék.

Po 24 hodinach kultivace, relativni genova exprese vyrazné poklesla u vSech
testovanych vzorkl, pficemZz nevyssi hodnota byla zaznamenana v MRS/2
(2,21 £ 0,38). I ptes delsi lagovou fazi byl pokles exprese genu po 24 hodinach
kultivace pozorovan i u vzorkll s mlékem. Dal$i pokles nasledoval pii méfeni
po 48 hodinach kultivace, kdy s vyjimkou vzorku v MRS/2 s cysteinem
(1,14 £ 0,12) jsou hodnoty relativni genové exprese niz$i nez 1, tudiz tran-
skripce cilového genu MCO u testovaného kmenu CCDM 198 byla na konci
experimentu niZsi neZ u kontrolniho kmenu CCDM 145.

Bylo publikovano jen malo studii popisujici primery, pomoci kterych Ize sle-
dovat transkripci genti kédujicich deaminacni enzymy (Eom et al., 2015; Her-
rero-Fresno et al., 2012). Pri¢emz jen studie Herrero-Fresno et al. (2012) se za-
byva degradaci BA pomoci L. casei. Autofi vSak vyuzili metodu qPCR pouze
pro monitorovani riistu bunék s degradacnimi schopnostmi. TudiZ jediny ndm
znamy ¢lanek s publikovanymi vysledky relativni kvantifikace genové exprese
genti kodujicich deaminacni enzymy je od Eom et al., (2015), ktery byl jiz zmi-
nén v diskusi vztahujici se k experimentu s B. subtilis. Za zminku stoji, Ze tito
autofi pii stanoveni relativni genové exprese také vyuzili jako kontrolu kmen se
slabsimi degradacnimi vlastnostmi. A i v porovnani s nas§im druhym experi-
mentem, zaznamenali vySsi relativni expresi (3,8) po 24 hodinach kultivace
oproti CCDM 198 (2,21), coz je v souladu i s degrada¢nimi schopnostmi obou
kmen1.

Hodnoty ziskané pfii relativni kvantifikaci genové exprese byly srovnany
s vysledky experimenti sledujicich ubytek BA (tedy degradacni schopnost bak-
terii) pomoci HPLC/UV, viz nasledujici kapitola.
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4.3.3 Detekce obsahu biogennich amini pomoci HPLC/UV

Vysledky souhrnného tbytku biogennich amint (histaminu, tyraminu, ka-
daverinu a putrescinu) pomoci HPLC/UV ve srovnani s relativni expresi cilo-
vého genu jsou zaznamenany na Obr. 4.6. Z tohoto grafu vyplyva, ze pokles
obsahu BA koresponduje s hodnotami relativni genové exprese. Ve vzorcich
kultivovanych v ochuzeném médiu MRS/2 byl nejvyssi pokles zaznamenan
Vv ¢ase odbéru 12 h u vzorkl s/bez cysteinu, kde byla také namétena nejvyssi
hladina relativni genové exprese cilového genu. Piestoze nejvyssi hodnota rela-
tivni genové exprese byla zaznamenéana po 12 hodinach kultivace 1 v mléce,
pokles mnoZstvi BA je nepatrny, coz miize byt zptisobeno nizkym poctem bu-
n¢k, jelikoz v ¢ase odbéru je rlistova kiivka bakterii teprve na poc¢atku exponen-
cialni faze. Nejvyssi ubytek BA po 48 hodinach byl zaznamenan v MRS/2s 1 %
cysteinem (23,64 + 3,13 %), ptiCemz nepatrné niz§i hodnoty byly naméteny
v samotném MRS/2 (21,22 + 4,17 %). Piestoze vyznamn¢ vyssi poc¢et bunék
byl zaznamenan v mléce pii teploté 30 °C, relativni genova exprese cilového
genu MCO byla pii téchto podminkach nizka, coz se projevilo nejniz$im ubyt-
kem BA na konci kultivace (14,98 + 1,83 %).

Vliv cysteinu a askorbové kyseliny na uibytek histaminu tyraminu, kadaverinu
a putrescinu

Na Obr. 4.7 je zachyceno mnozstvi histaminu, tyraminu, kadaverinu a pu-
trescinu béhem 48 hodinové kultivace v riznych médiich. Z grafii je patrne,
ze L. casei CCDM 198 nejlépe degraduje putrescin v MRS/2, kde byl dosazen
nejvyssi ubytek tohoto biogenniho aminu po 48 hodinadch kultivace
(24,81 + 2,63 %). Na druhou stranu, nejnizsi degradace v MRS/2 byla zazna-
menana u tyraminu, kde vysledné redukce tohoto aminu neptesahla 20 %.
Kmen CCDM 198 také vyrazné redukuje nejnebezpecnéjsi biogenni amin - his-
tamin v MRS/2 (23,14 + 2,81 %) a v MRS/2 s cysteinem (23,65 + 1,91 %).

Z vysledki je patrné, ze piitomnost 0,1% kyseliny askorbové nepodporuje
degradaci BA, protoze obsah vSech sledovanych BA byl na konci kultivace
vys$si nez v samotném MRS/2, coz odpovida jak nizsi hodnot¢ relativni genové
exprese, tak ODssp u rustové kiivky.

Vliv mléka na ubytek histaminu tyraminu, Kadaverinu a putrescinu

Po 48 hodinach kultivace byl obsah histaminu, kadaverinu a putrescinu nizsi
vV MRS/2 nez v mléce u obou teplot. Nejvyssi degradace v mléce byla naméfena
u putrescinu a dosahla hodnot 18 %. Vyssi ubytek BA v mléce pii 30 °C nez
v MRS/2 byl zaznamenan pouze u tyraminu, avsak pokles ¢inil jen 17 + 4,21
%. Z grafi na Obr. 4.7 vyplyva, zZe teplota kultivace 37 °C je vyhodné&jsi pro
degradaci histaminu a kadaverinu v mléce, kde rozdil ¢inil 5 %, resp. 4 %. Pro
degradaci tyraminu je vyhodngjsi 30 °C s rozdilem 6 %. U putrescinu byl finalni
obsah shodny.
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Ackoliv kmen CCDM 198 byl izolovan ze syru, tudiz je velmi dobie ptizpii-
soben na toto prostiedi a schopen v mléce rychlého ristu ve vysokém poctu
bungk, byla v mléce pozorovana nizsi transkripce MCO genu, ve srovnani s kul-
tivaci v MRS/2 médiu. Pfesto bylo prokazano, ze tento kmen vyznamné
(p < 0,05) redukuje histamin, tyramin, kadaverin a putrescin i v této matrici po
48 hodinov¢ kultivaci.

Na zavér tohoto experimentu byly primery testovany i na bakterialni RNA
(nésledné ptepsané do cDNA) izolované z modelového syru s nizkodohiivanou
syfeninou. Vzhledem k tomu, Ze je syr pomérn¢ slozitou matrici a diverzita mi-
kroorganismu je v syrech velka (Coeuret et al., 2003), nepodafilo se pomoci
testovanych sad nami navrzenych primert zachytit kmen CCDM198, piestoze
byl syr timto kmenem zaockovan. Z ¢asovych diivodli nebylo mozné jiz tento
experiment zopakovat, ptipadné pozménit, ¢i optimalizovat testovaci podminky
pro tuto potravinovou matrici.

Shrnuti experimentu s druhem L. casei

Dosazené vysledky experimentu s kmenem CCDM 198, béhem kterych doslo
ke snizeni celkového obsahu BA pouze o0 21,32 + 4,17 % v MRS/2, zGstaly za
o¢ekavanim i ve srovnani s jinymi studiemi. Autorim (Garcia-Ruiz et al., 2011)
se podafilo v MRS/2 s kmenem L. casei IFI-CA 52 doséahnout degradace 54 %
u histaminu, 55 % u tyraminu a 65 % u putrescinu. V dalsi studii autort
(Herrero-Fresno et al., 2012) doslo ke sniZeni histaminu a/nebo tyraminu az
0 40 % v modelovém vzorku syru. Schopnost vyznamné degradace tyraminu
(93 - 98 %) u dvou kment L. casei izolovanych z masnych vyrobka popsali
I autori (Fadda, Vignolo a Oliver, 2001).
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Obr. 4.7: Ubytek histaminu, tyraminu, kadaverinu a putrescinu béhem 48 hodinové kultivace s L.casei CCDM 198 v riiznych médiich.
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ZAVER

Diserta¢ni prace byla zamétena na hledani metody pro rychlou detekci
kment schopnych vysoké exprese genti kodujicich enzymy degradujici BA, sle-
dovani pritomnosti cilovych genti a jejich transkripci béhem degradace téchto

metabolitl pomoci molekularné biologickych metod. Priitbéh degradace BA byl
soucasn¢ monitorovan pomoci HPLC/UV.

Mezi prvni skupinu vybranych bakterialnich druht patiily kmeny bakterial-
niho druhu B. subtilis. Na cilovy gen kodujici aminooxidazu - yobN a srovna-
vaci gen gyrB byly navrZzeny nové sady primert, jejichz specifita byla testovana
nejprve pomoci ,klasické® PCR a nasledné 1 RT-gPCR. Cely experiment byl
vSak nepfiznivé ovlivnén hor§imi degrada¢nimi schopnostmi testovanych
kment, kdy nejvyssi monitorovany ubytek BA nedosahl ani 15 %. Priibéh de-
gradace pravdépodobné vyrazné ovlivnila sporulace vSech testovanych kment,
kdy vyznamny nariist spor byl pozorovan jiz po 12 hodinach kultivace. I pies
nizké hodnoty ubytku BA u testovanych kment, 1ze konstatovat, ze byly nale-
zeny sady primert pro rychlou detekci a kvantifikaci genu yobN kodujiciho
aminooxidazu u druhu B. subtilis.

Vzhledem k nizkym hodnotam degradace BA u sledovanych kmend B. sub-
tilis byla pozornost presmérovana na druh L. casei, ponévadz pii predchozim
testovani kmenu CCDM 198 byl zaznamenan vyrazny ubytek BA. V pribéhu
ptipravnych testll novych sad primerit vyplynulo, ze detekuji cilovy gen MCO
(kodujici ,,multi-copper oxidazu) a srovnavaci gen GAPDH u celé skupiny
L. casei, jez zahrnuje druhy L. casei, L. paracasei a L. rhamnosus.

V pribéhu hlavni faze experimentu byla sledovana transkripce cilového genu
MCO metodou RT-gPCR u kmenu L. casei CCDM 198, ktery béhem nasich
testll prokéazal schopnost snizeni histaminu, tyraminu, kadaverinu a putrescinu
0 vice nez 20 %, pti¢emz naméiené hodnoty relativni genové exprese cilového
genu MCO v case koreluji s ubytkem BA zaznamenanym pomoci HPLC/UV.
V pozd¢jsich fazich experimentu byla snaha podpofit riist bunék pomoci redox-
nich €inidel - cysteinu a kyseliny askorbové. Coz se podatilo pfi kultivaci s pfi-
davkem cysteinu, kdy mirné vzrostl pocet bunék Vv celé fazi ristu a byla zde
ziskana nejvys$si hodnota relativni genové exprese i nejvyssi ubytek sledova-
nych BA ze vSech testi.

Na zavér experimentu byla ovéfovana degradace histaminu, tyraminu, ka-
daverinu a putrescinu v mléce pomoci kmenu CCDM 198. | v této potravinové
matrici doslo k vyznamné degradaci (p < 0,05) testovanych BA, i kdyZ byl uby-
tek nizsi nez v MRS/2, ¢emuz také odpovidaly nizs$i hodnoty relativni genové
exprese. Vzhledem Kk tomu, ze se tento kmen vyuziva v potravinaistvi, mize
vyznamné piispét k degradaci biogennich aminti u mléénych vyrobk.
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PRINOS PRO VEDU A PRAXI

Diserta¢ni prace byla vénovana hledani primerd pro detekci a kvantifikaci
genil kddujicich enzymy, které degraduji biogenni aminy. Pozornost byla véno-
vana 1 optimalizaci metody RT-qPCR, jeZ se v potravinaistvi stale vice uplat-
nuje pro sledovani producentii/degradérii toxickych metabolitii (napt. biogen-
nich aminti) a lze ji vyuzit i pro rychlou detekci vhodnych kment s degradac-
nimi schopnostmi. Ve spojeni s reverzni transkripci 1ze 1 odhadnout mnoZstvi
transkribovaného genu a jednoduseji vytipovat vhodné degradéry. V neposledni
fad¢ byly béhem experimentti provérovany kmeny s cilem sledovat relativni ex-
presi cilovych gent u bakteridlnich kment s vysokou degradacni schopnosti.

Pfinos pro védu a praxi je shrnut v néasledujicich bodech:

1. Byly ptedstaveny nové navrzené sady primert pro RT-qPCR, pro detekci

a kvantifikaci:
- genu yobN (kéduje aminooxidazu) u B. subtilis;
- genu MCO (koduje ,,multi-copper™ oxidazu) u skupiny L. casei.

2. Byl modifikovén postup pro izolaci bakterialni RNA, v dostate¢né Cistoté
a mnoZstvi, z redlnych vzorkl potravin (syru a UHT mléka).

3. Byly optimalizovany metodiky RT-qPCR, které je mozno vyuzit K rychlé
detekci a relativni kvantifikaci genit kodujicich enzymy, jez se podileji
na degradaci biogennich aminti u B. subtilis a skupiny L. casei.

4. Vysledky prace ukazaly, ze L. casei CCDM 198 je vyznamnym degradé-
rem BA - histaminu, tyraminu, kadaverinu a putrescinu a je mozn¢ tento
kmen, pro tyto ucely, vyuZzivat v potravinafstvi.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AO

BA

EC
GRAS
HO
HPLC/UV
LAB
MCO
MRS
MRS/2
PCR
gPCR
RKGE
RT-qPCR
S

Aminooxidazy

Biogenni aminy

Evropskd komise

Generally recognized as safe

Histaminoxidaza

Vysokoucinna kapalinova chromatografie s UV detekci
Bakterie mlé¢ného kvaseni

,,Multi-copper* oxidazy

De Man, Rogosa a Sharpe agar/médium
Modifikované De Man, Rogosa a Sharpe agar/médium
Polymeréazova fetézova reakce

Real-time PCR

Relativni kvantifikace genové exprese

Kvantitativni real-time PCR s reverzni transkripci
Substrat
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