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ABSTRAKT 
Předložená dizertační práce se zabývá vývojem nových molekulárně 

biologických metod detekce putrescin produkujících technologicky relevantních 
mikroorganizmů. Zabývá se možnostmi detekce mikrobiálních producentů 
putrescinu metodami molekulární biologie, zejména pak vývojem polymerázové 
řetězové reakce (PCR) určené k detekci těchto producentů.  

Putrescin může být u bakterií tvořen několika metabolickými drahami, 
v nichž je zahrnuta řada enzymů. Prozatím nebyla publikována žádná metoda 
pro detekci všech metabolických drah produkce putrescinu amplifikací 
odpovídajících genů pomocí PCR.  

V dizertační práci je popsán postup vytvoření takovéto molekulárně 
biologické metody - tedy metoda umožňující detekci klíčových genů zahrnutých 
v bakteriální produkci putrescinu.  

Byla vytvořena spolehlivá PCR metoda pro detekci a výzkum metabolizmu 
putrescinu u gramnegativních i grampozitivních bakterií. Výsledkem je 
vytvoření sedmi nových sad PCR primerů, které jsou určeny k detekci cílových 
genů. Tyto primery byly úspěšně testovány s 32 kmeny gramnegativních 
producentů putrescinu. Pro potřeby detekce a výzkumu metabolizmu putrescinu 
u grampozitivních kmenů, byla úspěšně testována a aplikována sada primerů 
publikovaná v předchozích výzkumech. Byla vytvořena a optimalizována PCR 
metoda s použitím těchto primerů.  

Jak sekvenační analýza, tak i výsledky HPLC potvrdily specifičnost navržené 
metody a nově navržených primerů. Nové primery byly navíc také úspěšně 
testovány pro použití v jiných variantách PCR, jako je například multiplex PCR 
nebo PCR s předchozí reverzní transkripcí.  
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ABSTRACT 
 

This doctoral thesis deals with the development of new molecular biological 
methods for the detection of putrescine producing technologically relevant 
microorganisms. It deals with the possibility of detection of microbial producers 
of putrescine by methods of molecular biology, in particular the development of 
new methods of polymerase chain reaction (PCR) for the detection of these 
producers. 

Putrescine can be formed by microbial metabolism via several metabolic 
pathways in which a number of enzymes is included. There have been presented 
no method for the detection of metabolic pathways of production putrescine by 
amplification of the corresponding genes using PCR yet. 

 The dissertation describes development of such a molecular biological 
method – i.e. method that allows the detection of key genes involved in bacterial 
production of putrescine. It was created a reliable PCR method for the detection 
and investigation of putrescine metabolism in gram-negative and gram positive-
bacteria. The result is the creation of seven new sets of PCR primers which are 
designed to detect target genes .The result of this work is the creation of seven 
new sets of PCR primers which are designed to detect target genes. These 
primers have been successfully tested in PCR with 32 strains of gram-negative 
producers of putrescine. For the purpose of detection and research in putrescine 
metabolism in gram-positive strains were successfully tested sets of primers 
published in previous research. It was optimized PCR method in applying those 
primers. 

 Sequence analysis as well as the HPLC results confirmed the specificity of 
the proposed methods and newly designed primers. New primers were also 
successfully tested for the use in other variations of PCR, such as multiplex PCR 
or PCR prior to reverse transcription.  
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4. SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 
Biogenní aminy (BA) jsou nejčastěji definovány jako nízkomolekulární 

organické dusíkaté látky bazické povahy vznikající zejména dekarboxylací 
příslušné aminokyseliny (Silla Santos, 1996). BA mohou mít alifatickou 
(putrescin, kadaverin, spermin a spermidin), aromatickou (tyramin, 
2-fenyletylamin) nebo heterocyklickou (histamin, tryptamin) strukturu (Lorenzo 
et al., 2007). Někteří autoři klasifikují kadaverin, putrescin, agmatin, spermin a 
spermidin jako polyaminy (tj. molekuly obsahující dvě a více aminoskupin 
v molekule) (Kalač a Křížek, 1997), případně pak putrescin a kadaverin mohou 
být považovány za diaminy a agmatin, spermidin a spermin za polyaminy 
(Smith, 1981). Z toho plyne, že v klasifikaci polyaminů je prozatím nejednotnost 
mezi různými autory. Jednoznačně lze mezi polyaminy zařadit spermin a 
spermidin. Pro potřeby této práce bude putrescin považován za alifatický BA. 
Přehled nejvýznamnějších BA s uvedením jejich strukturních vzorců, 
systematických i triviálních názvů je uveden v tabulce č. 4.1. 

BA vznikají zejména dekarboxylací volných aminokyselin, tyto reakce jsou 
katalyzovány příslušnými substrátově specifickými dekarboxylázami.  
Při dekarboxylaci aminokyseliny dochází k odstranění alfa-karboxylové skupiny  
za vzniku odpovídajícího aminu (Smith, 1981; Halász, 1994). BA mohou 
vznikat také aminací či transaminací aldehydů a ketonů (Křížek a Kalač, 1998). 
BA vznikají přirozeně v běžném metabolizmu mikroorganizmů, rostlin i 
živočichů a jsou tedy přirozenou součástí rostlinné a živočišné stravy 
(endogenní původ). Nicméně za jejich výskyt a kumulaci v potravinách je 
zodpovědná hlavně dekarboxylázová aktivita v potravinách přítomných 
mikroorganizmů (Smith, 1981; Ten Brink at al., 1990).  

BA jsou přítomny v široké škále potravinářských produktů – maso a masné 
výrobky, ryby a rybí produkty, fermentovaná zelenina, fermentované nápoje, 
ořechy atd. (Silla Santos, 1996). Některé BA mají u člověka a živočichů důležité 
fyziologické funkce, například regulace tělesné teploty, zvýšení nebo snížení 
krevního tlaku, řízení obsahu a pH obsahu žaludku a aktivita mozku (Ten Brink 
at al., 1990). Na druhou stranu příjem potravy s vyšším obsahem BA může 
způsobit řadu závažných toxikologických problémů (Ten Brink at al., 1990; 
Shalaby, 1996) (viz kapitola č. 4.2, str. 14). Pro odbourávání BA u člověka hrají 
hlavní roli monoamin a diamin oxidázy (Halász, 1994).   

Výskyt BA v potravinách je spojen s dekarboxylázovou aktivitou určitých 
typů bakterií (Ten Brink at al., 1990; Kalač et al, 2005a). Schopnost tvorby BA 
byla popsána pro několik skupin mikroorganizmů zejména Enterobacteriaceae, 
Pseudomonas sp. některé bakterie mléčného kvašení (LAB) (Rice a Koehler 
1976; Halász, 1994; Choudhury et al., 1990; Geomaras et al., 1995). 
Mikroorganizmy s dekarboxylázovou aktivitou mohou být kontaminující (Ten 
Brink at al., 1990) nebo startérové kultury (Fernandez-García et al., 2000). 
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Tabulka 4.1 Strukturní vzorce, systematické a triviální názvy nejdůležitějších 
biogenních aminů vyskytující se v potravinách 

 
Mezi faktory ovlivňující tvorbu BA v potravinách lze zařadit dostupnost 

volných aminokyselin, přítomnost mikroorganizmů s dekarboxylázovou 
aktivitou, vhodné podmínky pro jejich růst a produkci enzymů. Mezi důležité 
podmínky patří pH, obsah solí, obsah sacharidů (zdroj uhlíku), dostupnost 
zdrojů dusíku, teplota, doba skladování potravin (Silla Santos, 1996; Shalaby, 
1996). Na základě mnoha výzkumů bylo dokázáno, že tyto podmínky silně 
ovlivňují produkci BA (Halász et al., 1994). 

Strukturní vzorec 
Triviální 
název – 
zkratka 

Název systematický 

     

Histamin – 
HIM  2-(1H-imidazol-5-yl)etanamin  

 

Tyramin – 
TYM 

4-(2-aminoetyl) fenol  

    

Fenyletylam
in – 
PEA  

2-fenyletanamin  

     

Tryptamin – 
TPM  

2-(1H-indol-3-yl)etanamin  

 
Putrescin – 
PUT  

butan-1,4-diamin alifatické,  

 

Agmatin – 
AGM 

1-(4-aminobutyl)guanidine 

 
Kadaverin – 
CAD  

pentan-1,5-diamin alifatické,  

 
Spermidin – 
SPD   

N-(3-aminopropyl)butan-1,4-
diamin  

Spermin – 
SPN   

N,N´-bis(3-
aminopropyl)butan-1,4-
diamin  
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4.1. Základní charakteristika putrescinu 

Putrescin, sytematický název butan-1,4-diamin, je nízkomolekulární dusíkatá 
báze. Jde o alifatický diamin náležící ke skupině biogenních aminů (BA). Právě 
přítomnost dvou bazických aminoskupin, které za fyziologického pH 7,4 nesou 
kladný náboj, jej předurčuje k široké škále fyziologických funkcí v různých 
typech buněk (viz kapitola č. 4.2, str. 14). Podle některých autorů se spolu 
s kadaverinem, sperminem a spermidinem řadí také mezi polyaminy  
(tj. molekuly obsahující dvě a více aminoskupin v molekule) (Smith, 1981; 
Bardocz et. al, 1995). Polyaminy se vyskytují ve všech typech buněk a jejich 
přítomnost v různých potravinch je tak částečně dána jejich endogenním 
původem.  

U člověka se běžně setkáváme se třemi zdroji putrescinu; prvním zdrojem je 
endogenní biosyntéza vlastními buňkami, druhým jsou potraviny (alimentární 
příjem) a poslední možností je produkce putrescinu bakteriemi střevní 
mikroflóry. Největší množství putrescinu přijímá člověk právě z potravy 
(Bardócz et. al, 1995). Není-li žádný ze tří uvedených zdrojů nadměrný, je 
putrescin využit pro jeho fyziologické role a nadbytek je odbouráván běžným 
metabolizmem (viz kapitola č. 4.6, str. 26). Při zvýšeném příjmu potravou se 
však mohou projevit závažné toxikologické důsledky přítomnosti tohoto aminu.  

V literatuře bývají běžněji zmiňovány toxikologické účinky ostatních BA, 
zejména histaminu a tyraminu. Mezi nejznámější otravy z potravin patří 
“scombroid fish poisoning” (otrava z konzumace rybího masa s obsahem 
histaminu) (Lehane a Olley, 2000) anebo také “cheese reaction” (způsobená 
zvýšeným obsahem tyraminu v sýrech) (Ten Brink et al, 1990). Histamin a 
tyramin mohou působit vazoaktivně a psychoaktivně a způsobovat širokou škálu 
zdravotních problémů, jako je zvracení, bolest hlavy, hyper- nebo hypotenze a 
alergické reakce (Halász et al., 1994; Ten Brink et al., 1990; Ladero et al., 
2010a). O toxikologickém působení putrescinu se v literatuře objevují jen 
sporadické zmínky. Zdůvodnění je možné hledat ve skutečnosti, že vlastní 
putrescin má nižší toxikologickou aktivitu. Jeho působení je však závažné 
v tom, že zesiluje toxikologické účinky ostatních BA (Straub et al., 1995; 
Taylor, 1986). Putrescin však může také být prekurzorem pro vznik 
karcinogenních N-nitrosaminů (Ten Brink et al., 1990; Shalaby, 1996).  

Nejen výše popsaná toxikologická hlediska jsou důvodem pro studium a 
sledování výskytu putrescinu v potravinách. Dalším závažným důvodem je 
negativní vliv putrescinu na kvalitu potravin, protože je jedním z indikátorů 
nežádoucích přeměn bílkovin (Lehtonen, 1996; Rokka et al., 2004). Putrescin 
může být příčinou hnilobného zápachu potravin (Wang et al., 1975). Putrescin je 
jedním z nejčastěji se vyskytujících biogenních aminů v  potravinách a jeho 
zvýšený výskyt bývá zapříčiněn metabolickou produkcí kontaminující 
mikroflóry (Ten Brink et al., 1990). Putrescin však může být syntetizován také 
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zákysovými (startérovými) kulturami, které se do potravin přidávají záměrně 
(Fernandez-García et al., 2000). Tento fakt je dalším důvodem vzrůstajícího 
množství výzkumných prací zabývajících se možnostmi detekce producentů, 
včetně detekce jednotlivých metabolických drah vedoucích k jeho produkci 
v potravinách. Metabolické dráhy jeho vzniku jsou však oproti ostatním BA 
poměrně komplikované (viz kapitola č. 4.5, str. 18).   

Hlavním zaměřením teoretické části dizertační práce je podat ucelený přehled 
metabolizmu putrescinu u bakterií a provedenými výzkumy metabolizmu 
putrescinu metodami PCR. Mikrobiální metabolizmus a možnosti jeho sledování 
a výzkumu jsou jednou z hlavních oblastí umožňujících ovlivňování jeho 
kumulace v potravinách. Tato část dizertační práce přináší přehled aktuálního 
stavu této oblasti.   

4.2. Putrescin a jeho působení v lidském organizmu 

Jak již bylo řečeno v úvodní části, zvýšený výskyt putrescinu v potravinách 
může mít řadu negativních dopadů, ať už na lidské zdraví, tak také na kvalitu 
potravin (viz kapitola č. 4.3, str. 17). Tato část se zabývá jak fyziologickými 
funkcemi putrescinu, tak i jeho negativním působením na lidské zdraví a kvalitu 
potravin.  

Putrescin plní významné fyziologické úlohy v široké škále živých buněk. 
Díky svým fyziologickým rolím a také díky tomu, že je prekurzorem pro 
syntézu dalších polyaminů (sperminu a spermidinu) je putrescin řazen mezi 
fyziologické aminy. Fyziologické funkce putrescinu a ostatních polyaminů jsou 
dány jejich polykationickou povahou, která je předurčuje k interakcím se 
záporně nabitými molekulami, jako jsou například DNA, RNA, bílkoviny, 
fosfolipidy aj. (Igarashi a Kashiwagi, 2010). Novější výzkumy pak ukazují, že 
putrescin spolu s ostatními polyaminy a fosforečnanovými ionty tvoří v jádrech 
buněk nukleární agregáty polyaminů (NAP), které jsou zodpovědné za výše 
uvedené interakce a mají vliv na trojrozměrnou strukturu DNA (Di Luccia et al., 
2009). Tyto interakce potom souvisí s regulací funkce stabilizace struktury 
nukleových kyselin a syntézou proteinů (Santos, 1996; Ming-Hon Hou et al., 
2001). Z analýz vyplynulo, že putrescin se váže na malý žlábek molekuly DNA 
(minor groove), čímž ovlivňuje její stabilitu (Medina et al., 2003; Ming-Hon 
Hou, 2001). Interakce polyaminů s nukleovými kyselinami jsou stále předmětem 
výzkumů (Wen a  Xie, 2013; Kabir a Kumar, 2013).  

Spolu s ostatními polyaminy se putrescin váže na membránové struktury, jako 
jsou fosfolipidy, hlavně u erytrocytů, což může vést ke snížení fluidity 
membrány, ale také ke zvýšení odolnosti proti fragmentaci stabilizací 
membránového skeletonu (Largue et al., 2007; Til et al., 1997). Bylo také 
zjištěno, že mimo stabilizace membrán a ovlivnění syntézy nukleových kyselin a 
proteinů se polyaminy podílí na odstraňování volných radikálů (Kaur-Sawhney 
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et al., 2003). Zajímavý je i fakt, že polyaminy se v relativně vysoké koncentraci 
vyskytují v mateřském mléce savců. U mnohých savců bylo zjištěno, že hrají 
důležitou roli jako luminální růstové faktory pro střevní zrání a růst (Christian, 
2000; Dufour et al.,1988) a mohou hrát významnou roli v prevenci vzniku 
potravinových alergií (Dandrifosse et al., 2000). U savců mají polyaminy přímý 
vliv na mnoho iontových kanálů a receptorů, z čehož vyplývá jejich vliv na 
regulaci  homeostáze  iontů Ca2+, Na+ a K+ (Li et al., 2007; Johnson, 1996, 
William, 1997). 

Bylo zjištěno, že orálně podaný putrescin je v těle velmi rychle distribuován, 
jak bylo prokázáno při pokusech s 14C putrescinem u dospělých krys. Během 30 
minut po podání putrescinu byla radioaktivita detekována ve střevech, krvi a 
různých orgánech, což naznačuje velmi rychlou distribuci putrescinu 
v organizmu a zdůrazňuje důležitost sledování obsahu putrescinu v potravinách 
(Bardocz et al., 1995). Z fyziologického hlediska patří putrescin mezi 
vazoaktivní aminy, a může tedy zvyšovat srdeční výkon, což může vést k 
selhání srdce nebo krvácení do mozku (Til et al., 1997; Kalač, 2009; Mohan et 
al., 2009), může způsobovat také takychardii nebo hypotenzi (Ladero et al., 
2010a).  

Vzhledem k významným fyziologickým funkcím je zřejmé, že narušení 
rovnováhy zvýšeným příjmem puterscinu z potravy může mít závažné 
toxikologické dopady. Ačkoli toxické účinky putrescinu jsou výrazně nižší než 
je tomu u histaminu nebo tyraminu, existuje mnoho závažných sekundárních 
efektů, které podporují zvýšený zájem o tento amin. Diaminy, jako je putrescin, 
mají například velmi důležitou roli při alimentárních otravách, protože mohou 
zesilovat toxický účinek histaminu, tyraminu a fenyletylaminu, tím že interagují 
s enzymy, které tyto BA metabolizují (Taylor and Eitenmiller, 1986), například 
při pokusech na guinejských prasatech a krysách bylo prokázáno, že putrescin až 
desetinásobně zesiluje toxicitu histaminu (Parrot a Nicot, 1966; Lehane a Olley, 
2000). Putrescin zvyšuje toxicitu histaminu tím, že inhibuje enzymy oxidující 
histamin: diaminooxidázu (DAO, EC 1.4.3.6) a histamin N-metyltransferázu 
(NMT, EC 2.1.1.8) (Stratton et al, 1991; Hernandez-Jover et al, 1997; Emborg a 
Dalgaard, 2006). 

Z toxikologického hlediska je vážným aspektem výskytu putrescinu 
v potravinách také možnost vzniku karcinogenních nitrosaminů. Putrescin může 
tvořit karcinogenní nitrosaminy reakcí s dusitany (Ten Brink et al., 1990; 
Shalaby, 1996; Bover-Cid a Holzapfel, 1999; Kalač et al., 2005a), která je 
zobrazena na obrázku č. 4.1.  
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Obr.4.1: Nitrosace putrescinu za vzniku N-nitrosopyrrolidinu (upraveno dle: 
Wainright, 1986) 
  

Iniciátorem této reakce  je  oxid  dusnatý,  který  vzniká z dusitanů, které jsou 
pravidelnými přídatnými látkami hlavně v masném průmyslu nebo doprovází 
mnoho potravin rostlinného původu. Zahříváním putrescinu se tvoří pyrrolidin a 
z něj působením tepla vzniká N-nitrosopyrrolidin (Gray a Collins, 1977; 
Karovičová a Kohajdová, 2005; Spinelli-Gugger et al., 1981).  
N-nitorosopyrrolidin je agenturou International Agency for Research on Cancer 
(IARC) řazen mezi karcinogeny skupiny 2B (pravděpodobný lidský 
karcinogen). Bylo také prokázáno, že putrescin zvyšuje riziko vzniku  
N-nitrosodimethylaminu (NDMA) v tepelně ošetřeném vepřovém mase (Drabik-
Markiewicz et al., 2011), tento N-nitrosoamin je agenturou US Environmental 
Protection Agency (EPA) klasifikován jako karcinogen skupiny 2B 
(pravděpodobný lidský karcinogen) a agenturou IARC jako karcinogen skupiny 
2A (podezřelý karcinogen pro člověka).  

Putrescin se navíc na vývoji novotvarů podílí ještě jiným způsobem, který 
úzce souvisí s jeho fyziologickou rolí. Jak již bylo napsáno výše, putrescin se 
spolu s ostatními polyaminy podílí na buněčném růstu a proliferaci buněk. 
Z tohoto důvodu byly prováděny výzkumy, v nichž bylo testováno potlačení 
růstu nádorových buněk tím, že byla potlačována aktivita ornitin dekarboxylázy 
(ODC) (Pegg et al., 1995), jednoho z enzymů odpovědného za vznik putrescinu. 
Jedním z nejčastějších inhibitorů ornitin dekarboxylázy používaných v terapii 
rakoviny byl difluormethylornitin (DFMO) (Meyskens a Gerner, 1995). 
Nicméně tumorové buňky mají schopnost absorbovat extracelulární aminy 
z potravy nebo aminy produkované gastrointestinálními bakteriemi, a proto 
nebyla tato terapie účinná (Seiler, 2003a, 2003b; Carruthers et al., 2007). 
Předběžné klinické studie však prokázaly, že snížení dietetárního příjmu 
polyaminů a snížení produkce polyaminů střevní mikroflórou je přínosné pro 
kvalitu života pacientů a zvládání bolesti (Cipolla et al., 2007).   
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4.3. Ovlivňování kvality potravin 

Kromě výše zmíněných toxických účinků má výskyt putrescinu v potravinách 
také nežádoucí organoleptické vlastnosti, nepříznivě ovlivňuje chuť i vůni 
potravin (Lehtonen, 1996), například v krevetách je senzoricky rozpoznatelný 
již v koncentracích 3 mg/kg (Benner et al., 2003). Zvýšený výskyt putrescinu je 
indikátorem kažení potravin způsobeným mikrobiální aktivitou a je například 
hlavním biogenním aminem, který indikuje kažení masa. Množství putrescinu, 
histaminu a kadaverinu je pak ukazatelem čerstvosti masa a je definováno jako 
BAI (Biogenic Amines Index), jak je uvedeno ve vztahu č. 1 (Karmas, 1981).  
  
                               

                      (1) 
 
 
 
Dle tohoto indexu se pak usuzuje na kvalitu a čerstvost masa následujícím 

způsobem: pokud je BAI < 5 jedná se o kvalitní čerstvé maso; je-li BAI mezi  
5 - 20 je pak maso označováno jako maso akceptovatelné kvality s počátečními 
známkami kažení; maso s hodnotou BAI 20-50 je maso nízké kvality a maso 
s BAI > 50  je označována jako maso zkažené (Hernández-Jover et al., 1996). 
Existují tedy dva hlavní důvody, proč se zaměřit na výzkum obsahu a vzniku 
putrescinu v potravinách – zaprvé pro jeho potencionální toxicitu a zadruhé lze 
jeho obsah použít jako ukazatele kvality potravin.  

Putrescin patří mezi jeden z hlavních BA vyskytujících se ve fermentovaných 
zeleninových pokrmech (průměrně 264 mg/kg), rybích omáčkách (98,1 – 99,3 
mg/kg), fermentovaných klobásách (84,2 – 84,6 mg/kg), sýrech (25,4 – 65,0 
mg/kg) a fermentovaných rybách (13,4 – 17,0 mg/kg) (EFSA, 2011). Dále se 
putrescin hojně nachází v mase a masných produktech. Putrescin je dle různých 
výzkumů převažujícím BA ve víně (Ancin-Azpilicueta et al., 2008), kde se 
vyskytuje v rozmezí 1-200 mg/l (Soufleros et al., 1998). Putrescin byl také 
nalezen ve všech testovaných 195 vzorcích evropských piv (Izquierdo-Pulido et 
al., 1996). Přehled o výskytu polyaminů (putrescinu, sperminu a spermidinu) 
v různých potravinách přináší mnohé publikace (Buňka et al., 2013; Lorencova 
et al., 2012; Buňková et al., 2010 a 2013; Kalač a Krausova, 2005b; Kalač a 
Křížek, 2012) a byly vytvořeny také některé databáze obsahu polyaminů 
v potravinách (Zoumas-Morse et al., 2007; Ali et al., 2011). Všeobecně je 
putrescin jedním z nejčastěji se vyskytujících BA v potravinách (Fernandez et 
al., 2007). 

Prozatím neexistuje legislativní limit pro obsah putrescinu v potravinách. Dle 
toxikologických dat byla akutní orální toxicita putrescinu u krys stanovena na 
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2000 mg/kg tělesné hmotnosti (Til et al., 1997). Někteří autoři se také zabývali 
návrhem maximální tolerovatelné hladiny putrescinu v potravinách. Například 
Rauscher-Gabernig et al. (2012) na základě toxikologických dat výskytu 
putrescinu v potravinách a průměrné spotřeby těchto potravin v Rakousku 
navrhli maximální tolerovatelné koncentrace putrescinu v rybách (170 mg/kg), 
fermentovaném zelí (140 mg/kg), sýrech (180 mg/kg), fermentovaných 
klobásách (360 mg/kg) a kořenících přípravcích (510 mg/kg).  

4.4. Bakteriální produkce putrescinu v potravinách 

 Vysoké koncentrace putrescinu často odpovídají dekarboxylázové aktivitě 
(aktivitě dekarboxylačních enzymů) kontaminující mikroflóry. Produkce 
putrescinu v potravinách bývá spojována zejména s bakteriemi rodu 
Pseudomonas a enterobakteriemi (Smith, 1981; Ten Brink et al., 1990). Také 
bakterie mající technologickou roli při výrobě fermentovaných potravin, jako 
jsou například bakterie mléčného kvašení (LAB), se mohou výrazně podílet na 
tvorbě BA (Fernandéz-García et al., 2000; Buňková et al., 2009, 2011, 2012).  

Všeobecně lze u bakterií říci, že jejich dekarboxylázová schopnost je závislá 
na jednotlivých kmenech a není tedy druhově specifická. Například kmeny 
Lactobacillus curvatus jsou známy svou aminogenezí (tvorbou BA), zatímco 
kmeny Lactobacillus sakei jsou často označovány za kmeny bez 
dekarboxylázové aktivity (netvořící BA) (Bover-Cid et al., 2008). LAB tvoří 
převážně tyramin, příležitostně však mohou produkovat i značná množství 
putrescinu a jiných BA (Straub et al., 1995; Bover-Cid et al., 2000; Buňková et 
al., 2009, 2010a). 

4.5. Bakteriální metabolizmus putrescinu 

Vzhledem k tomu, že právě bakteriální metabolizmus je hlavním zdrojem 
putrescinu v potravinách, zabývá se  tato část podrobným popisem bakteriálního 
metabolizmu putrescinu. Vznik putrescinu v potravinách může být řízen přes 
inhibici dekarboxylázové aktivity přítomných mikroorganizmů (Wendakoon a 
Sakaguchi, 1995), proto je důležité jeho metabolizmus a jeho možné 
ovlivňování intenzivně studovat. Tato část přináší přehled aktuálních poznatků  
o mikrobiálním metabolizmu putrescinu u gramnegativních i grampozitivních 
bakterií.  

Syntéza BA (včetně putrescinu) je u bakterií často spojována se ziskem 
energie nebo s rezistencí proti kyselému pH (Konings et al., 1997; Griswold et 
al, 2006). Většina BA vzniká jednou metabolickou dráhou za katalýzy jedním 
dekarboxylázovým enzymem. Naproti tomu putrescin může vznikat  
u gramnegativních bakterií hned třemi různými drahami, v nichž může být 
zahrnuto až 8 různých enzymů. V případě grampozitivních bakterií se jedná 
o dvě dráhy, kde pracují až 3 enzymy. Některé z těchto enzymů navíc mohou 
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mít 2 formy - biosyntetickou a biodegradativní, přičemž degradativní formy 
bývají indukovány mnoha faktory (včetně nízkého pH, anaerobních podmínek, 
přítomnosti sacharidů, koncentrace NaCl aj.) a formy biosyntetické bývají 
konstitutivně přepisovány patrně jako první část biosyntézy polyaminů 
v buňkách (Tabor a Tabor, 1984).   

 
4.5.1. Metabolizmus putrescinu a jeho produkce v potravinách u 

gramnegativních  bakterií   

U gramnegativních bakterií může být putrescin produkován třemi 
metabolickými drahami (obr. 4.2). Putrescin může být syntetizován buď přímo 
z ornitinu enzymem ornitin dekarboxylázou (ODC, EC 4.1.1.17; ornitin 
dekarboxylázová dráha) nebo nepřímo z argininu arginin dekarboxylázou přes 
agmatin (ADC, EC 4.1.1.19; arginin dekarboxylázová dráha). Obě tyto dráhy 
mohou u mnoha bakterií fungovat simultánně (Cunin et al., 1996;  Tabor and 
Tabor, 1972). 

Navíc pak ještě existují dvě varianty arginin dekarboxylázové dráhy. U obou 
je nejprve L-arginin dekarboxylován za vzniku agmatinu enzymem arginin 
dekarboxylázou. U enterobakterií je pak agmatin konvertován na putrescin  
a močovinu enzymem agmatinázou, (EC 3.5.3.11) (kódovanou genem speB), 
zatímco například u bakterií rodu Pseudomonas je agmatin nejprve 
hydrolyzován enzymem agmatin deiminázou, (EC 3.5.3.12), (kódovanou genem 
aguA) za vzniku N-karbamoyl putrescinu a amoniaku, podobně jako je tomu  
u některých LAB (lactic acid bacteria). Vzniklý N-karbamoyl putrescin je pak 
přeměněn enzymem N-karbamoylputrescin amidohydrolázou, (EC 3.5.1.53) (N-
CPAH, kódováným genem aguB) za odštěpení močoviny a vzniku putrescinu. 
Celé schéma je zobrazeno na obrázku č. 4.2; v tabulce č. 4.2 je uveden výčet 
enzymů zahrnutých v metabolizmu putrescinu (biosyntetická i katabolická 
dráha), genů kódujících tyto enzymy a skupiny mikroorganizmů, u nichž se 
daný gen zpravidla vyskytuje (informace získané na základě databází 
metabolických drah). 

U mnohých gramnegativních bakterií pak můžeme nalézt dvě formy ADC: 
biosyntetickou ADC (EC 4.1.1.19), kódovanou genem speA a biodegradativní, 
kódovanou genem AdiA u enterobakterií (Escherichia coli, Salmonella).  
U bakterií rodu Pseudomonas se vedle biosyntetické ADC (produkt speA) 
nachází také druhá forma dekarboxylázy schopná dekarboxylace argininu, 
zpravidla bývá označována jako „předpokládaná“ arginin dekarboxyláza a je 
kódována genem adi (někdy také označován jako gen Ldc). Geny  
pro biosyntetickou a biodegradativní ADC u gramnegativních bakterií 
nevykazují fylogenetickou příbuznost (zjištěno porovnáním sekvencí).  

Podobná situace je také v případě ornitin dekarboxylázy, kde například 
bakterie Escherichia coli má dvě formy ornitin dekarboxylázy – konstitutivní 
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(biosyntetickou), kódovanou genem speC a inducibilní, kódovanou genem speF. 
U E. coli se jedná o isozymy, kdy oba geny mají podobnou strukturu, ale liší se 
v regulaci. Tyto dva geny vykazují velmi nápadnou podobnost a pravděpodobně 
sdílí společný evoluční vývoj (Applebaum et al., 1977). Podobně je tomu patrně 
i u ostatních enterobakterií u nichž se vyskytují obě formy ornitin 
dekarboxylázy.  

Enterobacteriaceae, stejně tak jako Pseudomonas sp., byly identifikovány 
jako hlavní producenti putrescinu v různých typech potravin. V mnoha 
publikacích byla popsána zvýšená produkce putrescinu ve spojení s výskytem 
enterobakterií v potravinách. Enterobakterie byly shledány jako zodpovědné  
za produkci putrescinu ve fermentovaných klobásách (Lu et al., 2010; Curiel et 
al., 2011; Pircher et al., 2007), mletém mase a hamburgerech (Durlu-Özkaya et 
al., 2001), v rybích produktech (Pons-Sánchez-Cascado  et al., 2005; Özogul a 
Özogul, 2005; Özogul et al., 2002), ve vzorcích z povrchu chlazené drůbeže 
(Buňková et al., 2010a) nebo v sýrech (Marino et al., 2000). Enterobacteriaceae 
a Pseudomonas izolované ze špenátu byly také shledány jako in vitro producenti 
putrescinu (Lavizzari et al., 2010). Některé kmeny rodu Pseudomonas byly 
určeny jako dobří producenti putrescinu jak v modelovém médiu (Landete et al., 
2008, 2010), tak v rybích produktech (Pons-Sánchez-Cascado  et al., 2005; 
Özogul a Özogul, 2005).  

Někteří autoři pak také detekovali výskyt prekurzoru putrescinu -  agmatinu -  
v souvislosti s výskytem gramnegativních bakterií v potravinách (Pons-Sánchez-
Cascado et al., 2005; Özogul and Özogul, 2005; Buňková et al., 2010a; Curiel et 
al., 2011; Saccani et al., 2005). Přítomnost agmatinu je důležitým důkazem 
skutečnosti, že gramnegativní mikroorganizmy tvoří putrescin nejen ODC 
dráhou, ale že aktivně využívají i ADC dráhy. 
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 Obr. 4.2:  Schéma metabolizmu putrescinu u gramnegativních bakterií; zkratky jsou vysvětleny v tabulce č. 4.2. 
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Tabulka 4.2 Přehled klíčových enzymů metabolizmu putrescinu, jejich genů a 
skupin mikroorganizmů 

 
 
4.5.2. Metabolizmus putrescinu a jeho produkce v potravinách u 

grampozitivních  bakterií 

LAB, které se řadí mezi technologicky významné grampozitivní bakterie, 
využívají metabolické dráhy biodegradace (katabolizmu) aminokyselin pro 
získání metabolické energie (Fernández a Zúñiga, 2006), případně jako 
mechanizmus rezistence proti nízkému pH (Konings, 2002). Tyto LAB nesoucí 
katabolické cesty vzniku putrescinu jsou pak jeho zdrojem v potravinách (Silla 
Santos, 1996; Ten Brink et al., 1990). Tyto dráhy jsou u LAB zmiňovány spíše 
jako kmenově specifické, než-li druhově specifické, což naznačuje, že výskyt 
těchto drah je dán horizontálním přenosem genů (Lucas et al., 2005; Marcobal et 
al., 2006). V poslední době se však objevují také výzkumy, které potvrzují i 
druhově specifickou schopnost tvořit určitý BA (Ladero et al., 2011a). 
Například 90 % všech testovaných kmenů Enterococcus faecium izolovaných ze 
sýrů bylo označeno jako producenti tyraminu. Rovněž Pleva et al. (2012) zjistili 
téměř 85 % produkci tyraminu u enterokoků izolovaných z masa králíků. Mezi 
kmeny rodů E. faecalis se pak velmi často objevují putrescin produkující kmeny 
(Llácer et al., 2006; Ladero et al., 2012a), což by mohlo naznačovat druhově 
specifickou schopnost produkce putrescinu (agmatin deiminázovou cestou). 

U grampozitivních mikroorganizmů se mohou v metabolizmu putrescinu 
všeobecně vyskytovat dvě metabolické dráhy: ornitin dekarboxylázová (ODC, 

Enzym Gen Skupiny mikroorganizmů nesoucí gen  

Arginin dekarboxyláza -  
biosyntetická 

speA Enterobacteriaceae; Pseudomonas sp. 

Arginine dekarboxyláza - 
biodegradativní 

AdiA Escherichia coli, Salmonella sp. 

Orn/Lys/Arg dekarboxyláza 
family protein 

Ldc, 
adi 

Pseudomonas sp. 

Agmatináza speB 
Enterobacteriaceae (kromě Yersinia sp. a   

     Pectobacterium carotovorum) 

Agmatin deimináza aguA 
Pseudomonas sp., Yersinia sp., grampozitivní 
bakterie 

N-karbamoylputrescin 
amidohydroláza 

aguB Pseudomonas sp., Yersinia sp. 

Ornitin dekarboxyláza  - 
biosyntetická 

speC Enterobacteriaceae  Pseudomonas sp. 

Ornitin dekarboxyláza - 
biodegradativní 

speF Enterobacteriaceae, grampozitivní bakterie 

Putrescin karbamoyl 
transferáza 

ptcA LAB 
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pouze biodegradativní forma) a agmatin deiminázová (AgDI), přičemž ODC 
dráha se vyskytuje spíše u bakterií izolovaných z vína a AgDI dráha u bakterií 
izolovaných z moštů a sýrů (Romano et al., 2012). Prozatím pouze u jednoho 
kmene LAB (Lactobacillus hilgardii X1B izolovaného ze vzorku vína) byla 
popsána arginin dekarboxylázová dráha (Arena a Manca de Nadra, 2001). 
Schéma metabolizmu putrescinu u grampozitivních bakterií je znázorněno  
na obrázku č. 4.3., výčet enzymů zahrnutých v metabolizmu putrescinu je 
uveden v tabulce č. 4.2. 

První skupina z výše jmenovaných drah, tedy dekarboxylační dráha 
(například ODC dráha), zahrnuje vždy dva proteiny – dekarboxylázu a příslušný 
transportní protein, který je zodpovědný za transport aminokyselin do 
cytoplazmy a antiport biogenního aminu ven z buňky. Dekarboxyláza pak 
dekarboxyluje aminokyselinu za vzniku BA a oxidu uhličitého. Tato dráha 
produkuje protonmotivní sílu a alkalizuje cytoplazmu (Romano et al., 2012).  

AgDI dráha funguje na jiném principu než přímá dekarboxylační dráha. Tato 
dráha sestává z transportního kroku následovaného dvěma enzymy. Prvním 
enzymem je agmatin deimináza (kódovaná genem aguA), která konvertuje 
agmatin na N-karbamoylputrescin a amoniak. Druhým enzymem je putrescin 
karbamoyláza (kódovaná genem ptcA, některými autory označován také jako 
aguB) produkující karbamoylfosfát a putrescin. Vzniklý karbamoylfosfát je pak 
rozložen kinázou (kódovaná genem aguC) za vzniku ATP, oxidu uhličitého a 
amoniaku. Tímto způsobem mohou LAB získávat energii. Substrát a produkt 
jsou opět vyměněny antiportem (Driessen et al., 1988). Přítomnost genu ptc byla 
prozatím prokázána pouze u malého počtu bakterií; např. Enterococcus 
Faecalis, Lactobacillus brevis (Llacer et al., 2007; Lucas et al., 2007) 

Všechny geny AgDI dráhy se nacházejí na agmatin deiminázovém genovém 
klastru (AGDIc). AgDI dráha se u většiny LAB vyskytuje společně s tyrozin 
dekarboxylázovou dráhou, což je dáno faktem, že geny pro AgDI dráhu jsou 
propojeny s operonem pro tyrozin dekarboxylázovou dráhu (předpokládaný 
lokus rezistence proti kyselému prostředí (Lucas et al., 2007). Toto pravidlo 
však neplatí vždy, protože v poslední době bylo zjištěno, že u kmenů E. faecalis 
se klastry pro  TDC (tyramin dekaraboxyláza) a AgDI dráhy  vyskytují odděleně 
(Ladero et al., 2012a). 

V poslední době byla AgDI dráha prokázána u Lactobacillus brevis (Lucas et 
al., 2007; Coton et al., 2010), Lactobacillus collinoides, Lactobacillus mali, 
Leuconostoc mesenteroides a Oenococcus oeni v moštu a u Lactobacillus 
fructivorans ve víně (Coton et al., 2010), Pediococcus parvulus, Lactobacillus 
paracollinoides (Ladero et al., 2011b), Lactobacillus hilgardii (Alberto et al., 
2007, Coton et al., 2010), Streptococcus mutans (Griswold, et al., 2004), 
Enterococcus faecalis (Simon a Stalon, 1982; Driessen et al., 1988; Llácer et al., 
2006; Ladero et al., 2012a). Klastry podobných genů pak byly nalezeny také 
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Obr. 4.3: Katabolizmus agmatinu a ornitinu u bakterií mléčného kvašení. AguA – agmatin deimináza, speF (odc) – ornitin 
dekarboxyláza, ptc – putrescin karbamoyl transferáza. 
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u Lactococcus lactis, Listeria monocytogenes, Lactobacillus sakei a Pedicoccus 
pentosaceus (Naumoff  et al., 2004).  

Některé Oenococcus oeni mají ODC dráhu (Marcobal et al., 2004), což 
potvrdili i  Ladero et al. (2011b), Coton et al. (2010), Izquierdo Canas et al., 
(2009) a Romano et al., (2012), kteří identifikovali ODC pozitivní kmeny 
Oenococcus oeni. U kmenů O. oeni se vyskytuje ODC dráha patrně díky 
horizontálnímu transferu (Marcobal et al., 2006). ODC byla také prokázána u 
kmene Lactobacillus sp. 30a (Hackert et al., 1994), Lactobacillus mali (Coton et 
al., 2010) a Lactobacillus brevis IOEB 9906 (Romano et al., 2012). Geny 
vysoce podobné genům pro ODC byly také nalezeny u Lactobacillus 
acidophilus (Azcarate-Peril et al., 2004) a u některých kmenů Lactobacillus 
johnsonii (Pridmore et al., 2004; Wegmann et al., 2009). 

U metabolických drah LAB byla zatím vypozorována pouze některá pravidla 
v metabolizmu putrescinu. Například dle Cotton et al. (2010) a Ladero et. al. 
(2011b) u putrescin produkujících kmenů LAB v moštu a víně byla dominantní 
AgDI dráha. Naproti tomu dle Nannelli et al. (2008) jsou hlavními producenty 
putrescinu ve víně LAB nesoucí ODC dráhu. Romano et al., (2012) publikovali 
práci, v níž předpokládají existenci dvou odlišných ODC drah u LAB. Druhá, 
nově publikovaná dráha, se skládá z dekarboxylázy ornitinu a L-2,4-
diaminomáselné kyseliny (DABA) a transportéru, který zprostředkovává 
jednosměrný transport ornitinu do cytoplazmy. Diaminy, které vznikají tímto 
systémem, jsou ponechány v cytosolu. Tato druhá dráha byla prokázána 
například u Lactobacillus gasseri a Lactobacillus casei a může být obdobou 
biosyntetické dráhy vyskytující se běžně u gramnegativních bakterií.  

LAB patří mezi hlavní bakterie zodpovědnými za přítomnost putrescinu  
ve víně (Ancin-Azpilicueta et al., 2008). Prozatím nebyla ze sýrů vyizolována 
žádná LAB nesoucí ODC dráhu, LAB izolované ze sýrů produkují putrescin 
deaminací agmatinu přes AgDI dráhu. Tato dráha byla prokázána např. u kmenů 
Enterococcus faecalis, Lactobacillus brevis, Lactobacillus curvatus  
a Lactococcus lactis (Joosten a Northolt, 1987; Komprda et al., 2008, Ladero et 
al., 2011a; Ladero et al., 2011c). U Lactococcus lactis bylo zjištěno, že AgDI 
dráha je pro tyto kmeny druhově specifická a nebyla patrně získaná 
horizontálním přenosem. Mnohé kmeny Lactococcus lactis však nesou v AgDI 
clusteru inzerci (IS983 element), která inaktivuje přepis tohoto klastru, a tyto 
Lactococcus lactis jsou díky tomu putrescin neprodukující (Ladero et al., 
2011a). 

Mnohé grampozitivní bakterie jsou využívány jako startérové kultury  
a mnohé z nich jsou zodpovědné za zvýšený výskyt putrescinu  
ve fermentovaných výrobcích. Na druhou stranu vhodně zvolená zákysová 
kultura (neprodukující BA nebo produkující v omezeném rozsahu) může pomoci 
omezit kumulaci BA (Bover-Cid et al., 2001; Fernández-García et al., 1999). 
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4.6. Odbourávání putrescinu – detoxifikace 

Detoxifikační systém biogenních aminů u savců zahrnuje specifické enzymy 
– aminooxidázy, které katalyzují oxidativní deaminaci aminů za vzniku 
odpovídajícího aldehydu, amoniaku a peroxidu vodíku (viz obrázek č. 4.4). Tyto 
aldehydy jsou (kvůli své toxicitě) rychle přeměňovány intracelulárními aldehyd 
dehydrogenázami na aminokyseliny a laktamy (Seiler a Douaud, 1998). Tato 
dráha se nazývá dráhou terminační, protože vzniklé produkty už nemohou být 
recyklovány na polyaminy. Všechny deriváty polyaminů vznikající při této 
terminální degradaci jsou pak složkami moči savců (Van den Berg et al., 1985) 

Hlavní cestou katabolizmu polyaminů u savců je oxidativní deaminace, 
enzymem Cu2+ diaminooxidázou (DAO, EC 1.4.3.22) (Brazeau et al., 2004), 
který se ve značném množství nachází ve střevní sliznici, játrech a ledvinách. 
Tyto diaminoxidázy kromě putrescinu deaminují také histamin a kadaverin. 
V různých tkáních pak mají tyto DAO různé biochemické vlastnosti (Seiler and 
Douaud, 1998). Putrescin je výše zmíněným enzymem přeměněn  
na γ-aminobutyraldehyd za současné tvorby amoniaku a peroxidu vodíku. 
Vzniklý aminoaldehyd je následně metabolizován na GABA (γ-aminobutanovou 
kyselinu) (Bagni a Tassoni, 2001).  

Další možností je odbourávání putrescinu enzymem monoaminoxidázou 
(MAO). Pro tuto reakci je putrescin nejprve acetylován enzymem diamin acetyl 
transferázou (EC 2.3.1.57) za vzniku N-acetylputrescinu, ten je následně 
působením MAO (N-acetylputrescin oxidázou, EC 1.4.3.4) převeden na  
N-acetyl-γ-aminobutyraldehyd. Ten je dále dehydrogenován a hydrolyzován  
až na kyselinu γ-aminomáselnou. Tato dráha probíhá např. uvnitř mitochondrií 
savčích mozkových buněk (Seiler a Therib, 1974).  

Katabolizmus polyaminů u člověka není za určitých podmínek dostačující  
a mohou se dostavit toxikologické projevy způsobené zvýšením hladiny 
jednotlivých polyaminů. Mezi rizikové skupiny patří zejména děti, alergici, lidé 
užívající inhibitory mono- a diaminoxidáz (antidepresiva, antiparkinsonika)  
a lidé s gastrointestinálními problémy (zánět žaludku, Crohnova choroba, 
žaludeční vředy), protože aktivita oxidáz u těchto jedinců bývá nižší než  
u zdravých lidí. Toxikologické účinky putrescinu mohou být zesíleny současnou 
přítomností etanolu a acetaldehydu, protože podporují jejich transport přes 
střevní stěnu. Současné působení putrescinu a alkoholu je pak závažné zejména 
při konzumaci alkoholických nápojů se zvýšeným obsahem putrescinu (Santos, 
1996). Dalším faktorem snižujícím aktivitu aminooxidáz je kouření, kdy  
u kuřáků bylo pozorováno snížení aktivity aminooxidáz až o 30 % v důsledku 
inhibičního efektu některé ze sloučenin obsažené v tabáku či tabákovém kouři 
(Berlin and Anthenelli, 2001). 
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Obr. 4.4: Oxidativní deaminace aminů (upraveno dle James Storer a Antonio 

Ferrante, 1998) 

4.7. Faktory ovlivňující výskyt putrescinu v potravinách 

Hlavním zdrojem BA v potravinách jsou mikroorganizmy 
s dekarboxylázovou aktivitou. Mikrobiální vznik BA je ovlivňován mnoha 
faktory – přítomnými mikroorganizmy, pH, teplotou, obsahem NaCl atd. 

Co se týká mikrobiálního zastoupení, tak dekarboxylázová i deiminační 
aktivita bývají popisovány u různých druhů, rodů a kmenů grampozitivních  
i gramnegativních bakterií. Pro tyto bakterie může být produkce biogenních 
aminů zdrojem energie, formou rezistence proti kyselému prostředí (Konings et 
al., 1997), formou regulace DNA či mohou vystupovat jako antioxidanty (Kaur-
Sawhney et al., 2003).  

V některých případech se schopnost tvorby BA jeví jako druhově 
charakteristická, například produkce putrescinu agmatin deiminázovou dráhou  
u druhů Lactococcus (Ladero 2011a), v jiných případech pak je schopnost 
produkce BA kmenově specifická (Bover-Cid a Holzapfel, 1999, Buňková et al., 
2011) například u  gramnegativnímch bakterií, zejména enterobakterií a bakterií 
rodu Pseudomonas. Poslední výzkumy však ukázaly že i mnohé grampozitivní 
bakterie mají tuto schopnost (viz kapitola 4.5.2.) a bylo prokázáno, že v určitých 
typech potravin (např. víno) jsou LAB hlavním zdrojem putrescinu (Ancin-
Azpilicueta et al., 2008).  

 Přítomnost zvýšeného množství putrescinu však bývá nejčastěji spojována  
se zvýšeným výskytem gramnegativních bakterií (ten Brink et al., 1990, Pircher 
et al., 2007; Delbès-Paus et al., 2012; Buňková et al., 2010a), kde se zpravidla 
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jedná o výsledek špatného výrobního procesu, špatné kvality surovin nebo 
nedostačujících hygienických podmínek při výrobě anebo skladování. V případě 
grampozitivních bakterií pak takováto přímá úměra neexistuje, což může být 
dáno právě faktem, že dekarboxylázová či deiminační aktivita bývá často 
kmenově specifická (Halász et al., 1994). Všeobecně však platí, že i zvýšený 
výskyt mikroorganizmů nemusí nutně vést ke zvýšené produkci BA. 
Mikroorganizmy totiž využívají uvedené metabolické dráhy často  
za specifických podmínek. Výskyt BA může být tedy ovlivněn kombinací 
dalších významných faktorů. 

Jedním z nejvýznamnějších faktorů ovlivňujících produkci BA je pH, které 
souvisí s pH optimem dekarboxyláz, přičemž je známo, že bakteriální 
inducibilní dekarboxylázy mají zpravidla pH optimum v kyselé oblasti  
(viz následující text) (Gale, 1946). Mnohé výzkumy pak potvrdily, že mírné 
snížení pH vede ke zvýšení tvorby putrescinu (Greif et al., 2006). Naproti tomu 
však jiné výzkumy ukázaly, že rychlý pokles pH má opačné účinky, a to díky 
poklesu růstu dekarboxylačních mikroorganizmů (Gardini et al., 2001, Maijala 
et al., 1993; Bover-Cid et al., 2001). Zvýšení pH pak vede ke snížení produkce 
putrescinu (Greif et al., 2006).  

Jedním z enzymů, který je v tomto ohledu dobře prostudován, je 
biodegradativní arginin dekarboxyláza. Ta je velmi silně indukována v kyselém 
prostředí v nadbytku substrátu. Exprese genu AdiA, který kóduje tuto 
dekarboxylázu, je indukována nízkým pH (Stim and Bennett 1993). Také 
biodegradabilní ODC je u E. coli indukována nízkým pH a hraje roli při regulaci 
intracelulárního pH (Applebaum et al., 1977). Dekarboxylace ornitinu na 
putrescin a následná výměna putrescinu za ornitin je cyklus, který vytváří 
protonmotivní sílu a který je indukován při nízkém pH za účelem chránit 
bakterii při snížení pH (Romano et al., 2012) 

U LAB byla prozatím prokázána pouze existence biodegradativní formy ODC 
u Lactobacillus sp. 30a, která je také indukována nízkým pH, čímž kompenzuje 
pokles pH vzniklý produkcí kyseliny mléčné (Gale, 1946).   

Nejen dekarboxylázy jsou indukovány mírně kyselým pH, obdobné chování 
bylo zaznamenáno i u agmatin deiminázy, enzymu nacházejícím se v agmatin 
deiminázové dráze, kdy bylo zjištěno, že gen aguA1 bakterie Lactobacillus 
brevis je transkripčně indukován nízkým pH (Arena et al., 2010). 

Dalším významným faktorem ovlivňujícím bakteriální produkci BA je obsah 
NaCl. Bylo publikováno mnoho prací, které potvrzují, že s vyšší koncentrací 
NaCl dochází k poklesu tvorby BA obecně. Důvodem je jak snížení počtu 
bakteriálních buněk (Gardini et al., 2001), tak snížení aktivity membránově 
vázaných dekarboxyláz (Sumner et al., 1990; Chander et al., 1989). Tento trend 
byl popsán například u kmene Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 
(Chander et al., 1989), u Enterococcus faecalis EF37 (Gardini et al., 2001) nebo 
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u Enterococcus faecium, kde byl sledován pokles produkce tyraminu (Pleva et 
al, 2012). Pokles v produkci BA se zvýšením obsahu NaCl byl popsán také  
u některých typů potravin, například ve fermentovaných klobásách (Roseiro et 
al., 2006), v sýru feta (Valsamaki et al., 2000), či íránských sýrech (bílé sýry 
zrající/skladované v solném nálevu) (Aliakbarlu et al., 2009).  

Naproti tomu vyšší produkce tyraminu byla u Enterococcus durans CCDM 
53 zaznamenána v prostředí s vyšší koncentrací NaCl (Buňková et al., 2012). 
Podobně Buňková et al. (2011) zjistili u pěti kmenů Lactococcus lactis 
využívaných v technologii výroby sýrů vyšší produkci tyraminu v prostředí se 
2% (w/v) NaCl než v prostředí s 1% (w/v) nebo bez přidané soli. Rovněž  
i u gramnegativních bakterií rodů Enterobacter nebo Morganella byla zjištěna 
vyšší produkce BA v prostředí s vyšší koncentrací NaCl než v prostředí s nižší 
koncentrací nebo bez přídavku soli (Greif et al., 2006; Emborg and Dalgaard, 
2008). Vyšší produkci tyraminu v prostředí s vyšší koncentrací NaCl si lze podle 
Wolken et al. (2006) and Pereira et al. (2009) vysvětlit tím, že Na+ ionty jsou 
zahrnuty v regulaci intracelulárního pH. Ionty Na+ jsou antiportem vyměňovány 
za ionty H+, které jsou tak odstraňovány z buňky.  

Snížení produkce putrescinu u Enterobacter cloacae v důsledku zvýšení 
koncentrace NaCl ve své práci pak publikoval Greif et al. (2006); také Bover-
Cid et al. (2009) sledovali pokles produkce putrescinu enterobakteriemi 
v souvislosti se zvýšením obsahu NaCl.  

Obsah cukrů také významně ovlivňuje produkci BA v potravinách. Jak již 
bylo zmíněno výše, vhodně zvolená zákysová kultura může pomoci omezit 
kumulaci BA. Bylo zjištěno, že přídavek cukrů významně podporuje růst 
startérových kultur, což vede k potlačení růstu Enterobacteriaceae a tím  
ke snížení akumulace putrescinu (Bover-Cid et al., 2000, 2009).  

Obdobně pak ovlivňuje produkci BA teplota. Mnoho publikací potvrzuje 
zvýšení obsahu BA v různých typech potravin se zvyšující se teplotou a dobou 
skladování (Halasz et al., 1994; Stratton et al., 1991; Gardini et al., 2001; Pinho 
et al., 2001; Gennaro et al., 2003; Santos et al., 2003; Martuscelli et al., 2000; 
Buňková et al., 2010a). Avšak i dlouhodobé skladování masa za nízkých teplot 
(4 °C) může vést ke kumulaci putrescinu v důsledku aktivity psychrotrofních 
pseudomonád (Paulsen a Bauer, 1997), stejně tak bylo shledáno, že při 
skladování ryb a krevet na ledu mohou přežívat některé rody produkující BA 
jako Photobacterium, Aeromonas nebo Micrococcus. (Lakshmanan et al., 2002). 
Naopak zvýšení teploty u fermentovaných výrobků může vést k posílení 
startérových LAB a tím k potlačení růstu nestartérových BA pozitivních 
mikroorganizmů (Maijala et al., 1995).  

Mezi další faktory ovlivňující produkci BA v potravinách patří také obsah 
volných aminokyselin, přítomnost kyslíku, vodní aktivita, přítomnost dalších 
látek či interackce mezi mikrobiálními kulturami (Naila et al. 2010).  
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Bylo publikováno několik prací, které se zabývají sledováním více faktorů na 
produkci BA současně, například sledování vlivu faktorů délky a teploty 
skladování u zrajících sýrů (Komprda et al., 2012; Buňková et al., 2010a; 
Pachlová et al., 2012). Hernández-Orte et al. (2008) zkoumali ovlivňování 
produkce BA v průběhu malolaktické fermentace (MLF) použitím různých 
bakteriálních kultur (srovnání přirozených a zaočkovaných MLF kultur)  
a sledování vlivu doby zrání v dubových sudech. Po MLF došlo ke zvýšení 
obsahu všech sledovaných BA, včetně putrescinu, u vín se starterovou kulturou 
byl však tento nárůst výrazně nižší. S dobou zrání se zvyšoval obsah všech BA. 
Přímý vliv faktorů na produkci BA byl zkoumán například u 2 kmenů bakterie 
Oenococcus oeni. Byl zkoumán vliv pH, obsahu etanolu a kyseliny jablečné, 
kdy výraznější vliv na produkci putrescinu ornitin dekarboxylázovou dráhou 
mělo pouze snížení pH (Marques et al., 2008). U bakterie Lactobacillus 
hilgardii X1B byl podrobně analyzován vliv faktorů (čas, teplota, pH, množství 
etanolu, cukrů a organických kyselin) na produkci putrescinu agmatin 
deiminázovou cestou. Bylo zjištěno, že nejvyšší produkce putrescinu nastává při 
pH 4-6; obsah cukrů a argininu pak výrazně inhibují produkci putrescinu, 
naproti tomu zvýšení koncentrace kyseliny vinné a mléčné zvyšuje produkci 
putrescinu; přídavek putrescinu pak neměl vliv na produkci putrescinu u tohoto 
kmene (Arena et al., 2008).  

Více informací o vlivu faktorů na vznik BA v potravinách lze najít 
v přehledových článkách například Chong et al. (2011) a Suzzi a Gardini (2003). 

 

4.8. Metody stanovení putrescinu a agmatinu 

Pro stanovení obsahu putrescinu a agmatinu (jako jednoho z prekurzorů 
putrescinu), či jejich producentů v potravinách, bylo v posledních letech 
vyvinuto velké množství metod. Nejčastěji používanými jsou metody 
mikrobiologické založené na použití dekarboxylačního média obsahujícího pH 
indikátor a aminokyselinu(y) jako prekurzory BA; analytické - hlavně separační 
metody v různých modifikacích (nejčastěji vysokoúčinná kapaplinová 
chromagrografie (HPLC) a kapilární zónová elektroforéza (CZE)) a molekulárně 
biologické (zahrnující zejména metody polymerázové řetězové reakce (PCR)).  

Mnoho autorů se zabývalo zjišťováním obsahu BA v různých typech potravin 
(za různých podmínek úpravy a skladování) metodami HPLC, tenkovrstvé 
chromatografie (TLC) a kapilární elektroforézy (CE). Pro bližší přehled 
analytických metod je možné použít přehledový článek Önal (2007).  

Většina autorů stanovovala pouze koncentraci putrescinu, jen málo autorů 
zařadilo mezi sledované BA i agmatin. Pro potvrzení faktu, že putrescin je 
v potravinách produkován více metabolickými drahami, je důležitý právě důkaz 
přítomnosti meziproduktu agmatinu (meziprodukt arginin dekarboxylázových 
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drah). Agmatin v různých vzorcích potravin detekovala řada autorů. Za použití 
iontově výměnné chromatografie detekovali agmatin v potravinách Buňková et 
al. (2010a), Saccani et al. (2005), Curriel et al. (2011) a metodou HPLC pak 
nalezli agmatin v různých vzorcích potravin také Pons–Sanchez-Cascado et al. 
(2005), Özogul and  Özogul (2007) and Arena and Manca de Nadra (2001).  

Nicméně klasické analytické metody nám podávají pouze informaci o již 
vyprodukovaných množstvích BA. Jiný druh informace nám mohou dát metody 
molekulární biologie, zejména pak PCR a její modifikace. Tyto metody nám 
umožňují detekovat přítomnost mikroorganizmů, které mají potenciál tyto 
aminy vytvořit (Landete et al., 2007). Můžeme tedy detekovat potenciální 
tvorbu BA. Těmito metodami pak také můžeme detekovat přítomnost klíčových 
genů zapojených v metabolizmu jednotlivých BA a zjišťovat, které 
mikroorganizmy jsou v dané potravině za produkci BA zodpovědné (De las 
Rivas et al., 2005; Landete et al., 2007; Torriani et al., 2008). Dále je možné 
metodami molekulární biologie zkoumat metabolizmus aminů a možnosti jeho 
ovlivňování; metodou real time PCR je pak možno přímo kvantitativně 
vyhodnocovat množství přítomných genů/mikroorganizmů či sledovat genovou 
expresi klíčových genů (Fernández et al., 2006; Ladero et al., 2010b; Nannelli et 
al., 2008). Metodami sledování genové exprese pak můžeme experimentálně 
sledovat expresi klíčových genů za různých podmínek (Arena et al., 2010), 
případně sledovat vliv faktorů na expresi těchto genů (Calles-Enríquez et al., 
2010). 

V metabolizmu putrescinu je zahrnuto několik enzymů, které jsou kódovány 
příslušnými geny (viz tabulka č. 4.2). PCR umožňuje amplifikovat několik 
molekul cílového genu (DNA templátu) a generovat miliony kopií tohoto 
sledovaného genu. Takto můžeme detekovat sekvence genů odpovídající 
zkoumaným enzymům a tím předpovědět, zda daný mikroorganizmus má 
potenciál tvořit BA.  

Pro detekci producentů putrescinu bylo vyvinuto pouze několik PCR metod. 
Většina vyvinutých primerů je určena pro detekci směsi genů kódujícího ornitin 
dekarboxylázu u gramnegativních i grampozitivních bakterií (Constantini et al., 
2006; De las Rivas et al., 2005, 2006, 2007; Marcobal et al., 2005) a pro detekci 
genu AguA kódujícího agmatin deiminázu, která produkuje putrescin z agmatinu 
u některých LAB a Pseudomonas sp. (Coton et al., 2010; Landete et al., 2010; 
Nannelli et al., 2008). Některé z těchto primerů byly použity také v multiplex 
PCR pro simultánní detekci více dekarboxylázových genů (Coton et al., 2010; 
Nannelli et al., 2008, Constantini et al., 2009). V tabulce č. 4.3 je uveden 
přehled publikovaných primerů, cílové geny a informační zdroj.  

PCR primery byly vyvinuty zejména k detekci genu odc hlavně  
u grampozitivních bakterií. Pro detekci genu odc u LAB byly vyvinuty primery 
odcf/odcr (Nanneli et al., 2008), ODC1/ODC2 (Coton et al., 2010), 
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AODC1/AODC2 (Constantini et al., 2006) a 4/15 (Marcobal et al., 2005).  
Pro detekci odc genů u obou – LAB i enterobakterií byly vyvinuty dvě sady 
primerů. První z nich navrhli Marcobal et al. (2005); primery 3/16 byly vyvinuty 
k detekci odc genů v LAB stejně tak jako pro odc geny u některých 
gramnegativních bakterií. Posledně zmíněné primery umožňují například detekci 
odc u Escherichia coli a Morganella morganii. Bohužel však tato sada primerů 
nedetekovala gen odc u Proteus vulgaris, u nějž je známo, že je ornitin 
dekarboxyláza pozitivní. Primer set 3/16 nebyl navržen pro detekci genu odc  
u bakterií rodu Pseudomonas. Druhá sada primerů vytvořená pro detekci genů 
odc u LAB i enterobakterií je PUT1-F/PUT1-R (Muñoz et al., 2004). Tento set 
primerů spolehlivě detekuje přítomnost genů odc u enterobakterií, není však 
určen pro Pseudomonas. Fadhlaoui-Zid et al. (2012) prokázali, že tato sada 
primerů amplifikuje směs genů speC a speF. Speciální sada primerů 
PUT2F/PUT2-R byla navržena pro detekci genů u Pseudomonas (Muñoz et al., 
2004).  

Pro detekci genů aguA u LAB bylo navrženo několik sad primerů: 
AGDIfor/AGDIrev (Lucas et. al, 2007), agdif/agdir (Nanneli et al., 2008)  
a AgD1/AgD2 (Coton et al., 2010). Dále byly vyvinuty tři sady primerů pro 
detekci klastru genů zahrnutých v AgDI dráze pro tři LAB. Tyto primery byly 
úspěšně použity v multiplex qPCR (Ladero et al., 2012b). Landete et al. (2010) 
vytvořili set primerů AguA-F/AguA-R k detekci genu aguA u LAB  
a Pseudomonas sp. V téže publikaci je prezentována také sada primerů určená 
pro detekci putrescin transkarbamoylázy (kódováno genem ptc) v AgDI dráze  
u LAB. Speciální sady primerů byly vytvořeny pro odlišení putrescin 
produkujících (přes AgDI dráhu) a putrescin neprodukujících Lactobacillus 
lactis, a to pomocí detekce přítomnosti inaktivující inzerce (IS983) (Ladero et 
al., 2011a).  

Byly vytvořeny také metody multiplex PCR, které zefektivňují využití těchto 
primerů v praxi. Například Coton et al. (2010) vyvinuli multiplex PCR se čtyřmi 
sadami primerů pro simultální detekci tyrozin dekarboxylázy, histidin 
dekarboxylázy, ODC (za použití ODC1/ODC2 primerů) a agmatin deiminázy 
(detekce genu aguA za použití AgD1/AgD2 primerů) u LAB. Constantini et al. 
(2009) použili tři sady primerů pro detekci TDC, HDC a ODC (s primery 
16/AODC1u LAB).  

Dále byly publikovány také některé qPCR metody pro kvantifikaci 
producentů putrescinu. Nanneli et al. (2008) a Ladero et al. (2011c) použili 
primerů agdif/agdir a odcf/odcr pro kvantifikaci LAB produkujících putrescin.  
Přehled publikovaných primerů nabízí tab. č. 4.3. 
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Tabulka 4.3 Přehled publikovaných sad primerů, cílové geny a skupiny 

mikroorganizmů.  
 

Set primerů Cílový gen Skupina 
mikroorganizmů Zdroj 

3´ + 16´ 
odc (mix speF a 
speC) 

LAB i některé 
gramnegativní 
bakterie 

Marcobal et al., 
2005 

4´+ 15´ 
odc (mix speF a 
speC) 

LAB  
Marcobal et al., 
2005 

PUT1-F + PUT1R odc  

LAB,  
gramnegativní 
bakterie (kromě 
Pseudomonas sp.)  

Muñoz et al., 2004 

PUT2-F + PUT2-R odc Pseudomonas sp. Muñoz et al., 2004 

AODC1 + AODC2 odc LAB  
Constantini et al., 
2006 

agdif + agdir AguA LAB  Nanneli et al., 2008 
AguA-F + aguA-R AguA LAB Landete et al., 2010  
AgD1 + AgD2 AguA LAB Coton et al., 2010  
ptcA-F + ptcA-R ptc  LAB   Landete et al., 2010  
AgdI1+ AgdI1C AguA LAB 

Ladero et al., 2011a  

PTC2 +  AgDdr AGDIc LAB 
AgmSq1+  
AgmSq2 

AGDIc LAB 

PTC2 + PTC1 AguB LAB 
IS1+ISCO IS983 LAB 



34 
 

5. CÍL PRÁCE 
 
Cílem předkládané dizertační práce bylo vytvoření PCR metody vhodné pro 

sledování a výzkum metabolických drah syntézy biogenního aminu putrescinu u 
gramnegativních a grampozitivních producentů vyskytujících se v potravinách. 
Naplňování tohoto cíle bylo rozděleno na několik fází:  

- provést literární rešerši týkající se doposud publikovaných metod  
zabývajících se PCR metodami určenými k detekci producentů putrescinu, 

-  testovat některé dříve publikované sady PCR primerů určených  
 pro detekci enzymů zahrnutých v metabolizmu putrescinu, 

-  navrhnout nové vhodné sady primerů určených pro detekci všech 
důležitých enzymů zahrnutých v produkci putrescinu u gramnegativních  
a grampozitivních bakterií,  

-  optimalizovat vhodnou PCR metodu pro použití navržených a zkoušených 
primerů, 

-  testovat nové PCR primery na vhodné skupině mikroorganizmů (sbírkové 
 kmeny, kmeny získané z různých druhů potravin), 

-   porovnat výsledky PCR s kvantitativními výsledky HPLC, 
-  sekvenovat PCR produkty za účelem potvrzení specifičnosti 

navržených sad primerů. 
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6. ZVOLENÉ METODY ZPRACOVÁNÍ 
 
Do současnosti (12/2013) nebyla publikována ucelená metoda pro sledování 

metabolické produkce putrescinu v putrescin produkujících mikroorganizmech. 
Z tohoto důvodu se předložená práce zabývá návrhem na vytvoření a testování 
nové molekulárně biologické metody pro výše zmíněné účely. V předkládané 
práci je prezentován postup vývoje nových primerů pro PCR a vytvoření PCR 
metody umožňující detekci a sledování produkce putrescinu všemi 
metabolickými drahami u široké škály bakterií. Součástí práce je i praktická 
aplikace nově vytvořené metody na bakterie izolované ze vzorků potravin. 
Ověření správnosti výsledků bylo provedeno sekvenací PCR produktů. Skutečná 
produkce putrescinu (a také agmatinu) testovanými mikroorganizmy byla 
sledována metodou vysokoúčinné kapalinové chromatografie. 

Dizertační práce sestává ze dvou základních částí (viz obrázek č. 6.1), které 
probíhaly v několika krocích. První fáze byla zaměřena na vývoj metodiky 
k detekci genů zahrnutých v metabolizmu putrescinu u gramnegativních 
bakterií. Ve druhé části pak byla testována možnost využití dříve publikovaných 
metod pro detekci genů zahrnutých v metabolizmu putrescinu u grampozitivních 
bakterií. 

Prvním krokem v obou fázích práce bylo podrobné teoretické studium 
metabolizmu putrescinu u studovaných bakterií (gramnegativních  
i grampozitivních), vytvoření rešerše již publikovaných PCR metod zaměřených  
na detekci putrescinu a shromažďování a porovnávání nukleotidových sekvencí 
sledovaných genů. Na základě jejich porovnání bylo navrženo několik nových 
sad primerů, které byly nejprve  teoreticky testovány nástrojem PrimerBlast. 
Navržené nukleotidové sekvence sad primerů byly vloženy do programu 
PrimerBlast, který v genových databázích vyhledává sekvence, na něž testované 
primery teoreticky nasedají, a vygeneruje seznam úseků genů, které by byly 
touto sadou primerů amplifikovány. Mezi nalezenými sekvencemi pak bylo 
nutno vyhledat sledované geny a ověřit, zda byly nalezeny u všech cílových 
skupin mikroorganizmů.  

Nejlépe vyhodnocené sady primerů byly následně syntetizovány a laboratorně 
testovány pomocí PCR s DNA producentů putrescinu, stejně tak byly testovány i 
dříve publikované sady primerů za účelem zjištění jejich vhodnosti pro studium 
metabolizmu putrescinu. Tato část taktéž zahrnovala nalezení nejvhodnějších 
podmínek PCR. Vybrané produkty PCR pak byly purifikovány a zaslány na 
sekvenační analýzu pro potvrzení specifičnosti navržených primerů. Získané 
výsledky byly porovnány s kvantitativními výsledky získanými metodou HPLC 
a s databázemi metabolických drah pro jednotlivé bakteriální kmeny.  
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Obr. 6.1: Popis experimentu 
 

6.1.  Bakteriální kmeny 

V této práci bylo použito třicet dva kmenů gramnegativních bakterií a dva 
kmeny grampozitivních bakterií. Tyto kmeny byly známy produkcí putrescinu 
na základě dřívějšího testování (Buňková et al., 2010a, 2010b). Jejich seznam  
a původ je zobrazen v tabulce č. 6.1. 

Dvacet čtyři gramnegativních kmenů bylo získáno z České sbírky 
mikroorganizmů (CCM - Czech Collection of  Microorganisms, Brno, Česká 
republika) a Sbírky zoopatogenních mikroorganizmů Výzkumného ústavu 
veterinárního lékařství (CAPM - Collection of Animal Pathogenic 
Microorganisms, Brno, Česká republika). 
Jako reálné vzorky bylo použito jedenáct kmenů, které byly v předchozích 
pracích izolovány ze sýrů, masných výrobků a pochoutkových salátů. Jednalo se 
o osm gramnegativních a dva grampozitivní kmeny ze Sbírky mikroorganizmů 
Ústavu inženýrství ochrany životního prostředí, Fakulty technologické, 
Univerzity Tomáše Bati ve Zlíně (DEPE - Department of Environmental 
Protection Engineering, Zlín, Česká republika). Pro negativní kontrolu bylo 
použito osm kmenů bakterií (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 
CCDM 66, Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48, Staphylococcus aureus 
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subsp. aureus CCM 3953 a Enterococcus faecalis CCM 4224, Klebsiella sp. 
DEPE 069, Aeromonas hydrophila DEPE 28, Pseudomonas fragi DEPE 19, 
Pantoea sp. DEPE 21),  u nichž bylo dřívějšími studiemi potvrzeno, že nejsou 
producenty putrescinu. 

Všechny bakteriální kmeny byly pro případné indukování dekarboxylační 
aktivity třikrát inkubovány po dobu 24 hodin při 30±1 °C v 
příslušném dekarboxylačním médiu s 0,2 % w/v každé aminokyseliny (lyzin, 
histidin, tyrozin, arginin, ornitin; Sigma, USA). Použitá kultivační médiua byla 
následující: Nutrient Broth (HiMedia, Bombai, Indie) pro stafylokoky, 
enterokoky a gramnegativní tyčinky, pro laktokoky M17 Broth (Oxoid, GB) a 
pro laktobacily MRS Broth (Oxoid). 

 
 

6.2. Izolace bakteriální DNA 

Mikrobiální DNA byla izolována z bakteriální biomasy (2 ml)  
ve stacionární růstové fázi izolačním kitem UltraClean® DNA Isolation Kit 
(MO-BIO Laboratories, USA) dle přiloženého návodu. 

Vyizolované vzorky DNA byly do doby testování uloženy v mrazicícm boxu 
při -18°C do doby použití, následně byly použity pro testování primerů v PCR. 

 
 
 

6.3. Návrh primeru 

V GeneBank (Benson et al., 2013) byly nalezeny kompletní genomy 55 
gramnegativních bakterií zahrnující běžné kontaminanty potravin a z nich byly 
vybrány nukleotidové sekvence zkoumaných genů. Sekvence byly vždy 
vybírány tak, aby seznam byl paritní; při vyšším počtu zastoupení jednotlivých 
druhů byl příslušný počet vybrán náhodně. Seznam těchto mikroorganizmů a 
použitých referenčních sekvencí uvádí příloha A. 

Tyto nukleotidové sekvence pro každý gen byly porovnány za použití 
algoritmu ClustalW (Larkin et al., 2007). Soubory porovnaných sekvencí byly 
zkoumány a editovány pomocí programu Jalview (Waterhouse et al., 2009), 
který umožňuje editovat, vizualizovat a analyzovat nukleotidové sekvence.  
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Tabulka 6.1 Seznam mikroorganizmů použitých v dizertační práci 
 
Escherichia coli CCM 3954 
Escherichia coli CAPM 6101 
Escherichia coli CAPM 6104 
Escherichia coli CAPM 6114 
Escherichia coli DEPE* 64 
Escherichia coli DEPE* 99 
Salmonella enterica CAPM 4420 
Salmonella enterica CAPM 5439 
Salmonella enterica CAPM 5967 
Salmonella enterica CAPM 6324 
Enterobacter aerogenes CAPM 5634 
Enterobacter aerogenes CCM 2531 
Citrobacter freundii CCM 7187 
Proteus mirabilis CCM 7188 
Proteus vulgaris DEPE* 18 
Serratia marcescens CCM 303 
Serratia marcescens DEPE* 3 
Serratia marcescens DEPE* 4 
Pantoea sp. DEPE* 52 
Klebsiella pneumoniae CAPM 6241 
Klebsiella sp. DEPE* 98 
Klebsiella oxytoca CCM 2934 
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 
Pseudomonas fluorescens CCM 2798 
Pseudomonas aeruginosa CAPM 5707 
Pseudomonas aeruginosa CAPM 5718 
Pseudomonas aeruginosa CAPM 5712 
Yersinia enterocolitica CCM 7204 
Yersinia enterocolitica CAMP 6154 
Yersinia ruckeri CAPM 6095 
Yersinia enterocolitica DEPE* 88 
Pectobacterium carotovorum  subsp. carotovorum CCM 1008 
Lactobacillus curvatus*  AI-2 
Lactobacillus curvatus*  AI-3 
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CCDM 66  
Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48 
Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953 
Enterococcus faecalis CCM 4224  
Aeromonas hydrophilaDEPE*   28 
Pseudomonas fragi DEPE*  19 
Pantoea sp. DEPE* 21  
Klebsiella sp. DEPE* 069 
* kmeny izolované ze vzorků potravin 
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Program  Jalview byl použit s cílem zjistit fylogenetickou příbuznost těchto 
genů vytvořením fylogenetického stromu a editovat soubory porovnaných 
sekvencí. V programu byly identifikovány a eliminovány významně 
nekorespondující sekvence a byl vytvořen vyvážený soubor sekvencí (tak, aby 
určité typy sekvencí nepřevládaly nad jinými), což je velmi důležitý krok před 
započetím navrhování sekvence degenerovaných univerzálních primerů pro 
určitou skupinu sekvencí. 

Po vytvoření vhodného souboru nukleotidových sekvencí pro každý gen byl 
tento soubor vložen do programu GeneFisher2 (Giegerich et al., 1996), který  
na základě souboru sekvencí a po optimalizaci nastavených parametrů navrhnul 
vhodné sady univerzálních primerů (konsenzuálních primerů za použití 
degenerací). Vstupní parametry programu byly nastaveny následovně  
(viz obrázek č. 6.2):  

� obsah guaninu a cytozinu 30-80% 
� annealingová teplota Tm 54-70 °C 
� velikost produktu 150-1000bp 
� degenerace 4 krát 
� délka 3´ konce 4 bp 
� obsah guaninu a cytosinu (GC) na 3´ konci 45-100%  

 
Výstupem programu je návrh sad konsenzuálních primerů (obrázek č. 6.3). 

Jak je vidět z  obrázku 6.3, program používá tzv. degenerované báze. Vzhledem 
k tomu, že se snažíme nalézt univerzální sady primerů vhodné k detekci genů u 
široké škály bakterií, je nutno (kvůli odlišnostem v nukleotidových sekvencích) 
některé nukleotidy nahradit degenerovanou bází. Degenerace v podstatě 
znamená, že na dané pozici je více možných bazí, v zápisu sekvence se 
degenerace vyjádří pomocí písmenného kódu (tabulka č. 6.2). Reálně se potom 
jedná o směs primerů, které se liší bázemi právě na pozici degenerovaného 
nukleotidu/nukleotidů. 

Navržené sady primerů (3 až 20 sad primerů pro každý gen) byly následně 
testovány in-silico nástrojem PrimerBlast (obrázek č. 6.4), který simuluje průběh 
PCR a podává informace o tom, které sekvence (uložené ve veřejných 
databázích) by byly navrženou sadou primerů detekovány. Do programu jsou 
vkládány různé varianty primerů, neboť je nutno nahradit „degenerované“ báze 
bázemi skutečnými. Takto vznikne mnoho kombinací různých variant 
kódujících a antikódujících primerů, z nichž je potřeba náhodně několik vybrat, 
teoreticky otestovat a nalézt vhodné kombinace.  
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Obr. 6.2: Ukázka zadávání vstupních parametrů programu GeneFisher používaného 
pro návrh primerů  

 
 
Tabulka 6.2 Označení degenerací a jejich význam 
 

Označení 
degenerace 

N V D B R Y M K S W 

Význam A,C, 
G,T 

G,A,C G,A,T G,T,C A,G C,T A,C G,T G,C A,T 
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Obr. 6.3: Ukázka výstupu programu GeneFisher2 (tabulka navržených primerů)  
 
 

 
 
Obr. 6.4: Ukázka použití nástroje PrimerBlast; zadání sekvencí primerů pro jejich 
teoretické in-silico testování 
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Výstupem nástroje PrimerBlast je výpis teoretických PCR produktů, 
detekovaných genů (a organizmů), které byly nalezeny v genových bankách  
a byly by navrženou sadou detekovány (obrázek č. 6.5). Sady primerů, které 
v teoretickém testování poskytovaly u všech cílových skupin mikroorganizmů 
pouze produkty očekávané velikosti (velikost produktů PCR byla dána 
programem GeneFisher2), byly vybrány pro další práci (3-7 párů primerů pro 
každý gen). Primery byly dodány firmou KRD - obchodní společnost s.r.o., 
Česká republika.  

 

 
 

Obr. 6.5: Výstup programu PrimerBlast; ukázka pro sadu primerů adcF/adc5F. 
Výstup obsahuje názvy mikroorganizmů, délky produktů (product length) a název 
kódovaného proteinu (v tomto případě arginin dekarboxyláza). 
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6.4. Touch-down PCR  

Přítomnost zkoumaných genů v testovaných bakteriálních kmenech byla 
zjišťována pomocí touch-down PCR (TD-PCR) s navrženými sadami primerů. 
Reakční směs pro PCR (celkový objem 15 µl) obsahovala následující 
komponenty: 2 µmol/l každého primeru, 200 µmol/l dNTP (TopBio,Česká 
Republika), 2U Taq polymerázy (New England Biolabs, USA), 1 µl genové 
DNA a 2,5 µl 10xThermoPol reakčního PCR pufru (New England Biolabs, 
USA). Reakce TD-PCR byly provedeny na přístroji PTC-200 DNA Engine 
thermocycler (MJ Research, USA). Pro metodu touch-down PCR bylo využito 
následující nastavení (vypočteno dle Don et. al. (1991), pro Tm 58°C): počáteční 
denaturace 94 °C/10 min, následuje 30 cyklů 94 °C/30 s, 62 °C/1 min, 72 °C/1 
min; při nichž se annealingová teplota snižuje o jeden stupeň Celsia v každém 
druhém cyklu. Annealingová teplota tedy klesá od 61 do 47 °C, program je 
zakončen  závěrečnou extenzí 72 °C/5 min. Stejné podmínky byly použity také 
při multiplex-PCR. 

PCR produkty byly následně vizualizovány v 1,5 % (w/v) agarozovém gelu 
(Lonza, Švýcarsko) po 1 h při 90V v 0.5x TBE pufru (Fluka, Švédsko), barveny 
ethidium bromidem (0,5 µg/ml) (SERVA, Německo). Gel byl dokumentován 
pomocí dokumentačního systému  InGeniusLMR (Syngene, Anglie).  

 

6.5. Sekvenace PCR produktů 

Vybrané produkty PCR (amplikony) byly purifikovány purifikačním kitem 
QIA PCR Purification Kit (QIAGEN, Německo) a zaslány na sekvenaci (Ústav 
molekulární biologie rostlin, Akademie věd České Republiky, České 
Budějovice). Porovnání získaných sekvencí s dostupnými veřejnými databázemi 
bylo provedeno použitím nástroje Blast (National Centre for Biotechnology 
Information - NCBI).   

 

6.6. Chromatografické stanovení obsahu putrescinu a agmatinu 

Všechny použité bakterie byly testovány na produkci putrescinu  
a agmatinu metodou HPLC. Všechny kmeny byly kultivovány 12 a 24 hodin  
při 30±1°C v dekarboxylačním mediu. Dekarboxylační bujón obsahoval 
příslušné živné medium (HiMedia, Indie), prekurzory biogenních aminů (lyzin, 
histidin, tyrozin, ornitin, arginin; SigmaAldrich, USA) v koncentraci 2,0 g/l 
(každý prekurzor, byla použita směs všech aminokyselin). Každý 
mikroorganizmus byl kultivován 4 krát po dobu 12 a 24 hodin. Počáteční pH  
v dekarboxylačním mediu bylo upraveno 0,1 mol/l HCl (Merck, Německo)  
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na hodnoty mezi 5,7 až 5,9. Počáteční koncentrace testovaných bakterií 
(v inokulu) byla v rozmezí 5,1–7,3·106 CFU/ml. 
Obsah putrescinu a agmatinu byl analyzován podle García-Marino et al. (2010)  
s několika modifikacemi. Bujón byl po kultivaci centrifugován (20.000 g po 
dobu 30 min) a filtrován přes 0,22 µm filtr. Pět set mikrolitrů filtrátu bylo 
smícháno s 800 µl borátového pufru (0,4 mol/l pH=10,0) (SigmaAldrich, USA) 
a 100 µl roztoku interního standardu (L-norvalin, 100 mg/l) (SigmaAldrich, 
USA). Tři sta mikrolitů směsi bylo automaticky smícháno v autosampleru se 
100 µl o-fthalaldehydu (OPA, Agilent Technologies, Inc., USA) (směs 1% OPA 
a 3-merkaptopropionové kyseliny v 0,4 mol/l borátovém pufru (Agilent 
Technologies). Po jednominutové reakci bylo pět mikrolitů derivatizovaného 
vzorku automaticky nadávkováno na kolonu (Cogent column HPS C18,  
150 x 4.6 mm, 5µm, Cogent, USA). Použitý chromatografický systém sestával 
z binární pumpy a autosampleru (LabAlliance, USA); odplyňovací jednotky  
a fluorescencenčního detektoru (340 nm a 426 nm jako excitační a emisní 
vlnové délky) a termostatu kolon (Agilent Technologies, Inc., USA). 

Chromatografická separace byla provedena za použití gradientové eluce 
mobilní fáze (A) 0,05 mol/l octan sodný (SigmaAldrich, USA) ve směsi 
s tetrahydrofuranem (SigmaAldrich, USA) (poměr 99:1, v/v; pH upraveno  
na 6,6 kyselinou octovou) a mobilní fáze (B) metanol/acetonitril (SigmaAldrich, 
USA) (50:50, v/v). Putrescin a agmatin byly eluovány podle programu 
popsaného García-Marino et al. (2010) s mírnou modifikací: 0–13 min, A 70 %; 
13–20 min, A 50 %; 20–43 min, A 0 %; průtok 0.6 ml/min. Poté byla kolona 
regenerována mobilní fází B po dobu 6 min a stabilizována po dalších 8 min 
směsí mobilních fází A a B (70:30, v/v). Každý ze čtyř připravených bujonů  
(po 12 hodinách a také po 24 hodinách kultivace) byl derivatizován třikrát 
(n = 12). Homogenita obsahu putrescinu nebo agmatinu po 12 ti hodinách  
a 24 hodinách byla testována Wilcoxonovým testem (Unistat® 5.5 software; 
Unistat, Velká Británie). Hladina významnosti použitá v testech byla 0,01.  
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7. HLAVNÍ VÝSLEDKY PRÁCE 
 

7.1. Výsledky I. fáze 

První fáze dizertační práce byla zaměřena na návrhování a testování primerů 
pro gramnegativní bakterie. Vzhledem k tomu, že bakteriální metabolizmus 
putrescinu u gramnegativních bakterií je poměrně složitý (viz kapitola č. 4.5.1, 
str. 19) a může zahrnovat až 8 různých enzymů, bylo v první fázi nutno 
prostudovat metabolizmus jednotlivých skupin mikroorganizmů, jejich 
odlišnosti, případně příbuznost. V této fázi jsem se zaměřila na 7 genů 
kódujících klíčové enzymy zahrnuté v metabolizmu putrescinu (viz tabulka  
č. 4.2). Gen AguB, kódující N-karbamoylputrescin amidohydrolázu, se nachází 
na společném operonu s genem AguA a postačí tedy detekce jednoho z nich.   

 
7.1.1. Návrh a testování sad primerů vhodných k detekci genu speA 

 
Návrh primerů vhodných k detekci genu speA 
Pro vytvoření sad primerů určených k detekci genu speA, který kóduje arginin 

dekarboxylázu (biosyntetickou) u gramnegativních bakterií, byly nejprve 
z GeneBank vybrány vhodné nukleotidové sekvence. Protože  
se u gramnegativních bakterií vyskytuje více typů arginin dekarboxyláz  
(viz kapitola č. 4.5.1, str. 19), bylo nejdříve přistoupeno ke zjištění 
příbuznosti/odlišnosti jejich nukleotidových sekvencí. Z GeneBank bylo 
vybráno několik sekvencí kódujících biosyntetickou arginin dekarboxylázu 
(speA geny), biodegradativní arginin dekarboxylázu (geny adiA)  
a pravděpodobnou arginin dekarboxylázu vyskytující se u bakterií rodu 
Pseudomonas (geny označovány adi, ldc či orn/lys/arg putative decarboxylase). 
Tyto tři sady byly porovnány algoritmem ClustalW a po porovnání byly 
vizualizovaný v programu Jalview (obrázek č. 7.1). V tomto programu byl také 
vytvořen fylogenetický strom (obrázek č. 7.2), který zcela zřetelně ukazuje na 
fylogenetickou odlišnost těchto tří skupin genů. Z obrázků č. 7.1 a 7.2 je zřejmé, 
že geny kódující různé arginin dekarboxylázy tvoří 4 odlišné skupiny  
(na obrázcích č. 7.1 a 7.2 barevně odlišeny, podrobněji viz následující text).  
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Obr. 7.1:  Ukázka porovnání sekvencí genů speA, adiA a adi kódujících různé formy arginin dekarboxylázy. Barevné odlišení vystihuje 
příbuznost nukleotidových sekvencí. Pro podrobnější vysvětlení viz text. 
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Obr. 7. 2: Fylogenetický strom – porovnání nukleotidových sekvencí genů speA, adiA a adi z různých gramnegativních bakterií. 
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Podle fylogenetického stromu sestrojeného na základě procentní shody 
nukleotidových sekvencí je vidět, že nejodlišnější skupinu tvoří geny adiA 
enterobakterií (zelenomodrá barva). Tyto geny kódují biodegradativní formu 
arginin dekarboxylázy a zcela zřetelně se liší od genů speA. Další výrazně se 
lišící skupinou jsou pak geny pro druhou formu dekarboxylázy (v tabulce i grafu 
označeny jako ldc, adi, putative adc) u bakterií rodu Pseudomonas (modrá barva 
v obrázcích 7.1 a 7.2). Geny speA enterobakterií (růžovo-fialová barva)  
a Pseudomonas sp. (fialová barva) tvoří další dvě skupiny genů. Jejich odlišnost 
však není až tak velká, a proto byla testována možnost vytvořit univerzální sadu 
primerů pro detekci obou těchto skupin genů (pro speA jak enterobakterií tak 
Pseudomonas sp.).  

V této fázi práce pak bylo vybráno a porovnáno 26 sekvencí genu speA 
různých kmenů enterobakterií a pseudomonád (viz příloha A). Sekvence byly 
vybírány tak, aby vznikl vyvážený soubor, prostý odlehlých sekvencí. Mezi 
těmito sekvencemi bylo nalezeno několik konzervovaných sekvencí, tj. sekvencí 
vyznačujících se vysokým stupněm shody (obrázky č. 7.3 a 7.4), které se 
ukázaly být vhodné pro návrh univerzálních primerů určených k detekci genů 
speA u obou výše zmíněných skupin bakterií. Sekvence byly vloženy  
do programu GeneFisher2, který vygeneroval 6 sad primerů, z nichž se 
v teoretickém testování algoritmem PrimerBlast pouze dvě sady ukázaly být 
vhodné pro detekci genu speA u všech výše zmíněných skupin gramnegativních 
bakterií. Tyto dvě sady v teoretickém testování detekovaly pouze produkty 
očekávané velikosti (280 bp a 825 bp), které kódovaly arginin dekarboxylázu  
u všech cílových skupin mikroorganizmů (enterobakterií i Pseudomonas sp.).  

Vzhledem k určité odlišnosti tohoto genu u Pseudomonas spp, byly dvě sady 
primerů navrženy pouze pro detekci genu speA u této skupiny bakterií. Další dvě 
sady byly vhodné pro detekci genu speA u enterobakterií. Přehled navržených 
sad primerů, jejich sekvencí, velikosti produktů a skupin cílových 
mikroorganizmů přináší tabulka č. 7.1.  



49 
 

Tabulka 7.1. Seznam primerů navržených pro detekci genu speA, jejich nukleotidové sekvence, velikosti PCR produktů a 
cílové skupiny mikroorganizmů.  
      

 Kódující primer Antikódující primer 
Velikost 
produktu  

(bp) 

Skupina 
mikroorganizmů 

adc1 CGGCACCATCGTCTGCAACGG GAACTTGGMCTTCTCGCCACCG 233 Pseudomonas sp. 
adc2 GGCATGCTCAAGGAGTTCTGCG GGCTGGTCTCGATGCTCTGCTC 610 Pseudomonas sp. 
adc3 TGGGAAACCTGGCAGGARATGC GGGAAGACRAACACRTCAACCG 569 Enterobakterie 
adc4 AGYATGTGGGAAACCTGGCAGG CGGCATYGACTGGAACAGCGAG 291 Enterobakterie 
adc5 CAAYTTCTCGSTGTTCCAG TCRCCRAACAGGTTGTGC 280 Všechny G- 
adc6 CWTCGACGTSGGCGGCGG TCRCCRAACAGGTTGTGC 825 Všechny G- 
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Obr. 7.3:  Porovnání sekvencí genu. Levá část: Porovnání sekvencí genu speA u 26 gramnegativních bakterií s vyznačením 
konzervované sekvence (červený rámeček) použité pro návrh primeru adc5F. Shoda mezi sekvencemi je vyjádřena modrou barvou 
(čím tmavší barva, tím vyšší % shoda). Pravá část: Porovnání sekvencí aminokyselin arginin dekarboxylázy u 26 gramnegativních 
bakterií, konzervovaná sekvence oblasti primeru adc5F. Grafy ve spodní části vyjadřují kvalitu konzervace. 
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Obr. 7.4: Porovnání sekvencí genu. Levá část: porovnání sekvencí genu speA u 26 gramnegativních bakterií s vyznačením 
konzervované sekvence (červený rámeček) použité pro návrh primeru adc5R. Shoda mezi sekvencemi je vyjádřena modrou barvou 
(čím tmavší barva, tím vyšší % shoda). Pravá část: Porovnání sekvencí aminokyselin arginin dekarboxylázy u 26 gramnegativních 
bakterií, konzervovaná sekvence oblasti primeru adc5R. Grafy ve spodní části vyjadřují kvalitu konzervace. 
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    PCR se sadami primerů pro detekci genu speA 
Nejprve bylo nutné najít vhodnou metodu PCR (optimalizace podmínek). 

Vzhledem k tomu, že annealingové teploty (Tm) pro jednotlivé primery byly 
odlišné (navrženy programem GeneFisher2) a často se odlišovala i navržená Tm 

pro kódující a antikódující primer, byla vhodná annealingová teplota pro PCR 
nejprve optimalizována za pomoci PCR v teplotním gradientu. Tato metoda byla 
aplikována na všech 6 testovaných sad primerů vyvinutých pro detekci genu 
speA. Pro sady primerů adc1 a adc2 byla jako templátová DNA použita DNA 
izolovaná z kmene Pseudomonas aeruginosa CCM 3955; pro všechny ostatní 
sady primerů byla jako templátová DNA použita DNA z kmene Escherichia coli 
CCM 3954. Jako pozitivní kontrola byla použita sada primerů TD2/TD5, u níž 
bylo dřívějším testováním prokázáno, že s kmenem E. coli poskytuje pozitivní 
PCR reakci (data nejsou uvedena).  

Z obrázku č. 7.5 je patrné, že sady adc1, adc3, adc4 a adc6 poskytují při všech 
teplotách také nespecifické produkty a nejsou tedy vhodné pro další použití. 
Sada adc2 poskytovala pouze produkt očekávané velikosti (610 bp), nicméně jde 
o sadu navrženou pouze pro detekci genu speA u bakterií rodu Pseudomonas, 
což nepostačuje sledovanému cíli. Sada adc5 poskytovala pouze produkt 
očekávané velikosti (280 bp) a byla tedy vybrána pro další testování.  

Dalším krokem optimalizace metody PCR bylo nalezení vhodné annealingové 
teploty. Bylo pracováno se sadou primerů adc5, pro testování byl použit soubor 
7 templátových DNA z různých kmenů gramnegativních bakterií (viz popis  
u obrázku č. 7.6). Optimalizace však nepřinesla očekávané výsledky. Byla 
testována PCR s různými annealingovými teplotami, dále byl testován přídavek 
hořečnatých iontů na pozitivní ovlivnění reakce. Tyto přístupy však nedokázaly 
omezit výskyt nespecifických produktů. Ukázku optimalizačního postupu 
přináší obrázek č. 7.6, na kterém je vidět vznik nespecifických produktů 
(případně nepřítomnost produktu) s některými templátovými DNA.  

Problém s optimalizací annealingové teploty byl vyřešen aplikací metody 
touch-down PCR (TD-PCR), která je v literatuře označována za přístup vhodný 
k omezení vzniku nespecifických produktů (Don et al., 1991). Dle této metody 
byl teplotní program spočten z annealingové teploty adc5 primerů (Tm = 58 °C). 
(parametry programu viz kapitola č. 6.4). Tento přístup se ukázal jako velmi 
vhodný a při testování sady primerů adc5 s jedenácti různými DNA z výše 
uvedených bakteriálních kmenů, byly obdrženy pouze očekávané produkty  
o velikosti 280 bp (obrázek č. 7.7). S ohledem na problematické hledání 
optimálního teplotního programu PCR a k dobrým výsledkům dosaženým 
s metodou TD-PCR, byl vypočtený teplotní program TD-PCR používán v celé 
práci.  
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Obr. 7.5: PCR mikrobiálních DNA s primery pro detekci genu AguA. Metoda teplotního gradientu, T1-T12 (T1=48°C, T2=48,3°C, 
T3=49,1°C, T4=50,1°C, T5=51,7°C, T6=53,6°C, T7=55,8°C, T8=57,6°C, T9=59°C, T10=60°C, T11=60,8°C, T12=61°C.). Dolní 
řada: 1 a 26: marker (100 bp); 2-13: sada primerů adc2F/adc2R, templátová DNA Pseudomonas aeruginosa, teploty T1-12;  14-25: 
sada primerů adc1F/adc1R, templátová DNA Pseudomonas aeruginosa, teploty T1-12; 27 – 38: sada primerů TD2/TD5, templátová 
DNA Escherichia coli, teploty T1-12; Horní řada: 1 a 26: marker (100 bp); 2-13 sada primerů adc3F/adc3R, templátová DNA 
Escherichia coli, teploty T1-12; 14-25: sada primerů adc4F/adc4R, templátová DNA Escherichia coli, teploty T1-12; 27-38: sada 
primerů adc5F/adc5R, templátová DNA Escherichia coli, teploty T1-12; 38-43: sada primerů adc6F/adc6R, templátová DNA 
Escherichia coli, teploty T1-5. 
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Obr. 7.6: Optimalizace PCR se sadou primerů adc5F/adc5R; A - annealingová teplota 
T5 = 51,7 °C, B - annealingová teplota T6 = 53,6 °C. Použité templátové DNA: 1- 
marker (100 bp),  2 - Escherichia coli CCM 3954, 3 - Serratia marcescens CCM 303, 
4 - Salmonella enterica CAPM 4420, 5 - Proteus mirabilis CCM 7188, 6 - 
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, 7 - Pseudomonas fluorescens CCM 2798, 8 - 
slepý vzorek – DNA nahrazena vodou.  

 
Obr. 7.7: Touch-down PCR se setem primerů adc5F/adc5R; 1 a 11 – marker (100 bp); 
2 - Escherichia coli CCM 3954, 3 -Enterobacter aerogenes  CCM 2531, 4 - Serratia 
marcescens CCM 303, 5 - Salmonella enterica CAPM 4420, 6 - Proteus mirabilis 
CCM 7188, 7- Klebsiella oxytoca CCM 2934, 8 - Citrobacter freundii CCM 7187, 9 - 
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, 10 - Pseudomonas fluorescens CCM 2798, 12 - 
Pectobacterium carotovorum CCM 1008, 13 - Yersinia enterocolitica CCM 7204, 14 - 
slepý vzorek – DNA nahrazena vodou.  
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Sada primerů adc5 byla testována celkem s 32 kmeny gramnegativních 
bakterií. Výsledky PCR přináší tabulka č. 7.2, která je souhrnem nejdůležitějších 
výsledků I. fáze dizertační práce. Obrázek č. 7.8 zobrazuje výsledek TD-PCR 
s templátovými DNA izolovanými z dalších 16 bakteriálních kmenů.  

 

 
 

Obr. 7.8: Touch-down PCR se sadou primerů adc5F/adc5R;  16 – marker (100bp); 1 - 
Escherichia coli CAPM 6101, 2 - Escherichia coli CAPM 6104, 3 - Escherichia coli 
CAPM 6114, 4 - Salmonella enterica CAPM 5439, 5 - Salmonella enterica CAPM 
5967, 6 - Salmonella enterica CAPM 6324, 7 - Enterobacter aerogenes CAPM 5634, 8 
- Klebsiella pneumoniae CAPM 6241, 9 - Pseudomonas aeruginosa CAPM 5707, 10 - 
Pseudomonas aeruginosa CAPM 5718, 11 - Pseudomonas aeruginosa CAPM 5712, 
12 - Yersinia enterocolitica CAMP 6154, 13 - Yersinia ruckeri CAPM 6095, 14 - 
Escherichia coli DEPE 64, 15 - Escherichia coli DEPE 99.  

 
7.1.2. Návrh a testování sad primerů vhodných k detekci genu adiA 

Návrh primerů vhodných k detekci genu adiA 
Některé enterobakterie, jako např. Escherichia coli, Salmonella, Yersinia 

pestis, nebo Pseudomonas sp. mají také další formy arginin dekarboxylázy 
(Kieboom and Abee, 2006; Lee et al., 2006; Sher and Mallette, 1954). 
Porovnáním jejich sekvencí však nebyla nalezena žádná podobnost mezi geny 
adiA enterobakterií a geny označovanými ldc, ldcA či adi, které kódují 
(předpokládanou) arginin dekarboxylázu (označovanou jako Orn/Lys/Arg 
decarboxylase family protein) u Pseudomonas sp. Bylo tedy nezbytné vytvořit 
dvě rozdílné sady primerů pro detekci těchto genů.  

Bylo porovnáno 10 sekvencí genu adiA pro tři kmeny Escherichia coli, čtyři 
kmeny Salmonella a tři kmeny Yersinia pestis. Porovnání sekvencí, 
konzervované sekvence a vyznačení oblastí vhodných pro návrh primerů přináší 
obrázek č. 7.9.  
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Tabulka 7.2 Bakteriální kmeny použité v dizertační práci, výsledky HPLC a TD-PCR s použitím nových primerů. Cílové 
geny byly detekovány sety primerů uvedenými v příloze B.    
 

Bakterální k meny a zdroje  
Výsledky TD-PCR  Obsah biogenních aminů (mg/l) * 

speA AdiA 
adi/l
dc 

speB AguA speC speF 
agmatin putrescin 

12 hodin 24 hodin 12 hodin 24 hodin 
Escherichia coli CCM 3954 + + - + - + + 2,06 ± 0,12  0,95± 0,04  4,62 ± 0,11 24,65 ± 0,83  
Escherichia coli CAPM 6101 + + - + - + + 5,61 ± 0,28  2,33 ± 0,05  19,44 ± 0,85 930,03 ± 4,77  
Escherichia coli CAPM 6104 + + - + - + + 4,04 ± 0,07  1,31 ± 0,05  20,70 ± 0,60 95,35 ± 1,02  
Escherichia coli CAPM 6114 + + - + - + + 3,19 ± 0,22  2,03 ± 0,04  119,50 ± 4,50  270,95 ± 6,70  
Escherichia coli DEPE 64 + + - + - + + 5,86 ± 0,13  2,40 ± 0,10  22,16 ± 0,62 145,33 ± 4,95  
Escherichia coli DEPE 99 + + - + - + + 6,84 ± 0,08  2,32 ± 0,10  11,28 ± 0,15  92,85 ± 1,91  
Salmonella enterica CAPM 4420 + + - + - + + 3,65 ± 0,01  0,68 ± 0,03  23,98 ± 0,10  442,03 ± 1,48  
Salmonella enterica CAPM 5439 + + - + - + + 2,91 ± 0,16  1,22 ± 0,04  22,77 ± 0,55  64,49 ± 1,19  
Salmonella enterica CAPM 5967 + + - + - + + 5,05 ± 0,21  2,79 ± 0,05  8,44 ± 0,20  22,14 ± 0,96  
Salmonella enterica CAPM 6324 + + - + - + + 1,14 ± 0,07  0,65 ± 0,03  25,99 ± 0,46  35,82 ± 1,17 
Enterobacter aerogenes CAPM 5634 + - - + - + + 3,76 ± 0,17  1,11 ± 0,08  134,94 ± 3,68  332,06 ± 3,78 
Enterobacter aerogenes CCM 2531 + - - + - + + 10,28 ± 0,83  4,03 ± 0,25  32,82 ± 0,19  218,78 ± 7,23  
Citrobacter freundii CCM 7187 + - - + - + + 1,47 ± 0,01  0,89 ± 0,01  2,15 ± 0,08  39,36 ± 1,13  
Proteus mirabilis CCM 7188 + - - + - + + 13,95 ± 0,71 2,60 ± 0,06  122,20 ± 1,4 236,63 ± 6,97  
Proteus vulgaris DEPE 18 + - - + - + + 3,27 ± 0,06  1,22 ± 0,04  21,86 ± 1,12 228,01 ± 7,60 
Serratia marcescens CCM 303 + - - + - + + 3,61 ± 0,06 1,33 ± 0,06  31,75 ± 0,08  267,66 ± 6,98   
Serratia marcescens DEPE 3 + - - + - + + 3,66 ± 0,05  1,12 ± 0,02  21,31 ± 0,05  74,85 ± 1,53  
Serratia marcescens DEPE 4 + - - + - + + 4,01 ± 0,13  1,69 ± 0,12  21,51 ± 0,25  75,30 ± 1,19  
Pantoea sp, DEPE 52 + - - + - + + 4,27 ± 0,14  2,02 ± 0,15 23,60 ± 0,74  75,54 ± 3,03  
Klebsiella pneumoniae CAPM 6241 + - - + - + - 2,83 ± 0,19  1,48 ± 0,12  12,56 ± 0,22  31,82 ± 1,82  
Klebsiella sp, DEPE 98 + - - + - + - 5,21 ± 0,26 2,32 ± 0,08  13,15 ± 0,76 15,39 ± 0,78  
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Pokračování tabulky 7.2 
 

Klebsiella oxytoca CCM 2934 + - - + - + - 1,96 ± 0,07  1,08 ± 0,01  9,76 ± 0,17  215,41 ± 7,53  
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 + - +  - + + - 1,46 ± 0,04  1,20 ± 0,06  15,54 ± 0,73  39,01 ± 0,79  
Pseudomonas fluorescens CCM 2798 + - +  - + + - 1,29 ± 0,04  0,72 ± 0,01  5,26 ± 0,42  28,45 ± 1,47  
Pseudomonas aeruginosa CAPM 5707 + - +  - + + - 2,65 ± 0,11  1,21 ± 0,03  17,59 ± 0,30  25,66 ± 1,00  
Pseudomonas aeruginosa CAPM 5718 + - +  - + + - 2,51 ±0,05  1,42 ± 0,03  4,82 ±0,07  27,09 ± 0,22  
Pseudomonas aeruginosa CAPM 5712 + - +  - + + - 3,19 ± 0,06  2,53 ± 0,08  9,01 ±0,25  46,15 ± 1,85  
Yersinia enterocolitica CCM  7204 + - - - + + + 4,49 ± 0,17  1,28 ± 0,04  12,45 ± 0,47  44,45 ± 0,30  
Yersinia enterocolitica CAMP 6154 + - - - + + + 2,90 ± 0,13  1,07 ± 0,08  17,59 ± 0,03  30,80 ± 1,20  
Yersinia ruckeri CAPM 6095 + - - - + + + 3,52 ± 0,06  1,69 ± 0,11  11,55 ± 0,57  32,14 ± 0,50  
Yersinia enterocolitica DEPE 88 + - - - + + + 4,27 ± 0,14  3,18 ± 0,17  9,78 ± 0,05  145,51 ± 4,48  
Pectobacterium carotovorum CCM  
1008 

+ + - - + + - 2,38 ± 0,08  1,20 ± 0,01  13,95 ± 0,13  50,13 ± 2,42  

* použit průměr ± směrodatná odchylka (n = 12). 
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Obr. 7.9: Porovnání sekvencí genu adiA u 10 gramnegativních bakterií s vyznačením konzervovaných sekvencí (červený rámeček) 
použitých pro návrh primerů adiA3F (horní část) a adi3R (spodní část).  
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Porovnané sekvence byly vloženy do programu GeneFisher2, který na 
základě vložených parametrů vygeneroval několik sad primerů; 15 
nejkvalitnějších (vyjádřeno indexem kvality programu GeneFisher2) bylo, 
obdobně jako primery navržené pro detekci genu speA, testováno algoritmem 
PrimerBlast. Na základě tohoto testování (nalezení pouze očekávaných PCR 
produktů u všech sledovaných skupin mikroorganizmů) pak byly tři sady 
objednány pro laboratorní testování. Přehled navržených sad primerů, jejich 
sekvencí a velikosti produktů přináší tabulka č. 7.3.  

 
Tabulka 7.3 Seznam primerů navržených pro detekci genu adiA, jejich 

nukleotidové sekvence a velkosti PCR produktů.  
 

 Kódující primer  Antikódující primer  
Velikost 

produktu 
(bp) 

adiA1 TACCKCCGASTTTATCGC CCRATAATGCCRTAGCGG 498 
adiA2 AGATACCKCCGASTTTATCG AAACGKGCATAGSCGTAC 717 
adiA3 TKCCAASCCGYAACCG AACMGCTTCRTCRATCAC 548 
  

 
PCR se sadami primerů pro detekci genu adiA 
Postupně byly testovány všechny tři sady objednaných primerů a to zejména  

s DNA Escherichia coli, salmonel a yersinií. Obrázek č. 7.10 prezentuje sady 
primerů adiA1 a adiA2, které se ukázaly být nevhodnými. První sada u většiny 
DNA nedetekovala gen adiA; druhá sada primerů zase amplifikovala množství 
nespecifických produktů a očekávaný produkt o velikosti 717 bp byl 
amplifikován jen u dvou DNA a to pouze v malé míře.  

Na obrázku č. 7.11 je prezentováno úspěšné použití sady primerů adiA3, která 
detekovala přítomnost genu adiA u všech testovaných salmonel i Escherichia 
coli. U zón č. 6 a 8 je patrný pouze náznak produktu, nicméně k amplifikaci 
produktu došlo a reakci lze považovat za pozitivní. Sada primerů adiA3 byla 
následně testována se všemi Escherichia coli a salmonelami a u všech 
bakteriálních DNA byla PCR reakce pozitivní (viz tabulka č. 7.2). 
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Obr. 7.10: Touch-down PCR se sadami primerů adiA1F/adiA1R (vlevo) a 
adiA2F/adiA2R (vpravo);  1 – marker (100bp); 2 - Escherichia coli DEPE 64, 3 - 
Salmonella enterica CAPM 5439, 4 - Escherichia coli CAPM 6104, 5 - Escherichia coli 
CAPM 6114, 6 - Salmonella enterica CAPM 5439, 7 - Salmonella enterica CAPM 
5967, 8 - Salmonella enterica CAPM 6324,  9 - slepý vzorek – DNA nahrazena vodou 

 
 
 

     
 
 

Obr. 7.11: Touch-down PCR se sadou primerů adiA3F/adiA3R;  1 – marker (100bp); 
2 - Escherichia coli CAPM 6101, 2 - Escherichia coli CAPM 6104, 3 - Escherichia 
coli CAPM 6114, 4 - Salmonella enterica CAPM 5439, 5 - Salmonella enterica CAPM 
5967, 6 - Salmonella enterica CAPM 6324, 7 - Escherichia coli DEPE 64, 8- 
Escherichia coli DEPE 99, 9 - slepý vzorek – DNA nahrazena vodou 
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7.1.3. Návrh a testování sad primerů vhodných k detekci genu 
kódujícího předpokládanou arginin dekarboxylázu u 
Pseudomonas sp.  

 
Návrh primerů vhodných k detekci genu kódujícího předpokládanou  
arginin dekarboxylázu u Pseudomonas sp. 
 
Pro návrh specifické sady primerů určené k detekci předpokládané arginin 

dekarboxylázy vyskytující se u bakterií rodu Pseudomonas bylo z GeneBank 
vybráno sedm nukleotidových sekvencí (viz příloha A), které byly označeny 
jako adi, ldc, putative arn/arg/lys decarboxylase aj. Sekvence byly porovnány 
pomocí algoritmu ClustalW a porovnané sekvence byly vizualizovány 
programem Jalview. Nebyly nalezeny žádné odlehlé sekvence, naopak byl 
zjištěn vysoký stupeň homologie mezi těmito sekvencemi (obrázek č. 7.12). 
Soubor sekvencí byl tedy použit pro návrh primerů programem GeneFisher2. 
Program vygeneroval několik sad primerů, z nichž prvních deset (s nejvyšším 
indexem kvality) bylo teoreticky testováno algoritmem PrimerBlast. U šesti sad 
primerů byly při teoretickém testování získány očekávané výsledky (pouze 
produkty očekávané velikosti u všech Pseudomonas sp.). Tabulka č. 7.4 
poskytuje přehled těchto primerů, jejich nukleotidových sekvencí a velikosti 
očekávaných produktů. 

 
Tabulka 7.4 Seznam primerů navržených pro detekci genu adi/ldc, jejich 

nukleotidové sekvence a velikosti PCR produktů. 
 

 Kódující primer  Antikódující primer  
Velikost 

produktu 
(bp) 

adi1 ACCKCCGASTTTATCGC CCRATAATGCCRTAGCG 395 

adi2 GATACCKCCGASTTTATC AAACGKGCATAGSCGTA 615 

adi3 TKCCAASCCGYAACCG AACMGCTTCRTCRATCA 338 

adi4 GCHTGGTACGSCTATGC YGGGATKCCYGGCGG 1014 

adi5 CGAAGCCTTCATGATGCA CCACTTGCCCTTGGTGA 490 

adi6 GACATCAAGGCCGACA TGCCAGGAATAGTTGGA 458 
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Obr. 7.12: Porovnání sekvencí genu pro pravděpodobnou arginin dekarboxylázu u sedmi bakterií rodu Pseudomonas s vyznačením 
konzervovaných sekvencí (červený rámeček) použitých pro návrh primerů adi5F (horní část) a adi5R (spodní část).  
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     PCR se sadami primerů pro detekci genu kódujícího předpokládanou     
     arginin dekarboxylázu u Pseudomonas sp. 

Laboratorním testováním bylo nejlepších výsledků dosaženo se sadou 
primerů označenou adi5; PCR reakce ostatních sad primerů produkovaly velké 
množství nespecifických produktů nebo nedetekovaly sledovaný gen u všech 
testovaných Pseudomonas sp. (data nejsou uvedena). Sada primerů adi5F/adi5R 
amplifikovala produkt o velikosti 489 bp (fragment genu kódujícího 
předpokládanou Orn/Lys/Arg dekarboxylázu) u všech testovaných 
Pseudomonas sp. Na obrázku č. 7.13 je elektroforegram produktů PCR 
získaných pomocí touch-down PCR s použitím primerů adi5f/adi5R.  
Na obrázcích je vidět, že produkty jsou získávány pouze v přítomnosti 
templátové DNA vyizolované z bakterií rodu Pseudomonas. Na obrázku č. 7.14 
bylo v první části použito primerů adc5 pro detekci genu speA (kódujícího 
biosyntetickou arginin dekarboxylázu) a ve druhé části primerů adi5 pro detekci 
genu kódujícího druhý typ dekarboxylázy (předpokládaná arn/arg/lys 
dekarboxyláza).   
                   

    
 

Obr. 7.13: Touch-down PCR se sadou primerů adi5F/adi5R;  1 – marker (100bp); 2 - 
Escherichia coli CCM 3954, 3 -Enterobacter aerogenes  CCM 2531, 4 - Serratia 
marcescens CCM 303, 5 - Salmonella enterica CAPM 4420, 6 - Proteus mirabilis 
CCM 7188, 7- Klebsiella oxytoca CCM 2934, 8 - Citrobacter freundii CCM 7187, 9 - 
Pectobacterium carotovorum CCM 1008, 10 - Yersinia enterocolitica CCM 7204, 11 - 
Escherichia coli CAPM 6114, 12 - Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, 13 - 
Pseudomonas fluorescens CCM 2798, 14 - Pseudomonas aeruginosa CAPM 5707, 15 
- Pseudomonas aeruginosa CAPM 5712, 16 - slepý vzorek – DNA nahrazena vodou. 
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Obr. 7.14: Touch-down PCR se sadami primerů adc5F/adc5R (dráhy 2 – 8) a 
adi5F/adi5R (dráhy 9 – 13); 1 – marker (100bp); 2 - Escherichia coli CCM 3954, 3 -
Enterobacter aerogenes CCM 2531, 4 - Serratia marcescens CCM 303, 5 - Salmonella 
enterica CAPM 4420, 6 - Proteus mirabilis CCM 7188, 7- Klebsiella oxytoca CCM 
2934, 8 - Citrobacter freundii CCM 7187, 9 - Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, 
10 - Pseudomonas fluorescens CCM 2798, 11 - Pseudomonas aeruginosa CAPM 
5707, 12 - Pseudomonas aeruginosa CAPM 5712, 13 - Pseudomonas aeruginosa 
CAPM 5718, 14 - slepý vzorek – DNA nahrazena vodou. 
 

Sada primerů adi5 byla testována se všemi Pseudomonas sp. a u všech 
bakteriálních DNA byla PCR reakce pozitivní (viz tabulka č. 7.2). 

 
7.1.4. Návrh a testování sad primerů vhodných k detekci genu speB  

 
Návrh primerů vhodných k detekci genu speB 
Agmatináza je mezi enterobakteriemi široce rozšířený enzym. Pro návrh sady 

primerů určených k detekci genu speB kódujícího agmatinázu bylo porovnáno 
sedmnáct nukleotidových sekvencí genu speB získaných z GeneBank z různých 
enetrobakterií (viz příloha A). Sekvence byly porovnány algoritmem ClustalW a 
vizualizovány programem Jalview (obrázek č. 7.15). Nebyly shledány odlehlé 
sekvence. Soubor sekvencí byl tedy vložen do programu GeneFisher2 a dle 
zadaných kriterií program navrhl několik párů primerů. Z nich bylo vybráno 
deset primerů s nejvyšším stupněm kvality a tyto primery byly podrobeny 
teoretickému testování nástrojem PrimerBlast. Na základě dobrých výsledků 
z teoretického testování pak bylo syntetizováno pět párů primerů, které byly 
následně laboratorně testovány. Přehled těchto primerů, jejich sekvencí a 
velikostí produktů prezentuje tabulka č. 7.5. 
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Obr. 7.15: Porovnání sekvencí genů speB u 17 enterobakterií s vyznačením 
konzervovaných sekvencí (červený rámeček) použitých pro návrh primerů agm4F 
(horní část) a agm4R (spodní část).  

 
Tabulka 7.5 Seznam primerů navržených pro detekci genu speB, jejich 

nukleotidové sekvence a velikosti PCR produktů. 
 

 Kódující primer  Antikódující primer  
Velikost 

produktu 
(bp) 

agm1 CTGAACGTCGTGGACTGCG GCGCGATCGGAGGTCAGGC 518 
agm2 TGGTTTCCAAYGCCTTTGG TCGCCYTTYTTCGCCGCC 883 
agm3 CTGAACGTCGTGGACTGCGG CRATCTGTTTCACCTGGGCG 412 
agm4 TGAACGTCGTGGACTGCGG GCRTCCAGCACGGTAAAGC 355 
agm5 GGTTTCCAAYGCCTTTGG GCGCGATCGGAGGTCAGG 729 
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PCR se sadami primerů pro detekci genu speB 
Laboratorním testováním bylo nejlepších výsledků dosaženo se sadou 

primerů označenou agm4F/agm4R, ostatní sady primerů neposkytovaly produkt 
očekávané velikosti u všech testovaných bakteriálních DNA (viz obrázek  
č. 7.16). Z obrázku č. 7.16, který zobrazuje elektroforegramy testování tří sad 
primerů je zřejmé, že tyto sady primerů nebyly vhodné pro další testování.   
 

       
 

Obr. 7.16: Touch-down PCR s primery agm1F/agm1R, agm2F/agm2R  
a agm3F/agm3R (sady primerů uvedeny přímo v obrázcích); 1 – marker (100bp), 
DNA: 2 - Enterobacter aerogenes CAPM 5634, 3 - Escherichia coli CAPM 6101,  4 - 
Escherichia coli  CAPM 6104, 5 - Escherichia coli  CAPM 6114, 6 - Klebsiella 
pneumoniae CAPM 6241M,  7 - Pseudomonas aeruginosa CAPM 5707, 8 – 
Pseudomonas aeruginosa CAPM 5718, 9 - Salmonella enterica CAPM 5439, 10 - 
Salmonella enterica CAPM 5967, 11 -  Salmonella enterica CAPM 6324, 12 - 
Citrobacter freundii CCM 7187, 13 - slepý vzorek – DNA nahrazena vodou. 

 
Pouze pomocí sady primerů agm4F/agm4R byl u všech testovaných 

enterobakterií amplifikován produkt o velikosti 355 bp (fragment genu speB, 
kódujícího enzym agmatinázu). Z obrázku č. 7.17 je zřejmé, že produkty 
očekávané velikosti byly získávány pouze v přítomnosti odpovídající templátové 
DNA. U zón č. 7, 8, 13 a 14 nebyl získán produkt PCR, protože u bakterií rodů 
Pseudomonas a Yersinia se gen speB nevyskytuje, případně (u bakterií rodu 
Pseudomonas) má tento gen odlišnou nukleotidovou sekvenci. Vzhledem 
k tomu, že bakterie rodu Pseudomonas jsou známy tím, že tuto dráhu 
nevyužívají a jsou nositeli agmatin deiminázové dráhy, nebyly primery k detekci 
genů podobných genu speB (označeny např. speB1 apod.) u této skupiny 
mikroorganizmů zahrnuty k testování v této práci.  

Pomocí sady primerů agm4F/agm4R byl úspěšně amplifikován PCR produkt 
355 bp vnitřní fragment genu speB u všech testovaných enterobakterií  
(viz tabulka č. 7.2). Sada primerů agm4F/agm4R  nevykazovala tvorbu 
nespecifických produktů, lze tedy tuto sadu primerů považovat za univerzální 
sadu primerů určenou k detekci genu speB pro enterobakterie.  

   412bp 

   833 bp 

   518 bp 
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Obr. 7.17: Touch-down PCR se sadou primerů agm4F/agm4R; 1 – marker (100bp), 
DNA: 2 - Enterobacter aerogenes CAPM 5634, 3 - Escherichia coli CAPM 6101,  4 - 
Escherichia coli  CAPM 6104, 5 - Escherichia coli  CAPM 6114, 6 - Klebsiella 
pneumoniae CAPM 6241M,  7 - Pseudomonas aeruginosa CAPM 5707, 8 – 
Pseudomonas aeruginosa CAPM 5718, 9 - Salmonella enterica CAPM 5439, 10 - 
Salmonella enterica CAPM 5967, 11 -  Salmonella enterica CAPM 6324, 12 - 
Citrobacter freundii CCM 7187, 13 - Yersinia enterocolitica CAPM 6154, 14 - 
Yersinia ruckeri CAPM 6095,15 – slepý vzorek – DNA nahrazena vodou. 
 
 

7.1.5. Návrh a testování sad primerů vhodných k detekci genu aguA 
 
     Návrh primerů vhodných k detekci genu aguA  

Agmatin deiminázová dráha byla popsána u bakterií rodů Pseudomonas  
a Yersinia. Pro vytvoření genově specifických primerů bylo porovnáno třináct 
dostupných sekvencí genu aguA získaných z GeneBank (viz příloha A). 
Sekvence byly porovnány algoritmem ClustalW a porovnané sekvence byly 
vizualizovaný programem Jalview. Nebyly zjištěny žádné odlehlé sekvence  
a analýzou bylo zjištěno několik konzervovaných domén vhodných pro návrh 
primerů (obrázek č. 7.18). Soubor sekvencí byl tedy použit v programu 
GeneFisher2 pro návrh nových sad primerů.  

Z vygenerovaných sad bylo patnáct sad teoreticky testováno algoritmem 
PrimerBlast. Testování ukázalo, že pouze šest sad poskytuje očekávané 
výsledky (v genových databázích nalezen produkt očekávané velikosti u všech 
cílových skupin bakterií). Těchto šest párů primerů bylo syntetizováno pro 
laboratorní testování. Tabulka č. 7.6 prezentuje sekvence primerů navržených 

 1       2         3       4        5      6      7      8        9       10      11      12     13     14    15 1       
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pro detekci genu aguA a velikosti očekávaných produktů. Sekvence primerů 
AgDI4F, 5F a 6F jsou shodné, obdobně sekvence primerů AgDI1R-4R jsou 
totožné, tabulka č. 7.6 uvádí kombinace těchto primerů navržené programem 
GeneFisher2. 

 
Tabulka 7.6 Primery navržené pro detekci genu aguA, jejich nukleotidové 

sekvence a předpokládané velikosti PCR produktů. 
 

 Kódující primer  Antikódující primer  
Velikost 

produktu 
(bp) 

AgDI1 AAYGCMTGGGGCGGC RTAMAGCGGGCCGGG 485 
AgDI2 YGAYGGCGAAGGCAC RTAMAGCGGGCCGGG 343 
AgDI3 CAGYGACGAYGCCTGG RTAMAGCGGGCCGGG 570 
AgDI4 ATGCCYGCMGAATGGG RTAMAGCGGGCCGGG 789 
AgDI5 ATGCCYGCMGAATGGG TCARRTGYGGGTTGCG 515 
AgDI6 ATGCCYGCMGAATGGG SGTGCCTTCGCCRTC 453 

 
 

PCR se sadami primerů pro detekci genu AguA 
Při laboratorním testování se jako nejvhodnější ukázala kombinace primerů 

AgDI4F a AgDI6R. Ostatní kombinace primerů neposkytovaly u všech 
testovaných bakteriálních DNA produkt očekávané velikosti, případně 
poskytovaly velké množství nespecifických produktů (obrázek č. 7.19). Pouze se 
sadou AgDI4F/AgDI6R byl obdržen produkt o správné velikosti u všech 
Pseudomonas sp. i Yersinia sp. (viz tabulka č. 7.2).  
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Obr. 7.18: Porovnání sekvencí genů aguA u 13 bakteriálních kmenů s vyznačením konzervovaných sekvencí (červený rámeček) 
použitých pro návrh primerů AgDI4F (horní část) a AgDI6R (spodní část).  
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Obr. 7.19: Touch-down PCR se sadami primerů určených k detekci genu AguA; sady 
primerů jsou uvedeny přímo na obrázcích; 1 – marker (100bp), DNA: 2 - Enterobacter 
aerogenes CAPM 5634, 3 - Escherichia coli CAPM 6101, 4 - Escherichia coli  CAPM 
6104, 5 - Escherichia coli  CAPM 6114, 6 - Klebsiella pneumoniae CAPM 6241M, 7 - 
Pseudomonas aeruginosa CAPM 5707, 8 – Salmonella enterica CAPM, 5439, 9 - 
Pseudomonas  aeruginosa CAPM 5718, 10 - Salmonella enterica CAPM 5967, 11 -  
Salmonella enterica CAPM 6324, 12 - Yersinia enterocolitica CAPM 6154 

                        
 
Obr. 7.20: Touch-down PCR se sadou primerů AgDI4F/AgDI6R; 1 – marker (100bp), 
2 - Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, 3 - Pseudomonas fluorescens CCM 2798, 4 - 
Pectobacterium carotovorum CCM 1008, 5 - Yersinia enterocolitica CCM, 6 - 
Pseudomonas aeruginosa CAPM 5707, 7 - Pseudomonas aeruginosa CAPM 5712, 8 - 
Pseudomonas aeruginosa CAPM 5718,  9 - Yersinia enterocolitica CAPM 6154, 10 - 
Yersinia ruckeri CAPM 6095,11 - Yersinia enterocolitica DEPE 88, 12 – slepý vzorek 
– DNA nahrazena vodou. 
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Obr. 7.21: Touch-down PCR se sadou primerů AgDI4F/AgDI6R; 1 – marker (100bp), 
DNA: 2 - Enterobacter aerogenes CAPM 5634, 3 - Escherichia coli CAPM 6101, 4 - 
Klebsiella pneumoniae CAPM 6241, 5 - Pseudomonas aeruginosa CAPM 5707, 6 - 
Pseudomonas aeruginosa CAPM 5718, 7 - Pseudomonas aeruginosa CAPM 5722, 8 - 
Salmonella enterica CAPM 5439, 9 - Yersinia enterocolitica CAPM 6154, 10 - 
Yersinia ruckeri CAPM 6095, 11 - Serratia marcescens DEPE 3, 12 - Pantotea sp. 
DEPE 52, 13 - Yersinia enterocolitica DEPE 88, 14 - Proteus vulgaris DEPE 101, 15 
- Pectobacterium carotovorum CCM 1008, 16 - slepý vzorek – DNA nahrazena vodou. 
 

Z obrázků č. 7.20 a 7.21 je patrné, že k amplifikaci 453 bp fragmentu genu 
aguA došlo vždy pouze v přítomnosti DNA kmenů Pseudomonas sp., Yersinia 
sp. a Pectobacterium carotovorum a nedocházelo ke vzniku nespecifických 
produkt. Tuto sadu primerů lze tedy považovat za univerzální sadu primerů 
určenou k detekci genu aguA pro tuto skupinu gramnegativních bakterií.  

 
7.1.6. Návrh a testování sad primerů vhodných k detekci genu speC  

 
Návrh primerů vhodných k detekci genu speC 
Ornitin dekarboxyláza je (z hlediska produkce putrescinu) jedním z nejvíce 

prostudovaných enzymů a gen odc (často používané označení pro geny speC  
a speF), který tuto dekarboxylázu kóduje, je také genem, pro který byly již dříve 
publikovány některé sady primerů. Nejprve tedy bylo přistoupeno k testování 
těchto sad primerů. Jmenovitě byly testovány dříve publikované primery 3´ 16´ 
(Marcobal et. al., 2005) a PUT1-F/PUT2-R (Muñoz et al., 2004) 
(viz tabulka č. 4.3), které se jevily jako nejvhodnější z hlediska šíře 
aplikovatelnosti (tyto primery byly jako jediné navrženy i pro gramnegativní 
bakterie). Výsledky však nebyly příliš uspokojivé, viz obrázek č. 7.22. PCR se 
sadou primerů 3´/16´ by měla amplifikovat produkt o velikosti 1446 bp a se 
sadou PUT1-F/PUT2-R produkt o velikosti 1440 bp (není určena pro 
Pseudomonas sp.). U obou sad však docházelo ke vzniku nespecifických 
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produktů a u některých templátových DNA nedošlo ke vzniku očekávaných 
produktů. Žádný z dříve publikovaných primerů tedy nebyl vhodný pro detekci 
odc genu u všech důležitých skupin gramnegativních mikroorganizmů. Metoda 
nebyla dále optimalizována a bylo přistoupeno k návrhu vlastních primerů.  

Cílem práce bylo navrhnout sadu univerzálních primerů vhodnou k detekci 
genu speC u gramnegativních bakterií. Algoritmem ClustalW bylo porovnáno 
celkem 31 nukleotidových sekvencí genů speC z různých gramnegativních 
bakterií, vizualizace byla provedena v programu Jalview (obrázek č. 7.23). 
Porovnané sekvence byly vloženy do programu GeneFisher2, který na základě 
vložených parametrů navrhnul 3 sady primerů (tabulka č. 7.7), dvě z nich jsou 
navrženy pro detekci genu speC u všech gramnegativních bakterií, třetí sada je 
zaměřena na detekci tohoto genu u bakterií rodu Pseudomonas.  

 
 
 
Tabulka 7.7 Seznam primerů navržených pro detekci genu speC, jejich 

nukleotidové sekvence, velikosti PCR produktů a cílová skupina 
mikroorganizmů.  

 

  Kódující primer  Antikódující 
primer  

Velikost 
produktu 

(bp) 

Skupina 
mikroorganizmů 

SpeC1 
CGACGCCGGT 

CTATCTGG 
AAACAGCGGAT 

AAAACGG 
497 

gramnegativní 
bakterie 

SpeC2 
GCGACGCCG 
GTTTATCTG 

GCGTGCAGCA 
TAAAGGC 

470 
gramnegativní 

bakterie 

SpeC3 
TTCGCCGAC 
AAGCAGG 

AGGTAGAACG 
CCTTCAGC 

1103 Pseudomonas sp. 
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Obr. 7.22: Touch-down PCR se sadami primerů PUT1-F/PUT2-R (horní polovina) a 
3/16 (spodní polovina); 1 – marker (100bp); DNA: 2 - Escherichia coli CCM 3954, 3 -
Enterobacter aerogenes  CCM 2531, 4 - Serratia marcescens CCM 303, 5 - Salmonella 
enterica CAPM 4420, 6 - Proteus mirabilis CCM 7188, 7- Klebsiella oxytoca CCM 
2934, 8 - Citrobacter freundii CCM 7187, 9 - Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, 10 - 
Pseudomonas fluorescens CCM 2798, 11 - Pectobacterium carotovorum CCM 1008, 12 
- Yersinia enterocolitica CCM  7204, 13 - slepý vzorek – DNA nahrazena vodou. 
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Obr. 7.23: Porovnání sekvencí genů speC u 31 bakteriálních kmenů s vyznačením 
konzervovaných sekvencí (červený rámeček) použitých pro návrh primerů odc1F 
(horní část) a odc1R (spodní část).  
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PCR se sadami primerů pro detekci genu speC 
Všechny sady primerů byly laboratorně testovány s různými templátovými 

DNA, sada odc2F/odc2R v PCR reakci amplifikovala fragmenty genu speC jen 
u některých gramnegativních bakterií a amplifikovala také nespecifický produkt 
o velikosti cca 350 bp (obrázek č. 7.24). PCR se sadou odc1F/odc1R 
poskytovala očekávaný PCR produkt o velikosti 470 bp u všech testovaných 
gramnegativních bakterií (obrázek č. 7.25). Tato sada pak byla postupně použita 
v TD-PCR se všemi testovanými kmeny (viz tabulka č. 7.2). 

 

         
 

Obr. 7.24: Touch-down PCR se sadou primerů odc2F/odc2R; 1 – marker (100bp), 
DNA: 2 - Enterobacter aerogenes CAPM 5634, 3 - Escherichia coli CAPM 6101,  4 - 
Escherichia coli  CAPM 6104, 5 - Escherichia coli  CAPM 6114, 6 - Klebsiella 
pneumoniae CAPM 6241M, 7 - Pseudomonas aeruginosa CAPM 5707, 8 – 
Pseudomonas aeruginosa CAPM 5718, 9 - Pseudomonas aeruginosa CAPM 5712, 10 
- Salmonella enterica CAPM 5439, 11 - Salmonella enterica CAPM 5967, 12 -  
Salmonella enterica CAPM 6324, 13 - Yersinia enterocolitica CAMP 6154, 14 - 
Yersinia ruckeri CAPM 6095, 15 – slepý vzorek – DNA nahrazena vodou. 
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Obr. 7.25: Touch-down PCR se sadou primerů odc1F/odc1R; 1 – marker (100bp); 
DNA: 2 - Escherichia coli CCM 3954, 3 -Enterobacter aerogenes  CCM 2531, 4 - 
Serratia marcescens CCM 303, 5 - Salmonella enterica CAPM 4420, 6 - Proteus 
mirabilis CCM 7188, 7- Klebsiella oxytoca CCM 2934, 8 - Citrobacter freundii CCM 
7187, 9 - Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, 10 - Pseudomonas fluorescens CCM 
2798, 11 - Pectobacterium carotovorum CCM 1008, 12 - Yersinia enterocolitica CCM 
7204, 13 - slepý vzorek – DNA nahrazena vodou. 

 
7.1.7.  Návrh a testování sad primerů pro detekci genu speF  

 
Návrh primerů vhodných k detekci genu speF 
Biodegradativní ornitin dekarboxyláza kódovaná genem speF se vyskytuje  

u mnoha rodů gramnegativních bakterií; u většiny z nich je tato forma 
označována jako inducibilní forma ornitin dekarboxylázy. Pro detekci genu speF 
u gramnegativních bakterií nebyla doposud navržena žádná sada primerů, byl 
tedy zvolen stejný postup, jako v předchozích případech. Z genových databází 
bylo vybráno 16 nukleotidových sekvencí genu speF a porovnáním algoritmem 
ClustalW po vizualizaci v programu Jalview bylo nalezeno několik 
konzervovaných domén vhodných pro návrh konsenzuálních primerů  
(viz obrázek č. 7.26).  Přehled primerů navržených programem GeneFisher2 
přináší tabulka č. 7.8. 
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Obr. 7.26: Porovnání sekvencí genů speF u 16 bakteriálních kmenů s vyznačením konservovaných sekvencí (červený rámeček) 
použitých pro návrh primerů speF1F (horní část) a speF1R (spodní část).  
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Tabulka 7.8 Seznam primerů navržených pro detekci genu speF, jejich 
nukleotidové sekvence a velikosti PCR produktů.  

 
 

PCR se sadami primerů pro detekci genu speF 
Všechny syntetizované primery byly testovány s několika kmeny 

gramnegativních bakterií. PCR se sadami speF3 a speF4 neamplifikovaly PCR 
produkty očekávané velikosti; PCR se sadou primerů speF2 zase u některých 
kmenů amplifikovala řadu nespecifických PCR produktů (obrázek č. 7.27). 
Jedinou sadou primerů, která v PCR amplifikovala pouze PCR produkt 
očekávané velikosti, byla sada s označením speF1 (obrázek č. 7.28), tato sada 
v PCR amplifikovala vnitřní fragment genu speF o velikosti 472 bp u cílových 
skupin mikroorganizmů (viz tabulka č. 7.2).   

 

  
 

Obr. 7.27: Touch-down PCR se sadou set primerů speF2F/speF2R; 1 – marker 
(100bp); DNA: 2 - Escherichia coli CCM 3954, 3 -Enterobacter aerogenes  CCM 
2531, 4 - Serratia marcescens CCM 303, 5 - Salmonella enterica CAPM 4420, 6 - 
Proteus mirabilis CCM 7188, 7- Klebsiella oxytoca CCM 2934, 8 - Citrobacter 
freundii CCM 7187, 9 - Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, 10 - Pseudomonas 
fluorescens CCM 2798, 11 - Pectobacterium carotovorum CCM 1008, 12 - Yersinia 
enterocolitica CCM 7204, 13 - Yersinia ruckeri CAPM 6095, 14 - slepý vzorek – DNA 
nahrazena vodou. 

 

Kódující primer Antikódující primer 
Velikost 
produktu 

(bp) 
speF1 TGGAAACCGCRCGTAACC AGAAYGGGCTGGTGGAGG   472 

speF2 TCGCCRCTGYTGCTG GGATAGAAYGGGCTGGTG 200 

speF3 TCGCCRCTGYTGCTGG AGAAYGGGCTGGTGGAGG 196 

speF4 TCGCCRCTGYTGCTG GATAGAAYGGGCTGGTGG 199 
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Obr. 7.28: Touch-down PCR se sadou primerů speF1F/speF; 1 – marker (100bp); 
DNA: 2 - Escherichia coli CCM 3954, 3 - Enterobacter aerogenes  CCM 2531, 4 - 
Serratia marcescens CCM 303, 5 - Salmonella enterica CAPM 4420, 6 - Proteus 
mirabilis CCM 7188, 7- Klebsiella oxytoca CCM 2934, 8 - Citrobacter freundii CCM 
7187, 9 - Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, 10 - Pseudomonas fluorescens CCM 
2798, 11 - Pectobacterium carotovorum CCM 1008, 12 - Yersinia enterocolitica CCM 
7204, 13 - Serratia marcescens DEPE 4, 14 -  slepý vzorek – DNA nahrazena vodou. 

 
7.1.8. Multiplex PCR a PCR s předchozí reverzní transkripcí s novými 

sadami primerů 

Teoretickým a následně in situ testováním byly vybrány sady primerů určené 
pro detekci klíčových genů zahrnutých v syntéze putrescinu u široké škály 
gramnegativních bakterií. Ucelený přehled vybraných primerů, jejich sekvencí, 
velikostí amplifikovaných produktů a identifikace polohy v cílovém genu 
přináší Příloha B.  

Provedení jednotlivých PCR reakcí pro detekci pouze jednoho genu je 
zdlouhavé a nové trendy se často zaměřují na tzv. multiplex PCR, což je  
v podstatě provedení klasické PCR reakce s cílem detekovat v průběhu jedné 
reakce více cílových genů. Toho je docíleno tak, že reakční směs obsahuje více 
sad primerů. Většinou jsou tyto multiplex PCR prováděny se 3 až 4 sadami 
primerů, přičemž je důležité navrhnout jejich kombinaci tak, aby velikosti 
amplifikovaných produktů byly různé a aby anealingové teploty primerů byly 
podobné. V této části je prezentováno celkem 7 sad nově navržených primerů 
určených k detekci genů kódujících důležité enzymy zahrnuté v metabolizmu 
putrescinu u gramnegativních bakterií. Pro zjištění, zda je možné nově navržené 
primery použít také v multiplex PCR, byly testovány některé kombinace těchto 
primerů v multiplex PCR. Nejprve byly testovány různé varianty dvou sad 
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primerů – kombinace speF1F/speF1R; adc5F/adc5R a agm4F/agm4R (obrázek 
č. 7.29) a poté také kombinace tří sad primerů – kombinace adc5F/adc5R, 
agm4F/agm4R, speF1F/speF1R a odc1F/odc1R v jedné PCR reakci (obrázek  
č. 7.30). Při všech testech docházelo pouze k amplifikaci očekávaných produktů 
a nedocházelo ke vzniku produktů nespecifických. Nově navržené primery tedy 
lze použít v kombinaci s jinými primery v různých multiplex PCR. Kombinace 
více sad primerů nebyla testována, protože některé amplifikované produkty mají 
podobnou velikost a nebyly by při elektroforetickém dělení dostatečně 
separovány. Většina publikovaných multiplex PCR metod je ze stejného důvodu 
založena na kombinaci tří sad primerů (Marcobal et al., 2005, De las Rivas et 
al., 2005). 

Dalším přístupem, který byl testován, bylo provedení PCR s předchozí 
reverzní transkripcí. V tomto případě se jedná o detekci transkriptu cílového 
genu, tedy detekci mRNA kódující sekvenci tohoto genu. Tímto přístupem lze 
detekovat nejen přítomnost genu, ale také to, zda je tento gen za daných 
podmínek aktivně využíván (přepisován). Tento přístup je vhodné kombinovat 
s metodou real-time PCR, která umožňuje kvantifiaci PCR produktů. Možnost 
kvantitativně sledovat přepis určitého genu má velký potenciál, a to zejména 
v oblasti výzkumu faktorů ovlivňujících produkci putrescinu v potravinách. 
Metodou real-time PCR můžeme nejen kvantifikovat přítomnost aminogenních 
mikroorganizmů kvantifikací sledovaných genů (Fernandéz et al., 2006, 
Nannelli et al., 2008), ale také sledovat, za jakých podmínek využívají určitou 
metabolickou dráhu vedoucí ke kumulaci putrescinu. Tyto přístupy byly 
prozatím použity spíše sporadicky a bývají využívány spíše pro výzkum 
organizace genomu. V oblasti výzkumu metabolizmu biogenních aminů byla 
tato metoda využita například u kvantifikace genové exprese genu tdc  
u producentů tyraminu (Torriani et al., 2008). Výzkumy a metody v této oblasti 
jsou prozatím v počátcích. Z hlediska problematiky výzkumu metabolizmu 
putrescinu je tento přístup velmi perspektivní a nově navržené primery mají 
v této oblasti velký potenciál pro následné výzkumy.  

Pro testování, byla vybrána sada primerů adc5 amplifikující vnitřní úsek genu 
speA o velikosti 282 bp. PCR s předchozí reverzní transkripcí byla úspěšná  
a byla prokázána přítomnost transkriptu genu speA u bakterie Escherichia coli 
CCM 3954. 

Tyto dílčí výsledky z multiplex PCR a PCR s předchozí reverzní transkripcí 
potvrdily přínos nově navržených primerů pro další výzkum v oblasti produkce 
putrescinu gramnegativními bakteriemi v potravinách.  
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Obr. 7.29: Multiplex PCR s kombinací více sad primerů určených pro detekci genů 
speF, speA a speB u gramnegativních bakterií; 1 – marker (100bp), 2 - Escherichia 
coli CAMP 6114 s primery speF1F/speF1R; 3 - Klebsiella oxytoca CCM 2934 s 
primery adc5F/adc5R; 4 - E. coli CAMP 6114 s primery agm4F/agm4R; 5 - 
Pseudomonas aeruginosa CCM 2798 s kombinací primerů adc5F/adc5R a 
agm4F/agm4R; 6 - Pseudomonas fluorescens CCM 2798 s kombinací primerů 
adc5F/adc5R a agm4F/agm4R; 7-  Serratia marcescens DEPE 4 s kombinací primerů 
speF1F/speF1R a agm4F/agm4R; 8 - Klebsiella oxytoca CCM 2934 s kombinací 
primerů speF1F/speF1R a agm4F/agm4R; 9 - Klebsiella pneumoniae CAPM 6241 s 
kombinací primerů adc5F/adc5R a agm4F/agm4R; 10 - Klebsiella sp. DEPE 98 s 
kombinací primerů adc5F/adc5R, agm4 a speF1F/speF1R; 11 - Klebsiella oxytoca 
CCM 2934 s primery adiA4 a speF1F/speF1R; 12 - Yersinia enterocolitica DEPE 88 
adc5F/adc5R a speF1F/speF1R, 13 - slepý vzorek – DNA nahrazena vodou. 
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Obr. 7.30: Multiplex PCR s kombinací tří sad primerů; detekce genů speC, speF, speA 
a speB u gramnegativních bakterií; 1 -  Escherichia coli CAMP 6114; 2 - Klebsiella 
oxytoca CCM 2934; 3 -Pseudomonas aeruginosa CCM 2798; 4 - Serratia marcescens 
DEPE 4; M - marker (100bp); a - speA (282 bp); b - speB (355 bp); c - speF (472 bp); 
d – odc (470 bp)použité sady primerů:  1, 2 a 4 - adc5F/adc5R, agm4F/agm4R, a 
speF1F/speF1R; 3 -  adc5F/adc5R a odc1F/odc1R. 
 

7.1.9. Sekvenační analýza 

Pro potvrzení, že amplifikované produkty skutečně pochází z cílových genů, 
byly pro každou sadu primerů vybrány PCR produkty získané PCR reakcí 
s DNA ze 3-5 různých mikroorganizmů. PCR produkty byly purifikovány  
(viz kapitola č. 6.5, str. 43) a odeslány na sekvenaci. Výsledné sekvence byly 
vizualizovány programem Sequence scanner a porovnány s dostupnými 
genovými databázemi (GenBank) za použití nástroje NucleotideBlast. Ukázka  
a testování získané sekvence přináší obrázky č. 7.31, 7.32 a 7.33. 

Tři amplikony genů speA, adiA, adi, speB, aguA, speC a 5 amplikonů genu 
speF získaných za použití nově navržených sad primerů v TD-PCR byly 
sekvenovány. Výsledky sekvenační analýzy přináší tabulka č. 7.9.  
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Tabulka 7.9 Výsledky sekvenace PCR produktů.  
 

Cílový 
gen Set primerů Testovaný mikroorganizmus Procento identity se známou sekvencí 

speA adc5F/adc5R Escherichia coli CCM 3954 99% speA E. coli O83:H1 NRG 857C 

Salmonella enterica CAPM 4420 
99% speA  Salmonella enterica subsp. enterica 
serovar Dublin CT_02021853 

Klebsiella oxytoca CCM 2934 
91% speA Klebsiella pneumoniae subsp. 
pneumoniae NTUH-K2044 

adiA adiA3F/adiA3R Escherichia coli CAPM 6101 99% adiA E. coli UM146 

Escherichia coli CAPM 6114 99% adiA E. coli 042 

Salmonella enterica CAPM 5967 
99% adiA Salmonella enterica subsp. enterica 
serovar Choleraesuis str. SC-B67 

ldc, adi  adi5F/adi5R Pseudomonas aeruginosa CCM 
3955 

99 % putative Orn/Arg/Lys decarboxylase 
Pseudomonas aeruginosa UCBPP-PA14 

Pseudomonas aeruginosa CAPM 
5718 

99% probable Orn/Arg/Lys decarboxylase 
Pseudomonas aeruginosa PA7 

Pseudomonas aeruginosa CAPM 
5712 

99% probable Orn/Arg/Lys decarboxylase 
Pseudomonas aeruginosa LESB58 

speB agm4F/agm4R 

Escherichia coli CCM 3954 98% speB E. coli SE15. 

Salmonella enterica CCM 4420 99% speB Salmonella Typhimurium UK-1 

Citrobacter freundii CCM 7187 91% speB Citrobacter rodentium ICC168 
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Pokračování tabulky 7.9 
 
aguA AgDI4F/AgDI6R Pseudomonas aeruginosa CCM 

3955 
99% aguA Pseudomonas aeruginosa LESB58 

Yersinia enterocolitica CCM 7204 
97% aguA Yersinia enterocolitica subsp. 
palearctica 105.5R 

Pectobacterium carotovorum CCM 
1008 

91% aguA Pectobacterium wasabiae WPP163 

speF spef1F/spef1R 
Escherichia coli CCM 3954 

99%  ornithine decarboxylase, inducible, E. coli 
ABU 83972 

Enterobacter aerogenes CCM 2531 
99% ornithine decarboxylase Enterobacter 
aerogenes KCTC 2190 

Salmonella enterica CAPM 4420 
99% speF Salmonella enterica subsp. enterica 
serovar Typhimurium str. UK-1 
 

Yersinia enterocolitica CCM 7204 
99% speF Yersinia enterocolitica subsp. 
enterocolitica 8081 

Serratia marcescens CCM 303 99% speF Edwardsiella tarda FL6-60 
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Obr. 7.31: Výsledek sekvenace produktu touch-down PCR získaného se sadou primerů adi5F/adi5R u Salmonella enterica CAPM 
5967. Modrá barva vyznačuje úseky sekvence získané s nejvyšší mírou jistoty. 
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Obr. 7.32: Výsledek sekvenace produktu touch-down PCR získaného se sadou primerů adi5F/adi5R u Salmonella enterica CAPM 
5967. Ukázka vyhodnocení kvality sekvence programem Sequence Scanner. 



87 
 

 
 

Obr. 7.33: Výsledek sekvenace produktu touch-down PCR získaného se sadou primerů 
adi5F/adi5R u Salmonella enterica CAPM 5967. Ukázka vyhodnocení kvality sekvence 
nástrojem NucleotideBlast. 
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Analýza sekvencí amplikonů genu speC získaného v TD-PCR s primery 
odc1F/odc1R ukázala, že tato sada primerů amplifikuje směs genů speC a speF. 
Analýzou všech ostatních získaných sekvencí a jejich porovnáním  
s genovými databázemi byl zjištěn vysoký stupeň identity (99-91%) pro všechny 
zkoumané amplikony. Sekvenační analýza tedy potvrdila specifičnost nově 
navržených primerů.  

 
7.1.10. Produkce putrescinu a agmatinu  

Výsledky TD-PCR byly porovnány s výsledky kultivačního experimentu, 
který byl zaměřen na zjištění skutečné produkce putrescinu a agmatinu 
jednotlivými kmeny. Výsledky přináší tabulka č. 7.2.  

Z tabulky je zřejmé, že všechny testované kmeny byly aktivními producenty 
putrescinu. Nejvyšší produkce putrescinu byla zazanamenána u kmene 
Escherichia coli CAPM 6101, který po kultivaci po dobu 24 hodin 
vyprodukoval 930 mg/l putrescinu.  

Také produkce agmatinu byla zaznamenána u všech třiceti dvou testovaných 
bakteriálních kmenů. Produkce agmatinu byla zřetelně nižší než produkce 
putrescinu, nicméně všechny kmeny byly po kultivaci trvající 12 hodin schopny 
produkovat více než 1 mg/l agmatinu. Nejaktivnějšími producenty agmatinu 
byly kmeny Proteus mirabilis CCM 7188 a Enterobacter aerogenes CCM 2531, 
které produkovaly více než 10 mg/l agmatinu. U všech kmenů byl zaznamenán 
pokles koncentrace agmatinu o cca 50 % (od 21 % do 81 %) po dvacetičtyř-
hodinové kultivaci vzhledem ke koncentraci vyprodukované po dvanácti-
hodinové kultivaci (P<0.01). Podrobněji viz diskuze 7.3 (str. 91).  
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7.2. Výsledky II. fáze 

Metabolizmus putrescinu grampozitivních bakterií je méně složitý než  
u gramnegativních bakterií, operuje hlavně v katabolickém směru a obsahuje 
pouze 3 enzymy ve dvou drahách (viz kapitola č. 4.5.2, str. 22). Práce byla 
zaměřena zejména na enzymy ODC (v tomto případě biodegradační forma), 
někdy označovány shodně jako u gramnegativních bakterií speF. Druhým 
významným enzymem je enzym agmatin deimináza kódovaný genem aguA. Zde 
bylo nutno zjistit, zda existuje podobnost mezi genem aguA u gramnegativních  
a grampozitivních bakterií. Gen ptcA, kódující putrescin transkarbamoylázu, se 
nachází (stejně jako gen aguB u gramnegativních bakterií) na společném 
operonu s genem aguA a postačí tedy detekce jednoho z nich.  

Pro detekci obou výše zmíněných genů bylo vyvinuto několik dříve 
publikovaných sad primerů (viz tabulka č. 4.3). Narozdíl od gramnegativních 
bakterií, u nichž prakticky neexistovaly dříve navržené primery, v oblasti 
grampozitivních bakterií (zejména LAB) bylo v dřívějších výzkumech navrženo 
velké množství univerzálních primerů určených k detekci jak genu speF, tak 
genů aguA a ptcA. V prvním kroku této části práce byly tedy testovány tyto 
primery pro možnosti sledování metabolizmu putrescinu u grampozitivních 
bakterií. 

  
7.2.1. Testování primerů určených pro detekci genu aguA a odc 

 
Jako testovací mikroorganizmy byly použity kmeny Lactobacillus curvatus 

AI-2 a Lactobacillus curvatus AI-3, u nichž byla produkce putrescinu již dříve 
prokázána (Buňková et al., 2010b). Vzhledem k tomu, že v této oblasti již bylo 
publikováno několik sad primerů, bylo přistoupeno k jejich testování.  
Pro detekci genu aguA byly vybrány primery AgD1/AgD2 (Coton et al., 2010), 
agdif/agdir (Nannelli et al., 2008) a aguA-F/ aguA-R (Landete et al., 2010). Pro 
detekci genu speF (odc) byly použity primery 3 ́/16 ́ (Marcobal et al., 2005)  
a PUT1-F/ PUT1-R (Muñoz et al., 2004). Sekvence primerů a velikosti produktů 
jsou uvedeny v tabulce č. 7.10. 

Se sadami primerů 3 ́/16 ́ a PUT1-F/ PUT1-R určených k detekci odc nebyl 
ani u jednoho kmene získán očekávaný amplikon. Tento výsledek se dal 
očekávat, protože geny odc se vyskytují pouze u některých LAB (viz kapitola  
č. 4.5.2, str. 22). Se sadami primerů určených k detekci genu aguA byly v PCR 
obdrženy amplikony očekávané velikosti pouze se sadami primerů aguA-
R/aguA/F a AgD1/AgD2, přičemž s první sadou bylo získáno také velké 
množství nespecifických produktů (obr. 7.34 A). Obě sady primerů pak byly 
testovány s DNA obou kmenů L. curvatus (obr. 7.34 B). Amplikony získané 
PCR reakcí DNA obou kmenů L. curvatus s primery AgD1/AgD2 byly následně 
purifikovány a odeslány na sekvenci. Sekvenační analýza obou produktů 
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prokázala 99% shodu s genem pro agmatin deiminázu kmene Lactococcus lactis 
subsp. lactis KF147, čímž potvrdila možnost použít uvedené primery pro další 
výzkumy v oblasti studia metabolismu putrescinu u LAB. 
 

 
Tabulka 7.10 Seznam primerů použitých pro detekci genů aguA a speF, jejich 

nukleotidové sekvence a velikosti PCR produktů  
 

 Sekvence primeru 
Cílový 

gen 

Velikost 
produktu 

(bp) 
AgD1 YGTNGAYGGHSAAGG 

aguA 600 
AgD2 GTTGNGTRATRCAGTGAAT 

agdiF ATGCCCGGTGAATTTGAA 
aguA 90 

agdiR TTGCGC TGGTTTAGCACC 

aguA-F GACTGGAC(AGT)TT(CT)AAGG(GC/CT)TGGGG 
aguA 830 

aguA-R TGYTGRGTRATRCARTGR 

PUT1-F TWYMAYGCNGAYAARACNTAYYYTGT 
odc 1440 

PUT1-R ACRCANAGNACNCCNGNGGRTANGG 

3´ GTNTTYAAYGCNGAYAARACNTAYTTYGT 
odc 1440 

16´ TACRCARAATACTCCNGGNGGRTANG 
 

 
 
 
 



91 
 

          
 
Obr. 7.34: Touch-down PCR se sadami primerů pro detekci genů aguA u 
grampozitivních bakterií; A - Touch-down PCR, DNA L. Curvatus AI-2; 1 – marker 
(100bp); primery: 2 – adiF/adiR, 3 – PUT1-F/PUT1-R, 4 – AgD1/AgD2, 5 – aguA-
F/aguA-R, 6 – pozitivní kontrola adiA3F/R s DNA Escherichia coli CAPM 6104, 7- 
slepý vzorek – DNA nahrazena vodou. B - Tchdown PCR, 1 – marker (100bp), 2 - 
AgD1/AgD2 s DNA L. Curvatus AI-2, 3 - aguA-F/aguA-Rs DNA z DNA L. Curvatus 
AI-2, 4 - AgD1/AgD2 s L. Curvatus AI-3, 5 - aguA-F/aguA-Rs DNA z DNA L. 
Curvatus AI-3, 6 – pozitivní kontrola adiA3F/R s DNA Escherichia coli CAPM 6104, 
7- slepý vzorek – DNA nahrazena vodou. 
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7.3. Diskuze 

V prvním kroku práce bylo nejprve testováno několik sad dříve 
publikovaných primerů. Z dříve publikovaných metod určených  
pro gramnegativní bakterie byly testovány dvě sady primerů - 3/16 (Marcobal et 
al, 2005) a  PUT1-F/PUT1-R (Muñoz et al., 2004). Tyto primery byly určeny 
pro detekci genů odc u gramnegativních bakterií. Bohužel ani jedna sada 
nepřinesla uspokojivé výsledky (viz kapitola č. 7.1.6, str. 71, obrázek č. 7.22).  

Cílem této práce bylo navrhnout univerzální sadu primerů určených k detekci 
genu speC u obou skupin mikroorganizmů – jak u bakterií čeledi 
Enterobacteriaceae, tak u bakterií rodu Pseudomonas a detekci genu speF  
u široké škály enterobakterií. Jak je vidět z tabulky výsledků TD-PCR (tabulka  
č. 7.2, str. 56) a tabulky výsledků sekvenační analýzy (tabulka č. 7.9, str. 84), set 
primerů speF1F/speF1R navržený v této práci vykazuje schopnost amplifikovat 
vnitřní fragment genu speF u různých kmenů enterobakterií.  

Lze tedy říci, že primery navržené v této práci umožňují širší rozsah 
použitelnosti než dříve publikované sady primerů: (i) nová sada primerů  
speC1F/speC1R je schopna detekovat odc geny u obou – Pseudomonas sp.  
i enterobakterií; a (ii) se sadou primerů speF1F/speF1R můžeme specificky 
detekovat přítomnost genů speF, kódujících inducibilní ornitin dekarboxylázu.  

Pro detekci genů odc u LAB bylo vyvinuto několik sad primerů (viz tabulka 
č. 4.3, str. 33). Tyto sady byly testovány, bohužel však žádný z testovaných 
grampozitivních kmenů s těmito sadami primerů nebyl odc pozitivní. To je 
patrně dáno tím, že se geny odc u těchto LAB nevyskytují.  

Další z testovaných sad publikovaných v předchozích výzkumech byly sady 
určené k detekci genu aguA a u grampozitivních kmenů. Pro detekci tohoto genu 
bylo navrženo množství sad primerů (viz tabulka č. 4.3, str. 33), některé sady 
primerů byly testovány v této práci. Pouze se sadou AgD1/AdD2 bylo dosaženo 
uspokojivých výsledků (viz kapitola č. 7.2.1, str. 88) a metodika byla také 
úspěšně ověřena sekvenační analýzou PCR produktů. Vzhledem k nízkému 
počtu LAB produkujících putrescin, nebyla tato část práce dále rozšířena. Byla 
pouze vypracována a ověřena TD-PCR metoda pro detekci genu aguA u LAB 
s dříve publikovanými primery AgD1/AgD2. V tomto bodě byl ukončen 
výzkum ve fázi II.  

Další sady primerů určené k detekci cílových genů u gramnegativních bakterií 
nebyly dříve publikovány a bylo tedy přistoupeno k návrhu vlastních sad 
primerů a jejich testování. 

Úspěšně testované sady primerů zahrnovaly nově navržené i dříve 
publikované sady primerů určených k detekci: genu speA kódujícího 
biosyntetickou arginin dekarboxylázu ve všech skupinách gramnegativních 
bakterií; genu adiA kódujícího biodegradativní arginin dekarboxylázu 
(inducibilní) u Escherichia coli a Salmonella; genu Ldc/adi kódujícího 
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„putative“ (předpokládanou) arginin dekarboxylázu u Pseudomonas; genu speB  
kódujícího agmatinázu u enterobakterií, genu  aguA kódujícího agmatin 
deiminázu u Pseudomonas, Yersinia a LAB; genu speC kódujícího 
biosyntetickou ornitin dekarboxylázu u obou enterobakterií i pseudomonád,  
a genu speF kódujícího inducibilní ornitin dekarboxylázu u enterobacterií.  

Všechny primery byly úspěšně testovány v TD-PCR se 32 gramnegativními  
a 2 grampozitivními producenty putrescinu. Výsledky PCR byly v souladu 
s informacemi ve volně dostupných databázích metabolických drah. Amplikony 
genů speA a speC byly získány s DNA ze všech gramnegativních producentů 
putrescinu, což potvrzuje, že všechny tyto kmeny nesou jak ornitin tak arginin 
dekarboxylázovou dráhu (dle očekávání). 

Výsledky TD-PCR metody s ostatními navrženými a úspěšně testovanými 
primery byly vždy v souladu s informacemi uvedenými v databázích 
metabolických drah pro daný mikroorganizmus.  

 Agmatin deiminázová dráha byla prokázána u všech testovaných kmenů 
Pseudomonas sp., Yersinia, LAB a u kmene Pectobacterium carotovorum CCM 
1008. Všechny ostatní testované kmeny poskytovaly pozitivní výsledek v PCR 
s primery agm4F/agm4R, což ukazuje na přítomnost genu speB pro enzym 
agmatinázu. Žádný z testovaných kmenů nebyl zároveň nositelem genů aguA  
a speB. Všechny kmeny Escherichia coli a Salmonella byly adiA pozitivní (TD-
PCR se sadou primerů adiA3F/adiA3R) a všechny Pseudomonas sp. 
poskytovaly pozitivní reakci s primery adi5F/adi5R, které detekují přítomnost 
genu druhého typu arginin dekarboxylázy (Orn/Lys/Arg decarboxylase family 
protein). Všechny enterobakterie, kromě kmenů Klebsiella, byly speF pozitivní 
se sadou primerů speF1F/speF1R. 

Výsledky TD-PCR jak s DNA sbírkových kmenů, tak také s DNA izolátů 
z potravin prokázaly, že nově navržené primery spolehlivě detekují přítomnost 
cílových genů, které jsou důležité pro syntézu putrescinu u všech důležitých 
gramnegativních producentů putrescinu.   

Bohužel pár primerů odc1F/odc1R v PCR amplifikoval směs genů speC  
a speF a nikoli selektivně pouze gen speC, jak bylo zamýšleno. Nicméně 
takovéto problémy byly očekávány, vzhledem k vysoké podobnosti těchto dvou 
genů. Obdobné problémy se vyskytly i u již dříve publikovaných sad primerů  
(Fadhlaoui-Zid et. al., 2012). Výskyt genu speF však může být selektivně 
detekována sadou primerů speF1F/speF1R a tím může být diferencována 
přítomnost genů speF a speC. 

Nově navržené sady primerů byly také testovány na použití v multiplex PCR, 
a to v různých variantách. Bylo prokázáno, že nové primery je možné 
kombinovat a v jedné PCR reakci tak detekovat více genů (viz kapitola č. 7.1.8, 
str. 79). Nové primery jsou tedy vhodné pro použití v různých multilex PCR 
metodách. 
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Co se týče sledované produkce putrescinu a  agmatinu u testovaných kmenů, 

tak nejvyšší produkce putrescinu (930,03 mg/l) byla detekována u kmene 
Escherichia coli CAPM 6101. Kmeny Salmonella enterica CCM 4420  
a Enterobacter aerogenes CAPM 5634 byly shledány jako druhý a třetí 
nejproduktivnější kmen. V dřívějších publikacích byly jako producenti 
putrescinu popsány bakterie Enterobacter aerogenes ve fermentovaných 
klobásách (Shiling Lu et al., 2010) nebo Klebsiella oxytoca ve sledích (Özogul 
et al., 2005). V této práci bylo 9 testovaných kmenů schopno produkovat více 
než 200 mg/l putrescinu. U všech kmenů bylo zjištěno, že po 
dvacetičtyřhodinové kultivaci u nich vzroste produkce putrescinu průměrně 
7krát (od 1,2 do 48krát) oproti dvanáctihodinové kultivaci. Toto zjištění 
potvrzuje, že produkce putrescinu se zpravidla zvyšuje se vzrůstající délkou 
skladování potravin.  

Mnoho autorů vedle putrescinu detekovalo u gramnegativních kontaminantů 
také produkci agmatinu těmito kmeny (Buňková et al., 2010; Curiell et al., 2011; 
Özogul et al., 2005; Pons–Sanchez-Cascado et al., 2005; Saccani et al., 2005). 
V rámci našeho výzkumu bylo zjištěno, že všechny testované gramnegativní 
kmeny produkují agmatin. Detekce agmatinu potvrzuje existenci a také i aktivní 
využívání arginin dekarboxylázové dráhy v produkci putrescinu u těchto kmenů. 
Výskyt agmatinu a značný pokles jeho koncentrace mezi dvanácti a dvacetičtyř 
hodinovou kultivací potvrzuje fakt, že agmatin vystupuje coby metabolický 
meziprodukt a že všechny kmeny aktivně využívají metabolické dráhy vedoucí 
přes agmatin k produkci putrescinu. Agmatin je důležité detekovat mimo jiné 
také proto, že některé mikroorganizmy (zejména grampozitivní kmeny) dokáží 
přeměňovat extracelulární agmatin na putrescin (Smit et al., 2008).  
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8. PŘÍNOS PRÁCE PRO VĚDU A PRAXI 
 
Metody polymerázové řetězové reakce jsou rychlé a velmi spolehlivé. 

V různých variantách (kvantitativní PCR s předchozí reverzní transkripcí, 
realtime PCR, multiplex PCR) umožňují nejen detekci klíčových genů, ale také 
jejich kvantifikaci či sledování hladiny genové exprese. V posledních letech se 
začaly tyto přístupy aktivně používat také ve výzkumu bakteriální produkce 
biogenních aminů v potravinách. Byly navrženy mnohé metody určené k detekci 
cílových genů kódujících příslušnou dekarboxylázu, ke kvantifikaci 
mikrobiálních producentů BA i ke kvantifikaci genové exprese. Poslední výše 
zmíněný přístup pak mimojiné dává možnost výzkumu regulace těchto 
metabolických drah a tím možnosti výzkumu omezování kumulace BA 
v potravinách. Pro možnosti využití těchto přístupů ve výzkumu producentů 
putrescinu byla v této dizertační práci vytvořena sada vhodných PCR primerů  
a byla optimalizována metoda pro jejich laboratorní využití. 

 
Přínos pro vědu: 
  
- Bylo vyvinuto 7 nových konsenzuálních sad primerů určených k detekci 

těchto genů: speA, speB, speC, speF, adiA, adi (Ldc) a aguA. 
 
- Nová touch-down PCR metoda s novými primery umožňuje jednoduše 

detekovat všechny důležité geny zahrnuté v produkci putrescinu  
u gramnegativních bakterií, zejména těch, které se běžně vyskytují 
v potravinách  

 
- Nově navržené primery jsou také použitelné v multiplex PCR a pro 

kvatitativní PCR případně kvantitativní PCR s předchozí reverzní 
transkripcí ke kvantifikaci exprese  sledovaných genů  

 
- Za pomoci navržených primerů může být podrobně zkoumán vliv faktorů 

na genovou expresi cílových genů zahrnutých v produkci putrescinu 
gramnegativními kmeny. 

 
- Výsledky získané metodou HPLC v této práci potvrzují, že mnohé běžné 

gramnegativní kontaminanty potravin jsou dobrými producenty putrescinu, 
a že aktivně využívají více než jednu metabolickou dráhu k jeho produkci. 

 
- Detekce agmatinu u všech testovaný gramnegativních kmenů potvrzuje,  

že gramnegativní bakterie využívají k produkci putrescinu více 
metabolických drah. Tento fakt poukazuje na důležitost výzkum arginin 
dekarboxylázové dráhy. 
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- Navržená metoda pro sledování LAB producentů putrescinu využívajících 
agmatin deiminázovou dráhu může být, v případě, že bude izolováno více 
grampozitivních kmenů, dále využita ve výzkumu jejich metabolizmu. 

 
 
Přínos pro praxi: 
 
- Nové primery umožňují detekci producentů putrescinu a mohou být 

použity v potravinářství ke zhodnocení potenciálu jak kontaminujících tak 
starterových mikroorganizmů produkovat putrescin.  

 
- Bylo potvrzeno, že gramnegativní kontaminanty jsou producenty jak 

putrescinu tak také agmatinu. 
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9. ZÁVĚR 
 

Hlavním cílem této práce bylo vyvinutí nové PCR metody umožňující detekci 
všech genů kódujících klíčové enzymy zahrnuté v syntéze putrescinu u běžných 
gramnegativních bakterií vyskytujících se v potravinách. Bylo vyvinuto 7 
nových konsenzuálních sad primerů určených k detekci těchto genů: speA, speB, 
speC, speF, adiA, adi (Ldc) a aguA. Tyto primery byly testovány jak teoreticky 
(in-silico), tak také in vitro s dostupnými modelovými mikroorganizmy v touch-
down PCR. Pro potvrzení správnosti metody bylo pro každý set primerů 3-5 
PCR produktů podrobeno sekvenaci. Produkce putrescinu a agmatinu  
u testovaných kmenů byla analyzována metodou HPLC a výsledky byly 
porovnány s výsledky touch-down PCR.   

Pro další výzkum metabolických drah vedoucích k produkci putrescinu 
v bakteriálním metabolizmu je nezbytně nutné mít vhodný molekulárně 
biologický nástroj. PCR primery vyvinuté v dříve publikovaných výzkumech 
byly určeny zejména pro detekci genu odc a to většinou pro kmeny 
grampozitivních bakterií. 

Úspěšným testováním byla vyselektována sada sedmi párů nově navržených 
primerů určených k detekci všech cílových genů zahrnutých v metabolizmu 
gramnegativních putrescin produkujících bakterií. Všechny sady primerů byly 
testovány v PCR s DNA producentů putrescinu a získané výsledky 
korespondovaly s údaji z databází metabolických drah. Správnost byla také 
úspěšně ověřena sekvenací.  
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12. PŘÍLOHY 
 
Příloha A: Seznam bakteriálních kmenů a referenčních sekvencí použitých pro návrh 
primerů určených k detekci cílových genů.  
 
 

Bakteriální kmen 
použitý pro návrh 
sady primerů 

NCBI 
Referenční 
číslo sekvence: 

Cílový gen pro nějž byla použita nukleotidová 
sekvence z bakteriálního kmene 
speA adiA adi/ldc speB aguA speC speF 

Pseudomonas 
fluorescens pf01 

NC_007492 + - + - + + - 

Pseudomonas 
fluorescens SBW25  

NC_012660 + - + - + - - 

Pseudomonas 
aeruginosa UCBPP-
PA14 

NC_008463 + - + - + + - 

Pseudomonas 
aeruginosa PAO1 

NC_002516 + - + - + + - 

Pseudomonas 
aeruginosa PA7 

NC_009656 + - + - + + - 

Pseudomonas 
aeruginosa LESB58 

NC_011770 + - + - + - - 

Pseudomonas 
fluorescens Pf-5 

NC_004129 + - + - + + - 

Pseudomonas 
entomophila L48  

NC_008027.1 - - - - - + - 

Salmonella enterica 
subsp. enterica ser. 
Enteritidis P125109 

NC_0011294 + + - + - - + 

Salmonella enterica 
subsp. enterica ser. 
Paratyphi A ATCC 
9150 

NC_006511 + - - + - + + 

Salmonella enterica 
subsp. enterica ser 
Typhi  CT18   

NC_003198.1 - + - - - + - 

Salmonella enterica 
subsp. enterica ser. 
Heidelberg SL476 

NC_011083.1 - + - - - - - 

Salmonella enterica 
subsp. enterica ser. 
Paratyphi C 
RKS4594 

NC_012125.1 - - - - - + - 

Salmonella enterica 
subsp. enterica ser. 
Typhimurium LT2  

NC_003197.1 - - - - - + + 

Salmonella enterica 
subsp. enterica ser. 

NC_011205.1 - + - - - - - 
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Dublin CT_02021853 

Citrobacter koseri 
ATCC BAA-895 

NC_009792 + - - + - + + 

Citrobacter 
rodentium ICC168  

NC_013716.1 - - - - - + + 

Erwinia tasmaniensis 
Et1/99 

NC_010694 - - - + - - - 

Pectobacterium 
wasabiae WPP163  

NC_013421.1 - - - - - + - 

Pectobacterium 
carotovorum: PC1 

NC_012917.1 - - - - + + - 

Erwinia carotovora 
subsp. atroseptica 
SCRI1043 -  

NC_004547 + - - - + + - 

Shigella flexneri 5  
8401 

NC_008258 + - - + - - - 

Shigella flexneri 2a 
2457T 

NC_004741 + - - + - - - 

Shigella sonnei Ss046 NC_007384 + - - + - - - 

Escherichia coli K-12 
substr. MG1655 

NC_000913 + + - + - + - 

Escherichia coli 
O157:H7 EDL933 

NC_002655 + - - + - + - 

Escherichia coli 
O157:H7  Sakai 

NC_002695.1 - + - - - - - 

Escherichia coli 
BW2952  

NC_012759.1 - - - - - + + 

Escherichia coli 
O111:H-. 11128 

NC_013364.1 - - - - - - + 

Escherichia coli 
SMS-3-5  

NC_010498.1 - + - - - - - 

Escherichia coli 
O103:H2 12009 

NC_013353.1 - - - - - - + 

Escherichia coli 
O127:H6 E2348/69 

NC_011601.1 - - - - - - + 

Escherichia coli 
LF82 

NC_011993 + - - - - - - 

Escherichia coli O81 
ED1a 

NC_011745.1 - - - + - - - 

Escherichia coli IAI1  NC_011741.1 - - - - - + - 
Escherichia coli 
APEC O1 

NC_008563.1 - - - - - + - 

Klebsiella 
pneumoniae NTUH-
K2044 

NC_012731 - - - + - + - 

Klebsiella 
pneumoniae subsp. 
pneumoniae MGH 

NC_009648 + - - - - + - 
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78578 

Klebsiella 
pneumoniae NTUH-
K2044  

NC_012731.1 - - - + - -  

Klebsiella 
pneumoniae 342 

NC_011283 + - - + - + - 

Enterobacter sp. 638 NC_009436 + - - + - + - 

Enterobacter 
sakazakii ATCC 
BAA-894 

NC_009778 + - - + - - - 

Enterobacter cloacae 
subsp. cloacae ATCC 
13047 

NC_014121.1 - - - - - + + 

Enterobacter sp. 638  NC_009436.1 - - - - - + - 

Enterobacter cloacae 
SCF1  

NC_014618.1 - - - - - + - 

Enterobacter 
aerogenes KCTC 
2190 

NC_015663.1 - - - - - - + 

Enterobacter 
asburiae LF7a  

NC_015968.1 - - - - - - + 

Serratia 
proteamaculans 568 

NC_009832 + - - + - + + 

Proteus mirabilis 
HI4320 

NC_010554 + - - + - - + 

Yersinia pestis CO92 NC_003143 + + - - + + - 

Yersinia pestis biovar 
microtus 91001 

NC_005810 + + - - + - - 

Yersinia pestis 
Pestoides F 

NC_009381 + - - - + - - 

Yersinia 
enterocolitica subsp. 
enterocolitica 8081 

NC_008800.1 - - - - + + + 

Yersinia pestis 
Antiqua 

NC_008150.1 - + - - - - - 

Yersinia 
pseudotuberculosis IP 
32953  

NC_006155.1 - - - - - + - 

Yersinia 
enterocolitica subsp. 
palearctica 105.5R(r) 

NC_015224.1 - - - - - - + 
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Příloha B: Navržené konsenzuální primery použité v TD-PCR.   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Y = C or T; R = A or C; W = A or T; M = A or C; K = G or T; S = G or C; N = A, C, G or T

Cílový gen 
Název 

primeru 
Sekvence 5→́ 3´ 

Referenční sekvence Pozice v genu GenBank 
ID: 

Velikostost 
produktu (bp) 

speA 
adc5F CAAYTTCTCGSTGTTCCAG 

 
Escherichia coli K-12 
substr. MG1655   

1461 – 1479 947432 
282 

adc5R   TCRCCRAACAGGTTGTGC 1725 – 1742 

speB 
agm4F TGAACGTCGTGGACTGCGG 

 
Escherichia coli K-12 
substr. MG1655   

248 – 266 947715 
355 

agm4R  GCRTCCAGCACGGTAAAGC 584 – 602 

Ldc, adi 
adi5F  CGAAGCCTTCATGATGCA 

 
Pseudomonas 
aeruginosa PAO1 

1260 – 1278 878596 
489 

adi5R  CCACTTGCCCTTGGTGA 
 

1733 – 1749 

aguA 
AgDI4F  ATGCCYGCMGAATGGG 

 
Pseudomonas 
aeruginosa PAO1 

43 – 58 879730 
515 

AgDI6R  SGTGCCTTCGCCRTC 487 – 501 

AdiA 
adiA3F  TKCCAASCCGYAACCG Escherichia coli K-12 

substr. MG1655   
818 - 833 948638 

548 
adiA3R  AACMGCTTCRTCRATCAC 1365 - 1383 

speC 
odc1F  CGACGCCGGTYTATCTGG Escherichia coli K-12 

substr. MG1655   
686 – 703 947457 

470 
odc1R  AAACAGCGGRTARAACGG 1165 – 1182 

speF 
speF1F  TGGAAACCGCRCGTAACC Escherichia coli K-12 

substr. MG1655   
725 – 742 945297 

472 
speF1R  AGAAYGGGCTGGTGGAGG 1178 – 1195. 
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