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ABSTRAKT

Predlozend dizerteni prace se zabyva vyvojem novych molekuéarn
biologickych metod detekce putrescin produkujidiethnologicky relevantnich
mikroorganizni. Zabyva se moznostmi detekce mikrobialnich prodtice
putrescinu metodami molekularni biologie, zejméala yyvojem polymerazove
rettzoveé reakce (PCR) &¢gné k detekciéchto producerit

Putrescin mze byt u bakterii tvi@n reékolika metabolickymi drahami,
v nichz je zahrnutd#gada enzyrm. Prozatim nebyla publikovana zadna metoda
pro detekci vSech metabolickych drah produkce puoine amplifikaci
odpovidajicich gehpomoci PCR.

V dizerta&ni praci je popsan postup vybtemi takoveéto molekulaén
biologické metody - tedy metoda uniogici detekci kléovych geti zahrnutych
v bakterialni produkci putrescinu.

Byla vytvarena spolehliva PCR metoda pro detekci a vyzkum oéiamu
putrescinu u gramnegativnich 1 grampozitivnich bakt Vysledkem je
vytvoieni sedmi novych sad PCR primigkteré jsou uteny k detekci cilovych
geni. Tyto primery byly usgdré testovany s 32 kmeny gramnegativnich
produceni putrescinu. Pro ptgby detekce a vyzkumu metabolizmu putrescinu
u grampozitivnich kmel byla Usgsre testovana a aplikovana sada pritner
publikovana v pedchozich vyzkumech. Byla vytiena a optimalizovana PCR
metoda s pouzitinéthto primet.

Jak sekvenai analyza, tak i vysledky HPLC potvrdily speéifost navrzené
metody a no¥ navrzenych primér Noveé primery byly navic také Uspe
testovany pro pouziti v jinych variantach PCR, jgkmagsiklad multiplex PCR
nebo PCR sigdchozi reverzni transkripci.



ABSTRACT

This doctoral thesis deals with the developmeme molecular biological
methods for the detection of putrescine produciaghmologically relevant
microorganisms. It deals with the possibility otetgion of microbial producers
of putrescine by methods of molecular biology, antigular the development of
new methods of polymerase chain reaction (PCR)tHer detection of these
producers.

Putrescine can be formed by microbial metabolisan several metabolic
pathways in which a number of enzymes is includéebre have been presented
no method for the detection of metabolic pathwayproduction putrescine by
amplification of the corresponding genes using BER

The dissertation describes development of such &aular biological
method — i.e. method that allows the detectioneyf genes involved in bacterial
production of putrescine. It was created a relid#@&R method for the detection
and investigation of putrescine metabolism in graygative and gram positive-
bacteria. The result is the creation of seven net& sf PCR primers which are
designed to detect target genes .The result ofntbik is the creation of seven
new sets of PCR primers which are designed to tlééeget genes. These
primers have been successfully tested in PCR wittBains of gram-negative
producers of putrescine. For the purpose of dete@nd research in putrescine
metabolism in gram-positive strains were succelysfiglsted sets of primers
published in previous research. It was optimizedR@thod in applying those
primers.

Sequence analysis as well as the HPLC resultsrowedi the specificity of
the proposed methods and newly designed primers: ptémers were also
successfully tested for the use in other variatmm3CR, such as multiplex PCR
or PCR prior to reverse transcription.
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3. SEZNAM ZKRATEK A ZNA CEK

BA - biogenni aminy

LAB - bakterie mléného kvaseni

PCR - polymerazovéetzova reakce

TD-PCR - touch-down PCR

IARC - International Agency for Research on Cancer
OoDC - ornitin dekarboxylaza

BAI - biogenic amines index

LAB - lactic acid bakteria (bakterie ndléého kvasSeni)
ADC - arginin dekarboxylaza

AgDI - agmati deiminaza

MLF - malolakticka fermentace

HPLC - vysokodinna kapalinova chromatografie
TLC - tenkovrstva chromatografie

CE - kapilarni elektroforéza

CZE - kapilarni zénova elektroforéza
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4. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Biogenni aminy (BA) jsou n&asgji definovany jako nizkomolekularni
organické dusikaté latky bazické povahy vznikagejména dekarboxylaci
prislusné aminokyseliny (Silla Santos, 1996). BA mohmit alifatickou
(putrescin, kadaverin, spermin a spermidin), areckat (tyramin,
2-fenyletylamin) nebo heterocyklickou (histamiryptamin) strukturu (Lorenzo
et al., 2007). Bkteti autdi klasifikuji kadaverin, putrescin, agmatin, spemnai
spermidin jako polyaminy (tj. molekuly obsahujici¢da vice aminoskupin
v molekule) (Kalé a Kiizek, 1997), fipadré pak putrescin a kadaverin mohou
byt povazovany za diaminy a agmatin, spermidin arsph za polyaminy
(Smith, 1981). Z toho plyne, ze v klasifikaci palyiai je prozatim nejednotnost
mezi iznymi autory. Jednoztiaé lze mezi polyaminy zZadit spermin a
spermidin. Pro patby této prace bude putrescin povazovan za akfat®RA.
Prehled nejvyznamfiSich BA s uvedenim jejich strukturnich vzoyrc
systematickych i trivialnich naaje uveden v tabulcé 4.1.

BA vznikaji zejména dekarboxylaci volnych aminolysetyto reakce jsou
katalyzovany pislusSnymi  substrat@év specifickymi  dekarboxylazami.
Pri dekarboxylaci aminokyseliny dochazi k odstmeinalfa-karboxylové skupiny
za vzniku odpovidajiciho aminu (Smith, 1981; Hala$294). BA mohou
vznikat také aminadii transaminaci aldehyida ketori (KtiZzek a Kald, 1998).
BA vznikaji prirozerg v béZném metabolizmu mikroorganizin rostlin |
Zivocichi a jsou tedy frozenou sotasti rostlinné a ZziwiSné stravy
(endogenni fwvod). Nicmér za jejich vyskyt a kumulaci v potravinach je
zodpowdna hlave dekarboxyldazova aktivita v potravinachiitpmnych
mikroorganizn (Smith, 1981; Ten Brink at al., 1990).

BA jsou gitomny v Siroké Skale potravifekych produki — maso a masnée
vyrobky, ryby a rybi produkty, fermentovana zelenifiermentované napoje,
orechy atd. (Silla Santos, 1996)¢které BA maji wlovéka a ziv@icha dulezité
fyziologické funkce, nafiklad regulace élesné teploty, zvySeni nebo snizeni
krevniho tlakugizeni obsahu a pH obsahu zaludku a aktivita moZka @rink
at al., 1990). Na druhou strandgtijpm potravy s vysSim obsahem BAue
zpasobit fadu zavaznych toxikologickych problén{Ten Brink at al., 1990;
Shalaby, 1996) (viz kapitol& 4.2, str. 14). Pro odbouravani BAleveka hraji
hlavni roli monoamin a diamin oxidazy (Halasz, 1994

Vyskyt BA v potravinach je spojen s dekarboxylazmvaktivitou utitych
typu bakterii (Ten Brink at al., 1990; K&lat al, 2005a). Schopnost tvorby BA
byla popsana pro¢kolik skupin mikroorganizrin zejménaEnterobacteriaceae
Pseudomonasp. rekteré bakterie mkného kvaSeni (LAB) (Rice a Koehler
1976; Halasz, 1994; Choudhury et al., 1990; Geosnagh al., 1995).
Mikroorganizmy s dekarboxylazovou aktivitou mohoyt lontaminujici (Ten
Brink at al., 1990) nebo startérové kultury (FeaemrGarcia et al., 2000).
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Tabulka 4.1 Strukturni vzorce, systematické adtniinazvy nejdlezit¢jSich
biogennich amii vyskytujici se v potravinach

Trivialni
Strukturni vzorec nazev — Nazev systematicky
zkratka
CHoCHoMH,
E« Histamin — 2-(1H-imidazol-5-yl)etanamin
- HIM y
N
CHoCHZMNH
= Tyramin — -
| P TYM 4-(2-aminoetyl) fenol
OH
fraCHaMH: Fenyletylam
| = in— 2-fenyletanamin
> PEA
CHaCHoMH,
S Tryptamin—| 5 . . 2 :
P . TPM 2-(1H-indol-3-yl)etanamin
b
A, Etljt;_escm | butan-1,4-diamin alifatické,
P Agmatin
L AGM 1-(4-aminobutyl)guanidine
HN A éi%ave”n | pentan-1,5-diamin alifatické,
N, Spermidin —| N-(3-aminopropyl)butan-1,4-
AT SPD diamin
spermin — | NN -Dis(3-
T SIFI)’N aminopropyl)butan-1,4-
diamin

Mezi faktory ovliviujici tvorbu BA v potravindch lze #adit dostupnost
volnych aminokyselin, fitomnost mikroorganizin s dekarboxylazovou
aktivitou, vhodné podminky pro jejichist a produkci enzytn Mezi dilezité
podminky pati pH, obsah soli, obsah sachérifzdroj uhliku), dostupnost
zdroja dusiku, teplota, doba skladovani potravin (Siltnt8s, 1996; Shalaby,
1996). Na zaklatl mnoha vyzkum bylo dok&zano, ze tyto podminky siln
ovlivauji produkci BA (Halasz et al., 1994).
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4.1.Zakladni charakteristika putrescinu

Putrescin, sytematicky nazev butan-1,4-diamin,igkamolekularni dusikata
baze. Jde o alifaticky diamin nalezici ke skdgiogennich amii (BA). Praw
pritomnost dvou bazickych aminoskupin, které za fygeckého pH 7,4 nesou
kladny naboj, jej feducuje k Siroké Skale fyziologickych funkci vanych
typech bugk (viz kapitola¢. 4.2, str. 14). Podleéhkterych autoll se spolu
s kadaverinem, sperminem a spermidinefadi také mezi polyaminy
(ti. molekuly obsahujici dv a vice aminoskupin v molekule) (Smith, 1981;
Bardocz et. al, 1995). Polyaminy se vyskytuji vealstypech busk a jejich
piitomnost viéznych potravinch je takasténé dana jejich endogennim
puvodem.

U clovéka se Bzr¢ setkdvame se&dmi zdroji putrescinu; prvnim zdrojem je
endogenni biosyntéza vlastniminkami, druhym jsou potraviny (alimentarni
piijem) a posledni moznosti je produkce putrescinktdoemi stevni
mikrofléry. NejwtSi mnozstvi putrescinu fiima ¢lovék praw z potravy
(Bardocz et. al, 1995). Neni-li zadny zé tivedenych zdrdj nadnérny, je
putrescin vyuzit pro jeho fyziologické role a natidy je odbouravandinym
metabolizmem (viz kapitol&. 4.6, str. 26). P zvySeném fijmu potravou se
vSak mohou projevit zavazné toxikologickistedky gitomnosti tohoto aminu.

V literature byvaji Bzrgji zminovany toxikologické dinky ostatnich BA,
zejména histaminu a tyraminu. Mezi nejzr@h otravy z potravin pét
“scombroid fish poisoning” (otrava z konzumace hgimasa s obsahem
histaminu) (Lehane a Olley, 2000) anebo také “chaemction” (zpsobena
zvySenym obsahem tyraminu v syrech) (Ten Brink [et1890). Histamin a
tyramin mohou fisobit vazoaktiva a psychoaktivéa zpisobovat Sirokou Skalu
zdravotnich probléid jako je zvraceni, bolest hlavy, hyper- nebo hgpoe a
alergické reakce (Halasz et al., 1994; Ten Brinkalet 1990; Ladero et al.,
2010a). O toxikologickém Usobeni putrescinu se vV liter&tu objevuji jen
sporadické zminky. Zd/odréni je mozné hledat ve skudteosti, Ze vlastni
putrescin ma nizsi toxikologickou aktivitu. Jehdspbeni je vSak zavazné
vtom, Ze zesiluje toxikologické cinky ostatnich BA (Straub et al., 1995;
Taylor, 1986). Putrescin vSak ude také byt prekurzorem pro vznik
karcinogennich N-nitrosamin(Ten Brink et al., 1990; Shalaby, 1996).

Nejen vySe popsana toxikologicka hlediska jsaiwvodlem pro studium a
sledovani vyskytu putrescinu v potravinach. Dal&avaznym dvodem je
negativni vliv putrescinu na kvalitu potravin, @bé je jednim z indikatér
nezadoucich igmen bilkovin (Lehtonen, 1996; Rokka et al., 2004)irEscin
muze byt @icinou hnilobného zapachu potravin (Wang et al., J9PGtrescin je
jednim z nejasgji se vyskytujicich biogennich andinv potravinach a jeho
zvySeny vyskyt byva zd&@inén metabolickou produkci kontaminujici
mikroflory (Ten Brink et al., 1990). Putrescin vSakize byt syntetizovan take
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zakysovymi (startérovymi) kulturami, které se darpein gidavaji zansrné

(Fernandez-Garcia et al., 2000). Tento fakt je igmldivodem vzistajiciho
mnozstvi vyzkumnych praci zabyvajicich se moznosieiekce produceint

véetrg detekce jednotlivych metabolickych drah vedouckcjeho produkci
v potravindch. Metabolické drahy jeho vzniku jsogak oproti ostatnim BA
ponerné komplikované (viz kapitola. 4.5, str. 18).

Hlavnim zamtenim teoretick€asti dizertani prace je podat ucelenyghled
metabolizmu putrescinu u bakterii a provedenymi kuwyay metabolizmu
putrescinu metodami PCR. Mikrobialni metabolizmusaZnosti jeho sledovani
a vyzkumu jsou jednou z hlavnich oblasti uthgicich ovliviovani jeho
kumulace v potravindch. Taiast dizertéani prace pinasi gehled aktualniho
stavu této oblasti.

4.2.Putrescin a jeho pisobeni v lidském organizmu

Jak jiz bylofeceno v Gvodni¢asti, zvySeny vyskyt putrescinu v potravinach
muze mitfadu negativnich dopada’ uz na lidské zdravi, tak také na kvalitu
potravin (viz kapitola¢. 4.3, str. 17). Tat@ast se zabyva jak fyziologickymi
funkcemi putrescinu, tak i jeho negativnitispbenim na lidské zdravi a kvalitu
potravin.

Putrescin plni vyznamné fyziologické ulohy v Sirokkale Zivych bugk.
Diky svym fyziologickym rolim a také diky tomu, Ze prekurzorem pro
syntézu dalSich polyamin(sperminu a spermidinu) je putresdiazen mezi
fyziologické aminy. Fyziologické funkce putresciawstatnich polyaminjsou
dany jejich polykationickou povahou, ktera jg¢egukuje k interakcim se
zaporg nabitymi molekulami, jako jsou n#glad DNA, RNA, bilkoviny,
fosfolipidy aj. (Igarashi a Kashiwagi, 2010). Ng8i vyzkumy pak ukazuji, Ze
putrescin spolu s ostatnimi polyaminy a fosto@novymi ionty tvéi v jadrech
burgk nuklearni agregéaty polyanin(NAP), které jsou zodp@dné za vySe
uvedené interakce a maiji vliv na trojrazmou strukturu DNA (Di Luccia et al.,
2009). Tyto interakce potom souvisi s regulaci @anlstabilizace struktury
nukleovych kyselin a syntézou prot&igSantos, 1996; Ming-Hon Hou et al.,
2001). Z analyz vyplynulo, Ze putrescin se vazenady Zlabek molekuly DNA
(minor groove),¢imz ovliviiuje jeji stabilitu (Medina et al., 2003; Ming-Hon
Hou, 2001). Interakce polyaniirs nukleovymi kyselinami jsou staléganétem
vyzkumi (Wen a Xie, 2013; Kabir a Kumar, 2013).

Spolu s ostatnimi polyaminy se putrescin vaze nalonénoveé struktury, jako
jsou fosfolipidy, hlave u erytrocyti, coz niize vést ke snizeni fluidity
membrany, ale také ke zvySeni odolnosti proti fragtaci stabilizaci
membranového skeletonu (Largue et al., 2007; Tiklet 1997). Bylo také
zjisténo, Ze mimo stabilizace membran a owvinhsyntézy nukleovych kyselin a
proteini se polyaminy podili na odstiavani volnych radikal (Kaur-Sawhney
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et al., 2003). Zajimavy je i fakt, Zze polyaminywseelativré vysoké koncentraci
vyskytuji v matéském mléce savic U mnohych sawvic bylo zjiS€no, ze hraji
dulezitou roli jako luminalni dstové faktory pro sevni zrani aust (Christian,
2000; Dufour et al.,1988) a mohou hrat vyznamnolu ygrevenci vzniku
potravinovych alergii (Dandrifosse et al., 2000)s&vd@ maji polyaminy pimy
vliv. na mnoho iontovych kanéla receptat, z¢ehoz vyplyva jejich vliv na
regulaci homeostaze idgnCa", Na" a K (Li et al., 2007; Johnson, 1996,
William, 1997).

Bylo zjiSténo, Ze orala podany putrescin je ¥le velmi rychle distribuovan,
jak bylo prokézanoip pokusech $C putrescinem u doslych krys. Bshem 30
minut po podani putrescinu byla radioaktivita detglna ve sevech, krvi a
raznych organech, coz nazwnge velmi rychlou distribuci putrescinu
Vv organizmu a zitaziuje dilezitost sledovani obsahu putrescinu v potravinach
(Bardocz et al., 1995). Zfyziologického hlediskatip putrescin mezi
vazoaktivni aminy, a d¥e tedy zvySovat srdei vykon, coz miZe vést k
selhani srdce nebo krvaceni do mozku (Til et 8971 Kal&, 2009; Mohan et
al., 2009), mze zmsobovat také takychardii nebo hypotenzi (Laderalet
2010a).

Vzhledem k vyznamnym fyziologickym funkcim jefepmé, ze narusSeni
rovnovahy zvySenym ifjmem puterscinu z potravy ke mit zavazné
toxikologické dopady. Akoli toxické (Einky putrescinu jsou vyraznniZsi nez
je tomu u histaminu nebo tyraminu, existuje mnolAwaznych sekundarnich
efekil, které podporuji zvySeny zajem o tento amin. Drijako je putrescin,
maji nagiklad velmi dilezitou roli @i alimentarnich otravach, protoze mohou
zesilovat toxicky ginek histaminu, tyraminu a fenyletylaminu, tim béeraguji
s enzymy, které tyto BA metabolizuji (Taylor andeBmiller, 1986), naiklad
pii pokusech na guinejskych prasatech a krysachgrgkazano, ze putrescin az
desetinasobizesiluje toxicitu histaminu (Parrot a Nicot, 19&&hane a Olley,
2000). Putrescin zvySuje toxicitu histaminu tim,i@kibuje enzymy oxidujici
histamin: diaminooxidazu (DAO, EC 1.4.3.6) a histam-metyltransferazu
(NMT, EC 2.1.1.8) (Stratton et al, 1991; Hernandexer et al, 1997; Emborg a
Dalgaard, 2006).

Z toxikologického hlediska je vaznym aspektem vyskyputrescinu
v potravinidch také moznost vzniku karcinogenni¢tosaminii. Putrescin riize
tvorit karcinogenni nitrosaminy reakci s dusitany (TBnnk et al., 1990;
Shalaby, 1996; Bover-Cid a Holzapfel, 1999; Kakt al., 2005a), ktera je
zobrazena na obrazku4.1.
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Obr.4.1: Nitrosace putrescinu za vzniku N-nitrosopyrrolidifupraveno dle:
Wainright, 1986)

Iniciatorem této reakce je oxid dusnaty, ktemnika z dusitai, které jsou
pravidelnymi gidatnymi latkami hlavéd v masném gimmyslu nebo doprovazi
mnoho potravin rostlinnéhoigodu. Zakiivanim putrescinu se ttiopyrrolidin a
z ) pasobenim tepla vznika -WNitrosopyrrolidin (Gray a Collins, 1977;
Karovicova a Kohajdova, 2005; SpineBugger et al., 1981).
N-nitorosopyrrolidin je agenturou International Aggrfor Research on Cancer
(IARC) ftazen mezi karcinogeny skupiny 2B (pr&wddobny lidsky
karcinogen). Bylo také prokazano, Ze putrescin uapysriziko vzniku
N-nitrosodimethylaminu (NDMA) v tepetnoSeteném vepovém mase (Drabik
Markiewicz et al., 2011), tento-Nitrosoamin je agenturou US Environmental
Protection Agency (EPA) Kklasifikovan jako karcinogen skupiny 2B
(pravcEpodobny lidsky karcinogen) a agenturou IARC jakeck@gen skupiny
2A (podezely karcinogen préloveka).

Putrescin se navic na vyvoji novotugpodili jeS¢ jinym zpisobem, ktery
Gzce souvisi s jeho fyziologickou roli. Jak jiz byhlapsano vysSe, putrescin se
spolu s ostatnimi polyaminy podili na Baném fKstu a proliferaci buk.

Z tohoto divodu byly provadny vyzkumy, v nichz bylo testovano patémi
rastu nadorovych butk tim, Ze byla potléovana aktivita ornitin dekarboxylazy
(ODC) (Pegg et al., 1995), jednoho z enayodpowdného za vznik putrescinu.
Jednim z n€psgjSich inhibitoi ornitin dekarboxylazy pouzivanych v terapii
rakoviny byl difluormethylornitin (DFMO) (Meyskensa Gerner, 1995).
Nicmére tumorové biiky maji schopnost absorbovat extracelularni aminy
z potravy nebo aminy produkované gastrointestindinbakteriemi, a proto
nebyla tato terapie ¢inna (Seiler, 2003a, 2003b; Carruthers et al., 2007
Pred®Zzné klinické studie vSak prokazaly, Ze sniZeni etiéehiho pijmu
polyamini a sniZeni produkce polyandirstevni mikroflérou je pinosné pro
kvalitu Zivota pacierit a zviadani bolesti (Cipolla et al., 2007).
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4.3.Ovliviiovani kvality potravin

Kromeé vySe zmignych toxickych dinka ma vyskyt putrescinu v potravinach
také nezadouci organoleptické vlastnosti, ifepvé ovliviiuje chua’ i vani
potravin (Lehtonen, 1996), nédklad v krevetach je senzoricky rozpoznatelny
jiz v koncentracich 3 mg/kg (Benner et al., 20@)ySeny vyskyt putrescinu je
indikatorem kazeni potravin @#pobenym mikrobialni aktivitou a je nidklad
hlavnim biogennim aminem, ktery indikuje kazeni andénozstvi putrescinu,
histaminu a kadaverinu je pak ukazatel&rstvosti masa a je definovano jako
BAI (Biogenic Amines Index), jak je uvedeno ve \ai&. 1 (Karmas, 1981).

histarmin [E] + mutrescin [E] + kndoverin E]
kg kg kg (1)

@]

kg

Al =

1+ spermin [%] + spermidin

Dle tohoto indexu se pak usuzuje na kvalitdeastvost masa nasledujicim
zpasobem: pokud je BAI < 5 jedn& se o kvalitieirstvé maso; i BAI mezi
5 - 20 je pak maso oztavano jako maso akceptovatelné kvality ggieinimi
znamkami kazZeni; maso s hodnotou BAFDje maso nizké kvality a maso
s BAI > 50 je oznéovéana jako maso zkazené (Hernandez-Jover et 86).19
Existuji tedy dva hlavniiody, pr@& se zaniit na vyzkum obsahu a vzniku
putrescinu v potravinach — zaprvé pro jeho poterai toxicitu a zadruhé Ize
jeho obsah pouzit jako ukazatele kvality potravin.

Putrescin pdt mezi jeden z hlavnich BA vyskytujicich se ve fentovanych
zeleninovych pokrmech (fmeérné 264 mg/kg), rybich ongkach (98,1 — 99,3
mg/kg), fermentovanych klobasach (84,2 — 84,6 myg/kgrech (25,4 — 65,0
mg/kg) a fermentovanych rybach (13,4 — 17,0 mg{EhSA, 2011). Déle se
putrescin hoja nachazi v mase a masnych produktech. Putresdiie jgznych
vyzkumi prevazujicim BA ve vié (Ancin-Azpilicueta et al., 2008), kde se
vyskytuje vrozmezi 1-200 mg/l (Soufleros et al998). Putrescin byl take
nalezen ve vSech testovanych 195 vzorcich evropsgijc(lzquierdo-Pulido et
al., 1996). Fehled o vyskytu polyamin (putrescinu, sperminu a spermidinu)
Vv riznych potravinachimasi mnohé publikace (Bka et al., 2013; Lorencova
et al., 2012; Biikkova et al., 2010 a 2013; Kéla Krausova, 2005b; Kalaa
Kiizek, 2012) a byly vytvieny také wkteré databaze obsahu polyatnin
v potravindch (Zoumas-Morse et al., 2007; Ali et &011). VSeobeénje
putrescin jednim z n&gstji se vyskytujicich BA v potravinach (Fernandez et
al., 2007).

Prozatim neexistuje legislativni limit pro obsatirpscinu v potravinach. Dle
toxikologickych dat byla akutni oralni toxicita pescinu u krys stanovena na

17



2000 mg/kg &lesné hmotnosti (Til et al., 1997) ¢Mefi autdi se také zabyvali
navrhem maximalni tolerovatelné hladiny putrescimpotravinach. Naipklad
Rauscher-Gabernig et al. (2012) na zakladxikologickych dat vyskytu
putrescinu Vv potravinach a tpnérné spateby €chto potravin v Rakousku
navrhli maximalni tolerovatelné koncentrace putirase rybach (170 mg/kg),
fermentovaném zeli (140 mg/kg), syrech (180 mg/kiBrmentovanych
klobasach (360 mg/kg) a t@nicich pipravcich (510 mg/kg).

4.4.Bakterialni produkce putrescinu v potravinach

Vysoké koncentrace putresciasto odpovidaji dekarboxylazové aktvit
(aktivit¢ dekarboxyl@nich enzyml) kontaminujici mikrofléry. Produkce
putrescinu v potravinach byva spojovana zejménaak&biemi rodu
Pseudomonaga enterobakteriemi (Smith, 1981; Ten Brink et 4090). Také
bakterie majici technologickou rolifipvyrob¢ fermentovanych potravin, jako
jsou napiklad bakterie mléného kvaSeni (LAB), se mohou vyr&zpodilet na
tvorbé BA (Fernandéz-Garcia et al., 2000;iRava et al., 2009, 2011, 2012).

VSeobecn Ize u bakteriitici, Ze jejich dekarboxylazova schopnost je zavisla
na jednotlivych kmenech a neni tedy druhapecificka. Nafiklad kmeny
Lactobacillus curvatugsou znamy svou aminogenezi (tvorbou BA), zatimco
kmeny Lactobacillus sakei jsou c¢asto ozn&ovany za kmeny bez
dekarboxylazové aktivity (netviwi BA) (Bover-Cid et al., 2008). LAB t¢o
prevazrié tyramin, gilezitostr® vSak mohou produkovat i zéfr@d mnozZstvi
putrescinu a jinych BA (Straub et al., 1995; BoGd-et al., 2000; Bikova et
al., 2009, 2010a).

4.5. Bakterialni metabolizmus putrescinu

Vzhledem k tomu, Ze préavbakterialni metabolizmus je hlavnim zdrojem
putrescinu v potravinach, zabyva se t&et podrobnym popisem bakterialniho
metabolizmu putrescinu. Vznik putrescinu v potracim niize bytiizen es
inhibici dekarboxylazové aktivity fitomnych mikroorganiziin (Wendakoon a
Sakaguchi, 1995), proto jeul@zité jeho metabolizmus a jeho mozné
ovliviiovani intenzivl studovat. Tat@&ast inasi gehled aktualnich poznaitk
o mikrobialnim metabolizmu putrescinu u gramnegatk i grampozitivnich
bakterii.

Syntéza BA (¢etrg putrescinu) je u bakteritasto spojovana se ziskem
energie nebo s rezistenci proti kyseléemu pH (Kosiegal., 1997; Griswold et
al, 2006). \¢tSina BA vznika jednou metabolickou drahou za Kataljednim
dekarboxylazovym enzymem. Naproti tomu putresciniZzen vznikat
u gramnegativnich bakterii hnetemi rmiznymi drahami, v nichz ke byt
zahrnuto az 8iznych enzym. V pripad grampozitivnich bakterii se jedna
o dw drahy, kde pracuji az 3 enzymy¢hteré z échto enzymi navic mohou

18



mit 2 formy - biosyntetickou a biodegradativnij¢emz degradativni formy
byvaji indukovany mnoha faktory {etré nizkého pH, anaerobnich podminek,
piitomnosti sachari koncentrace NaCl aj.) a formy biosyntetické byvaj
konstitutivire  prepisovany path jako prvni ¢ast biosyntézy polyamin

v bunkach (Tabor a Tabor, 1984).

4.5.1. Metabolizmus putrescinu a jeho produkce v potravingh u
gramnegativnich bakterii

U gramnegativnich bakterii ime byt putrescin produkovantiemi
metabolickymi drahami (obr. 4.2). Putrescifiza byt syntetizovan kil ptimo
z ornitinu  enzymem ornitin dekarboxyldzou (ODC, E£1.1.17; ornitin
dekarboxyldzova draha) nebo kepo z argininu arginin dekarboxylazotiep
agmatin (ADC, EC 4.1.1.19; arginin dekarboxylazalraha). OB tyto drahy
mohou u mnoha bakterii fungovat simultdni€unin et al., 1996; Tabor and
Tabor, 1972).

Navic pak je&t existuji dw varianty arginin dekarboxylazové drahy. U obou
je nejprve L-arginin dekarboxylovan za vzniku agmatenzymem arginin
dekarboxyldzou. U enterobakterii je pak agmatinvkoiovan na putrescin
a maovinu enzymem agmatinazou, (EC 3.5.3.11) (kédovagenemspeB,
zatimco nafiklad u bakterii rodu Pseudomonasje agmatin nejprve
hydrolyzovan enzymem agmatin deiminazou, (EC 312)3.(kédovanou genem
aguA za vzniku Nkarbamoyl putrescinu a amoniaku, poddhako je tomu
u rekterych LAB (lactic acid bacteria). Vznikly N-kanmeyl putrescin je pak
premenén enzymem Nkarbamoylputrescin amidohydrolazou, (EC 3.5.1.58) (
CPAH, kdédovanym genemguB za od&fpeni ma@oviny a vzniku putrescinu.
Celé schéma je zobrazeno na obrazkd.2; v tabulces. 4.2 je uveden et
enzymi zahrnutych v metabolizmu putrescinu (biosyntetiak&atabolicka
drdha), getn kodujicich tyto enzymy a skupiny mikroorganiznu nichz se
dany gen zpravidla vyskytuje (informace ziskané naklad databazi
metabolickych drah).

U mnohych gramnegativnich bakterii pakizeme nalézt dvformy ADC:
biosyntetickou ADC (EC 4.1.1.19), kdbdovanou gergmeAa biodegradativni,
kodovanou genemAdiA u enterobakterii Escherichia coli Salmonelld
U bakterii roduPseudomonase vedle biosyntetické ADC (produkpeA
nachazi také druha forma dekarboxylazy schopna rdekg@ace argininu,
zpravidla byva ozrimvana jako ,pedpokladana“ arginin dekarboxylaza a je
kodovana genemadi (n¢kdy také oznéovan jako gen Ldc). Geny
pro biosyntetickou a biodegradativni ADC u gramriegéch bakterii
nevykazuji fylogenetickouifbuznost (zji&no porovnanim sekvenci).

Podobna situace je také fipadt ornitin dekarboxylazy, kde né#flad
bakterieEscherichia colima d¥ formy ornitin dekarboxylazy — konstitutivni
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(biosyntetickou), kédovanou genepeCa inducibilni, kbdovanou genespeF
U E. colise jedna o isozymy, kdy oba geny maji podobnaukstru, ale liSi se
v regulaci. Tyto dva geny vykazuji velmi napadnad@bnost a prawgodobri
sdili spolény evolini vyvoj (Applebaum et al., 1977). Podéle tomu patra

I u ostatnich enterobakterii u nichz se vyskytujpé oformy ornitin
dekarboxylazy.

Enterobacteriaceaestejré tak jako Pseudomonasp., byly identifikovany
jako hlavni producenti putrescinu Miznych typech potravin. V mnoha
publikacich byla popsana zvySena produkce putresemspojeni s vyskytem
enterobakterii v potravinach. Enterobakterie byhtedany jako zodpadné
za produkci putrescinu ve fermentovanych klobagaahet al., 2010; Curiel et
al., 2011;Pircher et al., 2007), mletém mase a hamburgei®@ahy-Ozkaya et
al., 2001), v rybich produktech (Pons-Sanchez-Ghscat al., 2005; Ozogul a
Ozogul, 20050zogul et al., 2002), ve vzorcich z povrchu chlé@zeribeze
(Bunkova et al., 2010a) nebo v syrech (Marino et &I0®. Enterobacteriaceae
aPseudomonagolované ze Spenatu byly také shledany jakaitro producenti
putrescinu (Lavizzari et al., 2010).¢Neré kmeny roduPseudomonasyly
urceny jako dobi producenti putrescinu jak v modelovém meédiu (letackt al.,
2008, 2010), tak v rybich produktech (Pons-San&@ez=ado et al., 2005;
Ozogul a Ozogul, 2005).

Neékteri autdi pak také detekovali vyskyt prekurzoru putrescinagmatinu
v souvislosti s vyskytem gramnegativnich baktepiowravinach (Pons-Sanchez-
Cascado et al., 2005; Ozogul and Ozogul, 2005kBwA et al., 2010a; Curiel et
al., 2011; Saccani et al., 2005)itBmnost agmatinu je utbzitym dikazem
skute&nosti, Zze gramnegativni mikroorganizmy itivgutrescin nejen ODC
dradhou, ale ze aktivrvyuzivaji i ADC drahy.
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Obr. 4.2 Schéma metabolizmu putrescinu u gramnegativioégtterii; zkratky jsou vystieny v tabulce®. 4.2.
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Tabulka 4.2 Rehled kl€ovych enzymi metabolizmu putrescinu, jejich gea
skupin mikroorganizrin

Enzym Gen Skupiny mikroorganizmi nesouci gen
Arginin dekarboxylaza - . _
biosynteticka speA Enterobacteriaceae; Pseudomosgs
Arginine dekarboxylaza - AdiA Escherichia coli, Salmonelsp.
biodegradativni
Orn_/Lys/Arg_ dekarboxylaza quc, Pseudomonasp.
family protein adi
s Enterobacteriaceaéronm¢ Yersiniasp. a
Agmatinaza speB .
Pectobacterium carotovorum)
Agmatin deiminéza aguA Pseudpmonasp, Yersiniasp.,grampozitivni
bakterie
N-karbamoylputrescin -
amidohydrolaza aguB Pseudomonap, Yersiniasp.
Ornitin dekarboxylaza - .
biosynteticka speC Enterobacteriaceae Pseudomasas
Ornitin dekarboxylaza - : e .
biodegradativni speF Enterobacteriaceagrampozitivni bakterie
Putrescin karbamoyl DtCA LAB

transferaza

4.5.2. Metabolizmus putrescinu a jeho produkce v potravinégh u
grampozitivnich bakterii

LAB, které sefadi mezi technologicky vyznamné grampozitivni bakte
vyuZivaji metabolické drahy biodegradace (katabmliz aminokyselin pro
ziskani metabolické energie (Ferndndez a Zufigd)6)20@ipadreé jako
mechanizmus rezistence proti nizkému pH (Konin@922. Tyto LAB nesouci
katabolické cesty vzniku putrescinu jsou pak jedmoem v potravinach (Silla
Santos, 1996; Ten Brink et al., 1990). Tyto dr&ouju LAB zmhovany spiSe
jako kmeno¥ specifické, nez-li druhavspecifické, coz naziaje, Zze vyskyt
téchto drah je dan horizontalninbgmosem gein(Lucas et al., 2005; Marcobal et
al., 2006). V posledni debse vSak objevuji také vyzkumy, které potvrzuji i
druhow specifickou schopnost tib urcity BA (Ladero et al.,, 2011a).
Napriklad 90 % vSech testovanych knielBnterococcus faeciumolovanych ze
syni bylo ozng&eno jako producenti tyraminu. RasinPleva et al. (2012) zjistili
témei 85 % produkci tyraminu u enterokibkzolovanych z masa kralik Mezi
kmeny rodh E. faecalisse pak velmiasto objevuji putrescin produkujici kmeny
(LI&cer et al., 2006; Ladero et al., 2012a), coznwhlo nazn&vat druho¥
specifickou schopnost produkce putrescinu (agnuiminazovou cestou).

U grampozitivnich mikroorganizin se mohou v metabolizmu putrescinu
vSeobec# vyskytovat d¢ metabolické drahy: ornitin dekarboxylazova (ODC,

22



pouze biodegradativni forma) a agmatin deiminaz@Mg@Dl), piicemz ODC
draha se vyskytuje spiSe u bakterii izolovanyclinaa AgDI draha u bakterii
izolovanych z most a syfi (Romano et al., 2012). Prozatim pouze u jednoho
kmene LAB (actobacillus hilgardii X1B izolovaného ze vzorku vina) byla
popsana arginin dekarboxyldzova draha (Arena a ®late Nadra, 2001).
Schéma metabolizmu putrescinu u grampozitivnichtdsakje znazor#éno

na obrazkuc¢. 4.3., v¢et enzyni zahrnutych v metabolizmu putrescinu je
uveden v tabulce. 4.2.

Prvni skupina zvySe jmenovanych drah, tedy dekathétni draha
(napiklad ODC draha), zahrnuje vzdy dva proteiny — dietylazu a pislusny
transportni protein, ktery je zodpminy za transport aminokyselin do
cytoplazmy a antiport biogenniho aminu ven #ky Dekarboxylaza pak
dekarboxyluje aminokyselinu za vzniku BA a oxiduligitého. Tato draha
produkuje protonmotivni silu a alkalizuje cytoplazgiRomano et al., 2012).

AgDI draha funguje na jiném principu ne#irpa dekarboxyléni draha. Tato
drdha sestava z transportninho kroku nasledovan&tmad enzymy. Prvnim
enzymem je agmatin deimindza (kodovana geraguA, ktera konvertuje
agmatin na Nkarbamoylputrescin a amoniak. Druhym enzymem jegsain
karbamoylaza (kddovana genegtcA, nékterymi autory oznéovan také jako
aguB produkujici karbamoylfosfat a putrescin. Vznikigroamoylfosfat je pak
rozlozen kindzou (kédovana generguQ za vzniku ATP, oxidu uhiditého a
amoniaku. Timto zpsobem mohou LAB ziskavat energii. Substrat a probduk
jsou opgt vymenény antiportem (Driessen et al., 1988jitémnost gengtc byla
prozatim prokazana pouze u maléhoc¢tpo bakterii; napp Enterococcus
Faecalis Lactobacillus brevigLlacer et al., 2007; Lucas et al., 2007)

VSechny geny AgDI drahy se nachazeji na agmatimidézovém genovém
klastru (AGDIc). AgDI draha se uétsiny LAB vyskytuje spoléné s tyrozin
dekarboxyldzovou drahou, coz je dano faktem, Zey ggn AgDI drahu jsou
propojeny s operonem pro tyrozin dekarboxyldzoveahd (gedpokladany
lokus rezistence proti kyseléemu piesti (Lucas et al., 2007). Toto pravidlo
vSak neplati vzdy, protoze v posledni &dilylo zjiS€no, ze u kmei E. faecalis
se klastry pro TDC (tyramin dekaraboxylaza) a AgEdhy vyskytuji odélen¢
(Ladero et al., 2012a).

V posledni dob byla AgDI draha prokazanaliactobacillus brevigLucas et
al., 2007; Coton et al.,, 2010)actobacillus collinoidesLactobacillus mali
Leuconostoc mesenteroides Oenococcus oenv mosStu a ulactobacillus
fructivoransve virg (Coton et al., 2010Rediococcus parvulus, Lactobacillus
paracollinoides(Ladero et al., 2011b},actobacillus hilgardii (Alberto et al.,
2007, Coton et al.,, 2010treptococcus mutansriswold, et al., 2004),
Enterococcus faecaliSimon a Stalon, 1982; Driessen et al., 1988;dd&t al.,
2006; Ladero et al., 2012a). Klastry podobnychigesk byly nalezeny také
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u Lactococcus lactislisteria monocytogerselLactobacillus sakea Pedicoccus
pentosaceufNaumoff et al., 2004).

Nékteré Oenococcus oenmaji ODC drahu (Marcobal et al., 2004), coz
potvrdili i Ladero et al. (2011b), Coton et al0{®), Izquierdo Canas et al.,
(2009) a Romano et al., (2012), #tedentifikovali ODC pozitivni kmeny
Oenococcus oeniU kmeri O. oeni se vyskytuje ODC dradha patrrdiky
horizontalnimu transferu (Marcobal et al., 2006D®byla také prokazana u
kmeneLactobacillussp.30a (Hackert et al., 1994)actobacillus mali{Coton et
al., 2010) alLactobacillus brevislOEB 9906 (Romano et al.,, 2012). Geny
vysoce podobné gém pro ODC byly také nalezeny udactobacillus
acidophilus (Azcarate-Peril et al.,, 2004) a wkterych kmei Lactobacillus
johnsonii(Pridmore et al., 2004; Wegmann et al., 2009).

U metabolickych drah LAB byla zatim vypozorovanaipe rektera pravidla
v metabolizmu putrescinu. N&kglad dle Cotton et al. (2010) a Ladero et. al.
(2011b) u putrescin produkujicich kniebAB v mostu a vig byla dominantni
AgDI draha. Naproti tomu dle Nannelli et al. (20¢8)u hlavnimi producenty
putrescinu ve vielLAB nesouci ODC drahu. Romano et al., (2012) xaiviali
praci, v niz pedpokladaji existenci dvou odliSnych ODC drah u LABuha,
now publikovana draha, se skladd z dekarboxylazy iarnita L-2,4-
diaminomaselné kyseliny (DABA) a transportéru, ¥terprostedkovava
jednosndrny transport ornitinu do cytoplazmy. Diaminy, ktevznikaji timto
systémem, jsou ponechany v cytosolu. Tato druhdadrdyla prokazana
nagiklad u Lactobacillus gassera Lactobacillus casea nuze byt obdobou
biosyntetické drahy vyskytujici s€2n¢ u gramnegativnich bakterii.

LAB patii mezi hlavni bakterie zodp&inymi za pitomnost putrescinu
ve virg (Ancin-Azpilicueta et al., 2008). Prozatim nebyla zeisyyizolovana
zadnd LAB nesouci ODC drahu, LAB izolované zeiasgrodukuji putrescin
deaminaci agmatinurgs AgDI drdhu. Tato draha byla prokazanarnagkmeri
Enterococcus faecalis, Lactobacillus brevis, Laetmlus curvatus
a Lactococcus lactigJoosten a Northolt, 1987; Komprda et al., 2008jdro et
al., 2011a; Ladero et al., 2011c).Uactococcus lactidylo zjisS€no, ze AgDI
draha je pro tyto kmeny druh®vspecificka a nebyla patnziskana
horizontalnim penosem. Mnohé kmenyactococcus lacti¥Sak nesou v AgDI
clusteru inzerci (1IS983 element), ktera inaktivpjepis tohoto klastru, a tyto
Lactococcus lactisjsou diky tomu putrescin neprodukujici (Ladero agt,
2011a).

Mnohé grampozitivni bakterie jsou vyuzivany jakoarsirove kultury
a mnohé znich jsou zodp&@né =za zvySeny vyskyt putrescinu
ve fermentovanych vyrobcich. Na druhou stranu vBodwolend zakysova
kultura (neprodukujici BA nebo produkujici v omezemrozsahu) ze pomaoci
omezit kumulaci BA (Bover-Cid et al., 2001; Fernéamdsarcia et al., 1999).
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4.6.0dbouravani putrescinu — detoxifikace

Detoxifikatni systém biogennich aniiru savé zahrnuje specifické enzymy
— aminooxidazy, které katalyzuji oxidativni deanginamini za vzniku
odpovidajiciho aldehydu, amoniaku a peroxidu vodikz obrazekc. 4.4). Tyto
aldehydy jsou (k#li své toxici€) rychle geménovany intracelularnimi aldehyd
dehydrogendzami na aminokyseliny a laktamy (Seilddouaud, 1998). Tato
drdha se nazyva drahou terniing protoZze vzniklé produkty uz nemohou byt
recyklovany na polyaminy. VSechny derivaty polyamiwznikajici i této
terminalni degradaci jsou pak sloZkamidineavai (Van den Berg et al., 1985)

Hlavni cestou katabolizmu polyaniinu sav@ je oxidativni deaminace,
enzymem Cti diaminooxidazou (DAO, EC 1.4.3.22) (Brazeau et 2004),
ktery se ve znmém mnoZstvi nachazi verestni sliznici, jatrech a ledvinach.
Tyto diaminoxidazy krom putrescinu deaminuji také histamin a kadaverin.
V ruznych tkanich pak maji tyto DAGQizné biochemické vlastnosti (Seiler and
Douaud, 1998). Putrescin je vySe z#myim enzymem femeEnén
na y-aminobutyraldehyd za s®asné tvorby amoniaku a peroxidu vodiku.
Vznikly aminoaldehyd je nasledmetabolizovan na GABAyfaminobutanovou
kyselinu) (Bagni a Tassoni, 2001).

DalSi moZnosti je odbourdvani putrescinu enzymemmoaminoxidazou
(MAO). Pro tuto reakci je putrescin nejprve acetdo enzymem diamin acetyl
transferazou (EC 2.3.1.57) za vzniku-aletylputrescinu, ten je naslédn
pusobenim MAO (Nacetylputrescin oxidazou, EC 1.4.3.4Yeyeden na
N-acetyly-aminobutyraldehyd. Ten je dale dehydrogenovan ardiyzbvan
az na kyseling-aminomaselnou. Tato draha probihamapnitt mitochondrii
sawich mozkovych buk (Seiler a Therib, 1974).

Katabolizmus polyamiin u ¢lovéka neni za witych podminek dostajici
a mohou se dostavit toxikologické projevy ugpbené zvySenim hladiny
jednotlivych polyamid. Mezi rizikové skupiny pét zejména &ti, alergici, lidé
uzivajici inhibitory mono- a diaminoxidaz (antidepiva, antiparkinsonika)
a lidé s gastrointestinalnimi problémy (2arzaludku, Crohnova choroba,
Zaludeéni viedy), protoZze aktivita oxidaz wdhto jediné byva niZzSi nez
u zdravych lidi. Toxikologické dinky putrescinu mohou byt zesileny gaanou
piitomnosti etanolu a acetaldehydu, protoZe podpqejigh transport fes
strevni sénu. Sowasné fisobeni putrescinu a alkoholu je pak zavazné zejména
pii konzumaci alkoholickych néapjse zvySenym obsahem putrescinu (Santos,
1996). DalSim faktorem sniZujicim aktivitu amincd&t je koweni, kdy
u kurdka bylo pozorovano sniZzeni aktivity aminooxidaz a30% v disledku
inhibi¢cniho efektu tkteré ze sloéenin obsazené v tabakiitabakovéem koti
(Berlin and Anthenelli, 2001).
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Obr. 4.4: Oxidativni deaminace amin(upraveno dle James Storer a Antonio
Ferrante, 1998)

4.7.Faktory ovliviujici vyskyt putrescinu v potravinach

Hlavnim zdrojem BA Vv potravinach jsou mikroorganizm
s dekarboxyldzovou aktivitou. Mikrobialni vznik Bfe ovliviovan mnoha
faktory — gitomnymi mikroorganizmy, pH, teplotou, obsahem Natdl.

Co se tykad mikrobialniho zastoupeni, tak dekarb@eg¥a i deiminéni
aktivita byvaji popisovany utenych druli, rodi a kmeri grampozitivnich
i gramnegativnich bakterii. Pro tyto bakterigizm byt produkce biogennich
amini zdrojem energie, formou rezistence proti kyseldgmastedi (Konings et
al., 1997), formou regulace DNA mohou vystupovat jako antioxidanty (Kaur-
Sawhney et al., 2003).

V nékterych ipadech se schopnost tvorby BA jevi jako druhov
charakteristicka, na&fklad produkce putrescinu agmatin deiminazovou aluah
u druhi Lactococcus(Ladero 2011a), v jinych ffpadech pak je schopnost
produkce BA kmenoyspecificka (Bover-Cid a Holzapfel, 1999, ikova et al.,
2011) napiklad u gramnegativnimch bakterii, zejména entaktdrii a bakterii
rodu PseudomonasPosledni vyzkumy vSak ukazaly Ze i mnohé granipoii
bakterie maji tuto schopnost (viz kapitola 4.5&28ylo prokadzano, Ze v ditych
typech potravin (nap vino) jsou LAB hlavnim zdrojem putrescinu (Ancin-
Azpilicueta et al., 2008).

Pritomnost zvySeného mnozZstvi putrescinu vSak byyéassii spojovana
se zvySenym vyskytem gramnegativnich bakterii Bank et al., 1990, Pircher
et al., 2007; Delbés-Paus et al., 2012hlva et al., 2010a), kde se zpravidla
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jednd o vysledek Spatného vyrobniho procesu, Splmaéty surovin nebo
nedostaujicich hygienickych podminekipsyrobé anebo skladovani. \fipad
grampozitivnich bakterii pak takovatdima ungéra neexistuje, coz e byt
dano prae faktem, Ze dekarboxylazova deimin&ni aktivita byva casto
kmenow specificka (Halasz et al., 1994). VSeobeesak plati, ze i zvySeny
vyskyt mikroorganizth nemusi nuté vest ke zvySené produkci BA.
Mikroorganizmy totiz vyuZzivaji uvedené metabolick@rahy casto
za specifickych podminek. Vyskyt BA ke byt tedy ovlivin kombinaci
dalSich vyznamnych faktor

Jednim z nejvyznangsich faktofi ovliviujicich produkci BA je pH, které
souvisi s pH optimem dekarboxylaziiggmz je znamo, Ze bakterialni
inducibilni dekarboxyldzy maji zpravidla pH optimum kyselé oblasti
(viz nasledujici text) (Gale, 1946). Mnohé vyzkumpgk potvrdily, Ze mirné
snizeni pH vede ke zvySeni tvorby putrescinu (Geedl., 2006). Naproti tomu
vSak jiné vyzkumy ukéazaly, Ze rychly pokles pH ngameé &inky, a to diky
poklesu @stu dekarboxyknich mikroorganizra (Gardini et al., 2001, Maijala
et al., 1993; Bover-Cid et al., 2001). ZvySeni pdk pede ke sniZzeni produkce
putrescinu (Greif et al., 2006).

Jednim zenzyfy ktery je vtomto ohledu deéb prostudovan, je
biodegradativni arginin dekarboxyladza. Ta je vedimé indukovana v kyselém
prostedi v nadbytku substratu. Exprese geddiA, ktery koduje tuto
dekarboxyldzu, je indukovana nizkym pH (Stim andnigdt 1993). Také
biodegradabilni ODC je E. coliindukovana nizkym pH a hraje roliipegulaci
intracelularnino pH (Applebaum et al., 1977). Dékawylace ornitinu na
putrescin a naslednd vy¢ma putrescinu za ornitin je cyklus, ktery wyva
protonmotivni silu a ktery je indukovaniipnizkém pH za &elem chranit
bakterii @i snizeni pH (Romano et al., 2012)

U LAB byla prozatim prokdzana pouze existence lgoagativni formy ODC
u Lactobacillussp. 30a, ktera je také indukovana nizkym pirhz kompenzuje
pokles pH vznikly produkci kyseliny migé (Gale, 1946).

Nejen dekarboxylazy jsou indukovany nirkyselym pH, obdobné chovani
bylo zaznamenano i u agmatin deiminazy, enzymu amgjftim se v agmatin
deiminazoveé draze, kdy bylo zgéipb, ze genaguAl bakterie Lactobacillus
brevisje transkrigné indukovan nizkym pH (Arena et al., 2010).

DalSim vyznamnym faktorem ovhwujicim bakterialni produkci BA je obsah
NaCl. Bylo publikovdno mnoho praci, které potvrzigé s vyssSi koncentraci
NaCl dochazi k poklesu tvorby BA obeécnDavodem je jak snizeni ptu
bakterialnich bugk (Gardini et al., 2001), tak snizeni aktivity medanow
vazanych dekarboxyldz (Sumner et al., 1990; Chaetlal., 1989). Tento trend
byl popsan najklad u kmenelLactobacillus delbrueckiisubsp. bulgaricus
(Chander et al., 1989),Enterococcus faecaliSF37 (Gardini et al., 2001) nebo
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u Enterococcus faeciunkde byl sledovan pokles produkce tyraminu (Pleva e
al, 2012). Pokles v produkci BA se zvySenim obshlaC| byl popsan také
u rekterych tym potravin, nagiklad ve fermentovanych klobasach (Roseiro et
al., 2006), v syru feta (Valsamaki et al., 2008))jranskych syrech (bilé syry
zrajici/skladované v solném nalevu) (Aliakbarlakt 2009).

Naproti tomu vySSi produkce tyraminu bylaEmterococcus duran€CDM
53 zaznamenana v préstli s vySSi koncentraci NaCl (Hwva et al., 2012).
Podobr Buinkova et al. (2011) zjistili u @ti kmeni Lactococcus lactis
vyuzivanych v technologii vyroby syrvyssi produkci tyraminu v prasdi se
2% (w/v) NaCl nez v progdi s 1% (w/v) nebo beziigané soli. Rovéz
I u gramnegativnich bakterii rddEnterobactemebo Morganellabyla zjiS€na
vySSi produkce BA v prostdi s vysSSi koncentraci NaCl nez v pfedt s nizsi
koncentraci nebo bezidavku soli (Greifet al, 2006; Emborg and Dalgaard,
2008). VysSi produkci tyraminu v préstli s vysSSi koncentraci NaCl si Ize podle
Wolken et al.(2006) and Pereira et g2009) vys¥tlit tim, Ze N4 ionty jsou
zahrnuty v regulaci intracelularniho pH. lonty’Nsou antiportem vyghovany
za ionty H, které jsou tak odstii@vany z buiky.

Snizeni produkce putrescinu Enterobacter cloacaev disledku zvySeni
koncentrace NaCl ve své praci pak publikoval Getifl. (2006); také Bover
Cid et al. (2009) sledovali pokles produkce putrascenterobakteriemi
v souvislosti se zvySenim obsahu NacCl.

Obsah cuki také vyznamé ovliviiuje produkci BA v potravinach. Jak jiz
bylo zmirtno vySe, vhod#& zvolena zakysova kultura trbe pomoci omezit
kumulaci BA. Bylo zjiS¢éno, Ze pidavek cuké vyznamm@ podporuje st
startérovych kultur, coz vede k pdatai ristu Enterobacteriaceaea tim
ke snizeni akumulace putrescinu (Be@ad et al., 2000, 2009).

Obdobré pak ovliviuje produkci BA teplota. Mnoho publikaci potvrzuje
zvySeni obsahu BA viznych typech potravin se zvySujici se teplotou laodo
skladovani (Halasz et al., 1994, Stratton et &911 Gardini et al., 2001; Pinho
et al., 2001; Gennaro et al., 2003; Santos ef@03; Martuscelli et al., 2000;
Bunkova et al., 2010a). Avsak i dlouhodobé skladovaasa za nizkych teplot
(4 °C) mize vest ke kumulaci putrescinu wrstedku aktivity psychrotrofnich
pseudomonad (Paulsen a Bauer, 1997), &tégik bylo shledano, Zefip
skladovani ryb a krevet na ledu mohaezivat rkteré rody produkujici BA
jako PhotobacteriumAeromonasieboMicrococcus (Lakshmanan et al., 2002).
Naopak zvySeni teploty u fermentovanych vyribbkiize vést k posileni
startérovych LAB a tim k potteni ristu nestartérovych BA pozitivnich
mikroorganizni (Maijala et al., 1995).

Mezi dalSi faktory ovliviujici produkci BA v potravinach pattaké obsah
volnych aminokyselin, fitomnost kysliku, vodni aktivita, fjtomnost dalSich
latek¢i interackce mezi mikrobialnimi kulturami (Nailaat 2010).
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Bylo publikovano gkolik praci, které se zabyvaji sledovanim vice dakna
produkci BA sodasré, nagiklad sledovani vlivu faktdr délky a teploty
skladovani u zrajicich syr(Komprda et al.,, 2012; Bikova et al., 2010a;
Pachlova et al.,, 2012). Hernandez-Orte et al. (RG&umali ovliaovani
produkce BA v piib¢hu malolaktické fermentace (MLF) pouzitiniznych
bakteriadlnich kultur (srovnani tippzenych a zatkovanych MLF kultur)

a sledovani vlivu doby zrani v dubovych sudech.MRd= doSlo ke zvySeni
obsahu vSech sledovanych BAgtre putrescinu, u vin se starterovou kulturou
byl vSak tento ndisst vyrazmi nizSi. S dobou zrani se zvySoval obsah vSech BA.
Primy vliv faktori na produkci BA byl zkouman n#&glad u 2 kmef bakterie
Oenococcus oenByl zkouméan vliv pH, obsahu etanolu a kyseliny @hE,
kdy vyrazrjSi vliv na produkci putrescinu ornitin dekarboxzdé&ou drahou
melo pouze snizeni pH (Marques et al., 2008). U bakteactobacillus
hilgardii X1B byl podrobg analyzovan vliv faktar (¢as, teplota, pH, mnozstvi
etanolu, cukit a organickych kyselin) na produkci putrescinu amgma
deimindzovou cestou. Bylo zj&to, Ze nejvySSi produkce putrescinu nastava p
pH 4-6; obsah cukr a argininu pak vyrazninhibuji produkci putrescinu,
naproti tomu zvySeni koncentrace kyseliny vinné lacneé zvySuje produkci
putrescinu; fidavek putrescinu pak nehvliv na produkci putrescinu u tohoto
kmene (Arena et al., 2008).

Vice informaci o vlivu faktar na vznik BA v potravinach Ize najit
v prehledovychtlankach nafiklad Chong et al. (2011) a Suzzi a Gardini (2003).

4.8.Metody stanoveni putrescinu a agmatinu

Pro stanoveni obsahu putrescinu a agmatinu (jaklaojeo z prekurzdr
putrescinu), ¢i jejich producent v potravinach, bylo v poslednich letech
vyvinuto velké mnozstvi metod. N@sg€ji pouzivanymi jsou metody
mikrobiologické zaloZzené na pouZziti dekarboxyidao média obsahujiciho pH
indikator a aminokyselinu(y) jako prekurzory BA;adytické - hlavi separani
metody v fiznych modifikacich (népsgji vysokok&inna kapaplinova
chromagrografie (HPLC) a kapilarni zonova elektréfa (CZE)) a molekulaén
biologické (zahrnujici zejména metody polymeraziet&zové reakce (PCR)).

Mnoho autoit se zabyvalo zji®vanim obsahu BA viznych typech potravin
(za 1iznych podminek upravy a skladovani) metodami HPtd&bkovrstvé
chromatografie (TLC) a kapilarni elektroforézy (CHro blizSi pehled
analytickych metod je mozné pouziepledovyclanekOnal (2007).

V¢étSina autoit stanovovala pouze koncentraci putrescinu, jen nadftmi
zaradilo mezi sledované BA i agmatin. Pro potvrzeritda Ze putrescin je
v potravinach produkovan vice metabolickymi drahgendilezity praw dikaz
piitomnosti meziproduktu agmatinu (meziprodukt amgigiekarboxylazovych
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drah). Agmatin viiznych vzorcich potravin detekovalada autakr. Za pouziti
iontow vyménné chromatografie detekovali agmatin v potravinBohkova et
al. (2010a), Saccani et al. (2005), Curriel et(2011) a metodou HPLC pak
nalezli agmatin virznych vzorcich potravin také Pons—Sane@Gascado et al.
(2005), Ozogul and Ozogul (2007) and Arand Manca de Nadra (2001).

Nicmérg klasické analytické metody nam podavaji pouzerméxi o jiZ
vyprodukovanych mnozstvich BA. Jiny druh informadm mohou dat metody
molekularni biologie, zejména pak PCR a jeji médifie. Tyto metody nam
umoziuji detekovat fitomnost mikroorganizf) které maji potencial tyto
aminy vytvait (Landete et al., 2007). dMeme tedy detekovat potencialni
tvorbu BA. Témito metodami pak takéimeme detekovatifiomnost kléovych
genmi zapojenych v metabolizmu jednotlivych BA a ¢@ggat, které
mikroorganizmy jsou v dané potra¥irza produkci BA zodpasdné (De las
Rivas et al., 2005; Landete et al., 2007; Torrietinal., 2008). Dale je mozné
metodami molekularni biologie zkoumat metabolizransni a moznosti jeho
ovliviiovani; metodou real time PCR je pak moznimp kvantitativié
vyhodnocovat mnozstvirftomnych gef/mikroorganizni ¢i sledovat genovou
expresi kl€ovych geri (Fernandez et al., 2006; Ladero et al., 2010bnikiret
al., 2008). Metodami sledovani genové exprese pakeme experiment&in
sledovat expresi Klovych geri za fiznych podminek (Arena et al.,, 2010),
piipadré sledovat vliv faktot na expresidchto geri (Calles-Enriquez et al.,
2010).

V metabolizmu putrescinu je zahrnutékolik enzymi, které jsou kddovany
prislusSnymi geny (viz tabulk&. 4.2). PCR umaje amplifikovat rkolik
molekul cilového genu (DNA templatu) a generovaliany kopii tohoto
sledovaného genu. Takto t#eme detekovat sekvence @emdpovidajici
zkoumanym enzydm a tim pgedpowdét, zda dany mikroorganizmus ma
potencial tvaéit BA.

Pro detekci produceintputrescinu bylo vyvinuto pouzekolik PCR metod.
VétSina vyvinutych primer je utena pro detekci sési geri kddujiciho ornitin
dekarboxyldzu u gramnegativnich i grampozitivniektbrii (Constantini et al.,
2006; De las Rivas et al., 2005, 2006, 2007; Maatebal., 2005) a pro detekci
genuAguAkaodujiciho agmatin deiminazu, ktera produkuje @satim z agmatinu
u rekterych LAB aPseudomonasp. (Coton et al., 2010; Landete et al., 2010;
Nannelli et al., 2008). &teré z ¢chto primed byly pouzity také v multiplex
PCR pro simultanni detekci vice dekarboxyldazovyehig(Coton et al., 2010;
Nannelli et al., 2008, Constantini et al., 2009)taldulce¢. 4.3 je uveden
piehled publikovanych priméy cilové geny a informimi zdroj.

PCR primery byly vyvinuty zejména k detekci gesdc hlavrne
u grampozitivnich bakterii. Pro detekci gemdc u LAB byly vyvinuty primery
odcf/odcr (Nanneli et al.,, 2008), ODC1/ODC2 (Cotat al., 2010),
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AODC1/AODC2 (Constantini et al., 2006) a 4/15 (Mabal et al., 2005).
Pro detekciodc gemi u obou — LAB i enterobakterii byly vyvinuty &wsady
primerd. Prvni z nich navrhli Marcobal et al. (2005); peim 3/16 byly vyvinuty
k detekci odc gemi v LAB stejn tak jako proodc geny u wgkterych
gramnegativnich bakterii. Posleédmmirené primery umoiuji nagiklad detekci
odc u Escherichia colia Morganella morganii Bohuzel vSak tato sada prinier
nedetekovala germdc u Proteus vulgaris,u réjz je znamo, Ze je ornitin
dekarboxyladza pozitivni. Primer set 3/16 nebyl @dewr pro detekci genadc
u bakterii roduPseudomonasDruha sada primérvytvorena pro detekci gén
odcu LAB i enterobakterii je PUT1-F/PUT1-R (Mufiozatt, 2004). Tento set
primen spolehliv detekuje pitomnost geft odc u enterobakterii, neni vSak
urcen pro PseudomonasFadhlaoui-Zid et al. (2012) prokazali, ze tatalasa
primemi amplifikuje smés geri speC a speF Specialni sada primier
PUT2F/PUT2-R byla navrzena pro detekci gyenPseudomona@Viuiioz et al.,
2004)

Pro detekci gein aguA u LAB bylo navrzeno é&kolik sad primeii:
AGDIfor/AGDIrev (Lucas et. al, 2007), agdif/fagdiNd&nneli et al., 2008)
a AgD1/AgD2 (Coton et al., 2010). Déle byly vyviguii sady primeii pro
detekci klastru gehzahrnutych v AgDI draze prditLAB. Tyto primery byly
aspsre pouzity v multiplex gPCR (Ladero et al., 2012bandete et al. (2010)
vytvorili set primefi AguA-F/AguA-R k detekci genuaguA u LAB
a Pseudomonasp. V téze publikaci je prezentovana také sadaguiimréena
pro detekci putrescin transkarbamoylazy (kédovaeoemptc) v AgDI draze
u LAB. Specialni sady primér byly vytvoreny pro odliSeni putrescin
produkujicich (pes AgDI drahu) a putrescin neprodukujicichctobacillus
lactis, a to pomoci detekcerippmnosti inaktivujici inzerce (1S983) (Ladero et
al., 2011a).

Byly vytvoieny také metody multiplex PCR, které zefektiyf vyuziti €chto
primeri v praxi. Napiklad Coton et al. (2010) vyvinuli multiplex PCR &gimi
sadami primar pro simultdlni detekci tyrozin dekarboxylazy, Idst
dekarboxylazy, ODC (za pouziti ODC1/ODC2 pridjea agmatin deiminazy
(detekce genaguAza pouziti AgD1/AgD2 priméy) u LAB. Constantini et al.
(2009) pouzili ti sady primeit pro detekci TDC, HDC a ODC (s primery
16/AODC1u LAB).

Déale byly publikovany také dkteré gPCR metody pro kvantifikaci
produceni putrescinu. Nanneli et al. (2008) a Ladero et(2011c) pouzili
primeni agdif/agdir a odcf/odcr pro kvantifikaci LAB prokigjicich putrescin.
Prehled publikovanych primémabizi tab¢. 4.3.
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Tabulka 4.3 Rehled publikovanych sad prinigrcilové geny a skupiny

mikroorganizni.

Set primera

Cilovy gen

Skupina
mikroorganizmi

Zdroj

3 +16°

odc (mix speFa

LAB i n¢které
gramnegativni

Marcobal et al.,

speq bakterie 2005
. , odc(mix speFa Marcobal et al.,
4+ 15 speQ LAB 2005
LAB,
gramnegativni

PUT1-F + PUT1R odc

bakterie (krony
Pseudomonasp.)

Mufoz et al., 2004

PUT2-F + PUT2-R odc Pseudomonasp. Mufoz et al., 2004
AODCL1 + AODC2 odc LAB ggggtam'”' etal,
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
Agdil+ Agdli1lC  AguA LAB

PTC2 + AgDdr AGDIc LAB

AgmSql+

AgMSQ2 AGDIc LAB Ladero et al.2011a
PTC2 + PTC1 AguB LAB

IS1+ISCO 1S983 LAB
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5. CIL PRACE

Cilem pedkladané dizertai prace bylo vytvieni PCR metody vhodné pro
sledovani a vyzkum metabolickych drah syntézy biog®o aminu putrescinu u
gramnegativnich a grampozitivnich produdewyskytujicich se v potravinach.
Napliovani tohoto cile bylo rozteno na gkolik fazi:

- provést literarni reSerSi tykajici se doposud ligoldanych metod

zabyvajicich se PCR metodaméemymi k detekci produceinputrescinu,

- testovat w#které dive publikované sady PCR printer urcenych

pro detekci enzyinzahrnutych v metabolizmu putrescinu,

- navrhnout nové vhodné sady prineuréenych pro detekci vSech

dulezitych enzynmd zahrnutych v produkci putrescinu u gramnegativnich
a grampozitivnich bakterii,

- optimalizovat vhodnou PCR metodu pro pouZzitirdemych a zkouSenych

primer,

- testovat nové PCR primery na vhodné sk&pmkroorganizni (sbirkové

kmeny, kmeny ziskané #izaznych druli potravin),

- porovnat vysledky PCR s kvantitativnimi vyslgdkPLC,

- sekvenovat PCR produkty za ¢elem potvrzeni speciinosti

navrzenych sad primér
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6. ZVOLENE METODY ZPRACOVANI

Do sowasnosti (12/2013) nebyla publikovana ucelena mepwdasledovani
metabolické produkce putrescinu v putrescin progialah mikroorganizmech.
Z tohoto divodu se pedlozena prace zabyva navrhem na vidgud a testovani
nové molekularé biologické metody pro vySe zmime &ely. V predkladané
praci je prezentovan postup vyvoje novych primpro PCR a vytvieni PCR
metody umo#ujici detekci a sledovani produkce putrescinu vSemi
metabolickymi drahami u Siroké Skaly bakterii. &mti prace je i prakticka
aplikace now¥ vytvorené metody na bakterie izolované ze viaogotravin.
Oweieni spravnosti vysledkbylo provedeno sekvenaci PCR produl8kuté&€na
produkce putrescinu (a také agmatinu) testovanynkraorganizmy byla
sledovana metodou vysokiané kapalinové chromatografie.

Dizertatni prace sestava ze dvou zakladniéhti (viz obrazek. 6.1), které
probihaly v rkolika krocich. Prvni faze byla za&mena na vyvoj metodiky
k detekci geft zahrnutych v metabolizmu putrescinu u gramnegativn
bakterii. Ve druhé&asti pak byla testovana moznost vyuziivd publikovanych
metod pro detekci gérzahrnutych v metabolizmu putrescinu u grampozitkin
bakterii.

Prvnim krokem v obou fazich prace bylo podrobnéretické studium
metabolizmu  putrescinu  u  studovanych  bakterii (gregativnich
I grampozitivnich), vytvéeni reSerSe jiz publikovanych PCR metod &amych
na detekci putrescinu a shrord@a¥ani a porovnavani nukleotidovych sekvenci
sledovanych gen Na zaklad jejich porovnani bylo navrzenctkolik novych
sad primet, které byly nejprve teoreticky testovany nastmoj€rimerBlast.
Navrzené nukleotidové sekvence sad priméyly viozeny do programu
PrimerBlast, ktery v genovych databazich vyhledseldvence, nadi testované
primery teoreticky nasedaji, a vygeneruje seznaekilgeni, které by byly
touto sadou primé@r amplifikovany. Mezi nalezenymi sekvencemi pak bylo
nutno vyhledat sledované geny a¢hly zda byly nalezeny u vSech cilovych
skupin mikroorganizrin

Nejlépe vyhodnocené sady primdayly nasleds syntetizovany a laboratafn
testovany pomoci PCR s DNA produdepttrescinu, stefntak byly testovany i
diive publikované sady primieza &elem zjiséni jejich vhodnosti pro studium
metabolizmu putrescinu. Tat@ast taktéz zahrnovala nalezeni nejvhgsich
podminek PCR. Vybrané produkty PCR pak byly puowi&ny a zaslany na
sekvendani analyzu pro potvrzeni specifiosti navrzenych primér Ziskané
vysledky byly porovnany s kvantitativnimi vysledkiskanymi metodou HPLC
a s databazemi metabolickych drah pro jednotlivédsgalni kmeny.
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Popis experimentu

1.Faze / \ 2.Faze

Metodika pro Metodika pro
gram negativni bakterie gram porzitivni bakterie
W Y
Reserse a studium Reserse a studium
metabolizmu metabolizmu
N \
HPLC pro kvantifikaci Testovanidfive Testovani drive
produkce putrescinu publikovanych sad publikovanych sad
a agmatinu PCR primert PCR primerti
N

¥
| Sekvenace PCR produktt |
V]
| Vyhodnoceni vysledk( |

Vyvoj a testovani
novych sad PCR
primerti

y
/ | Sekvenace PCR produktt |
-

Porovnaniavyhodnoceni
vysledk

Obr. 6.1: Popis experimentu

6.1. Bakterialni kmeny

V této praci bylo pouzitoficet dva kmefi gramnegativnich bakterii a dva
kmeny grampozitivnich bakterii. Tyto kmeny byly mmA produkci putrescinu
a pivod je zobrazen v tabulée 6.1.

Dvacet ¢tyii gramnegativnich kmeén bylo ziskano zeské shirky
mikroorganizni (CCM - Czech Collection of Microorganisms, BrrGeska
republika) a Sbirky zoopatogennich mikroorganizivlyzkumného ustavu
veterinarniho lékatvi (CAPM - Collection of Animal Pathogenic
Microorganisms, BrnoCeské republika).

Jako realné vzorky bylo pouzito jedenact kihekteré byly v pedchozich
pracich izolovany ze sy masnych vyrobk a pochoutkovych salatJednalo se
0 osm gramnegativnich a dva grampozitivni kmenykgky mikroorganizr
Ustavu inzenyrstvi ochrany Zivotniho piesti, Fakulty technologické,
Univerzity TomaSe Bati ve Zlin (DEPE - Department of Environmental
Protection Engineering, ZlinCeska republika)Pro negativni kontrolu bylo
pouzito osm kmein bakterii (actobacillus delbrueckiisubsp. bulgaricus
CCDM 66 Lactococcus lactisubsp.lactis CCDM 48 Staphylococcus aureus
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subsp.aureusCCM 3953 a Enterococcus faecali€CM 4224 Klebsiellasp.
DEPE 069 Aeromonas hydrophil®EPE 28 Pseudomonas fragdbEPE 19
Pantoeasp. DEPE 21), u nichz bylofigléjSimi studiemi potvrzeno, Ze nejsou
producenty putrescinu.

VSechny bakterialni kmeny byly proripadné indukovani dekarboxyta
aktivity trikrat inkubovany po dobu 24 hodin fip 301 °C v
piislusném dekarboxytaim médiu s 0,2 % w/v kazdé aminokyseliny (lyzin,
histidin, tyrozin, arginin, ornitin; Sigma, USA)oRzit4 kultiva&ni médiua byla
nasledujici: Nutrient Broth (HiMedia, Bombai, Infliepro stafylokoky,
enterokoky a gramnegativnicipky, pro laktokoky M17 Broth (Oxoid, GB) a
pro laktobacily MRS Broth (Oxoid).

6.2.lzolace bakterialni DNA

Mikrobidlni DNA byla izolovana z bakteridlni biomas (2 ml)
ve stacionarniistove fazi izolanim kitem UltraClean® DNA Isolation Kit
(MO-BIO Laboratories, USAjlle piloZzeného navodu.

Vyizolované vzorky DNA byly do doby testovani ulo¥ev mrazicicm boxu
pii -18°C do doby pouziti, nasledbyly pouzity pro testovani primerv PCR.

6.3.Navrh primeru

V GeneBank (Benson et al.,, 2013) byly nalezeny Ketnp genomy 55
gramnegativnich bakterii zahrnujiciamé kontaminanty potravin a z nich byly
vybrany nukleotidové sekvence zkoumanych igeisekvence byly vzdy
vybirany tak, aby seznam byl paritnfj py$Sim p@tu zastoupeni jednotlivych
druhi byl prislusny pdet vybran nahodn Seznamd&chto mikroorganizr a
pouzitych referetnich sekvenci uvadiioha A.

Tyto nukleotidové sekvence pro kazdy gen byly poémy za pouZiti
algoritmu ClustalW (Larkin et al., 2007). Souborgrgvnanych sekvenci byly
zkoumany a editovany pomoci programu Jalview (Watese et al., 2009),
ktery umo#uje editovat, vizualizovat a analyzovat nukleotid®ekvence.
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Tabulka 6.1 Seznam mikroorgani@mpouzitych v dizerténi praci

Escherichia col CCM 395«
Escherichia col CAPM 610:
Escherichia col CAPM 610+«
Escherichia col CAPM 611+
Escherichia colDEPE 64
Escherichia colDEPE 99
Salmonella entericCAPM 442(
Salmonella entericCAPM 543¢
Salmonella entericCAPM 5967
Salmonella entericCAPM 6324
Enterobacter aerogen«<CAPM 563<
Enterobacter aerogen«<CCM 253!
Citrobacter freundiCCM 718’
Proteus mirabili<CCM 718t
Proteus vulgarisDEPE 18
Serratia marcescerCCM 30¢
Serratia marcescerDEPE 3
Serratia marcescerDEPE 4
Pantoeesp DEPE 52
Klebsiella pneumoniaCAPM 6241
Klebsiellasp DEPE 98
Klebsiella oxytoc:CCM 293¢
Pseudoronas aeruginosCCM 395¢
Pseudomonas fluoresceCCM 279¢
Pseudomonas aeruginoCAPM 5707
Pseudomonas aeruginoCAPM 571¢
Pseudomonas aeruginoCAPM 5712
Yersinia enterocoliticiCCM 720¢
Yersinia enterocoliticiCAMP 6154
Yersinia ruckerCAPM 60¢5
Yersinia enterocoliticiDEPE 88
Pectobacterium carotovort subspcarotovorumCCM 100¢
Lactobacillus curvatl* Al-2
Lactobacillus curvatl* Al-3
Lactobacillus delbrueckii subsg bulgaricus CCDM  6¢€
Lactococcus lactisubsplactis CCDM 4¢&
Staphylococcus aureisubsp aureusCCM 395!
Enterococcus faecal CCM 422«
Aeromonas hydrophiDEPE* 28
Pseudomonas fralDEPE* 1€
Pantoeesp. DEPF 21
!(Iebsiellasp.DEPE* 06¢

kmeny izolované ze vzoilkpotravin
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Program Jalview byl pouzit s cilem zjistit fylogditckou gFibuznost &chto
genmi vytvorenim fylogenetického stromu a editovat soubory poanych
sekvenci. V programu byly identifikovany a elimidoy vyznama
nekorespondujici sekvence a byl vy vyvazeny soubor sekvenci (tak, aby
urcité typy sekvenci népvladaly nad jinymi), coz je velmiutezity krok pred
zapa@etim navrhovani sekvence degenerovanych univeckélpiimeti pro
urcitou skupinu sekvenci.

Po vytvaeni vhodného souboru nukleotidovych sekvenci prmkayen byl
tento soubor vioZzen do programu GeneFisher2 (Geget al., 1996), ktery
na zaklad souboru sekvenci a po optimalizaci nastavenycarpai navrhnul
vhodné sady univerzalnich prinder(konsenzualnich primér za pouziti
degeneraci). Vstupni parametry programu byly nastav nasledovh
(viz obrazekt. 6.2):

» obsah guaninu a cytozinu 30-80%

= annealingova teplota,J54-70 °C

» velikost produktu 150-1000bp

» degenerace 4 krat

= délka 3" konce 4 bp

= obsah guaninu a cytosinu (GC) na 3" konci 45-100%

Vystupem programu je navrh sad konsenzualnich piirt@razeke. 6.3).
Jak je viét z obrazku 6.3, program pouziva tzv. degenerovéizé. Vzhledem
k tomu, Ze se snazime nalézt univerzalni sady phivieodné k detekci génu
Siroké Skaly bakterii, je nutno (& odliSnostem v nukleotidovych sekvencich)
nékteré nukleotidy nahradit degenerovanou bazi. Degee v podstat
znamena, Zze na dané pozici je vice moznych bazpsu sekvence se
degenerace vyj&tipomoci pismenného kodu (tabukka6.2). Reald se potom
jedna o srés primef, které se liSi bazemi pré&wa pozici degenerovaneho
nukleotidu/nukleotid.

Navrzené sady primeér(3 az 20 sad primérpro kazdy gen) byly nasledn
testovanyin-silico nastrojem PrimerBlast (obrazek6.4), ktery simuluje gibéh
PCR a podava informace o tom, které sekvence (uéb2ee véejnych
databazich) by byly navrzenou sadou primdetekovany. Do programu jsou
vkladany fizné varianty primer, neba je nutno nahradit ,degenerované” baze
bazemi skutnymi. Takto vznikne mnoho kombinacitiznych variant
kodujicich a antikdédujicich prim&rz nichz je pdeba nahodhnekolik vybrat,
teoreticky otestovat a nalézt vhodné kombinace.
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Primer Parameters

Max. number of primer pairs returned: @8 16 © no limit

Set primer length: From 15 to 13 bp

Set GC content: From 30 tosn %

Set melting temperature Tpy,: From 54 to 70 °C

Set Product Size: From s0 to 500 bp

Set primer degeneracy: 4 fold

Allow multiple occurrences: 1000 occurrence(s)
3’ clamp parameters

Set 3’ length: 4 bp

Set max. 3' degeneracy: 0 fold

Set 3' GC content: From 45 to 100 %

End primer with: [CIAdenine [¥ Cytosine

¥ Guanine [“] Thymine

calculate Primer

Obr. 6.2: Ukadzka zadavani vstupnich paramiefirogramu GeneFisher pouzivaného
pro navrh primeii

Tabulka 6.2 Ozn#ni degeneraci a jejich vyznam

Oznateni N v D B R| Y| M| K| S| W
degenerace
Vyznam A(\;?- GAC|GAT|GTC|AG|CT|AC|GT|GCAT
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Primer Calculation Results
(get more detailed information by clicking in the pairs position)

best Pairs (of max. 185 )

Pair-ID Forward Primer Reverse Primer Qual. E‘;id TrmDiff. EEPF'OU'S,;
1 TGGAAACCGCRCGTAACC |GGATAGAAYGGGCTGGTG | 589 | 476 | 3 %
2 GGAAACCGCRCGTAACCC |GGATAGAAYGGGCTGGTG | 588 | 4756 | 4 %
3 TGGAAACCGCRCGTAACC |GATAGAAYGGGCTGGTGE | 588 | 475 | 3 %LEES
4 GGAAACCGCRCGTAACCC |GATAGAAYGGGLTGGTGG | 587 | 474 | 4 E‘ZES
5 GAAACCGCRCGTAACCCG |GGATAGAAYGGGCTGGTG | 587 | 474 | 5 1820584
6 TGGAAACCGCRCGTAACC |TAGAAYGGGCTGGTGGAG | 586 | 473 | 2 182%1
7 TGGAAACCGCRCGTAACC |AGAAYGGGCTGGTGGAGG | 586 | 472 | O %LGEU
] GAAACCGCRCGTAACCCG |GATAGAAYGGGCTGGTGG | 586 | 473 | 4 18%83

Obr. 6.3 Ukazka vystupu programu GeneFisher2 (tabulka bawych primet)

L o il -

» NCBI Primer-BLAST: Finding primers specific to your PCR template (using Primer3 and BLAST).

PCR Template

Or, upload FASTA file

Primer Parameters

Use my own forward primer
(5'>3" on plus strand)

Use my own reverse primer
(5'>=3" on minus strand)

PCR product size

# of primers to return

3

Forward primer

Reverse primer

Max T difference

Reset page Save search parameters Refrieve recent results
Enter accession, gi, or FASTA sequence (A refzeq record is preferred) &2 Clear

CAACTTCTCGATGTTCCAG LY Clear
|TCaCCaAACAGG'I—I'GTGC LY Clear

Min Max

70 1000

)

Min Opt Max

= 57.0 60.0 63.0 3

Primer melting temperature:
{(Tm)

Exon/intron selection

Exon junction span

(¥

To

A refseq mRNA sequence as PCR template input is required for options in the section &

Mo preference

ML -

& Clear

Obr. 6.4: Ukazka pouziti nastroje PrimerBlast; zadani sekvgmimer: pro jejich
teoretické in-silico testovani
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Vystupem nastroje PrimerBlast je vypis teoreticky@fCR produk,
detekovanych gén(a organizm), které byly nalezeny v genovych bankach
a byly by navrzenou sadou detekovany (obrazeB.5). Sady primer, které
v teoretickém testovani poskytovaly u vSech cilbvg&upin mikroorganizihn
pouze produkty &ekavané velikosti (velikost produktPCR byla dana
programem GeneFisher2), byly vybrany pro dalSiip{&& paf primeii pro
kazdy gen). Primery byly dodany firmou KRD - obchbdpolénost s.r.o.,
Ceska republika.

Primer pair 1

Sequence (5'-=3") Length Tm GC%
Forward primer CAACTTCTCGGTGTTCCAG 19 55.88 52.63
Reverse primer TCACCAMACAGGTTGTGE 18 5571 50.00

Products on target templates
=MC 0199051 Pseudomonas putida HB3267, complete genome

product length = 282
Features associated with this product:

mercuric reductase

arginine decarboxylase
Forward primer 1 CAACTICTCGGIGITCCAG 19
Template TE3Z3L . ivvev s scnnannnnsns 763249
Reverse primer 1 TCACCARACRGETTGTIGC 18
Template 763512 ..... Gt r s 763495

=MNC 0196701 Pseudomanas putida UW4 chromosome, complete genome

product length = 282
Features associated with this product:

arginine decarboxylase
Forward primer 1 CAACTTCTCGGIGTITCCAG 19
Template B45T3L L. i 645748
Reverze primer 1 TCACCRALCAGGTTGTEC 18
Template 646012 ..... Gevi e 645995

=MZ CMO01561.1 Pseudomonas fluorescens R124 chromosome, whole genome shotgun sequence
product length = 282
Obr. 6.5: Vystup programu PrimerBlast; ukadzka pro sadu priénadcF/adc5F.

Vystup obsahuje nazvy mikroorganizndélky produki (product length) a nazev
kédovaného proteinu (v tomteipade arginin dekarboxylaza).
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6.4. Touch-down PCR

Pritomnost zkoumanych génv testovanych bakterialnich kmenech byla
zjistovana pomoci touch-down PCR (TD-PCR) s navrzengdasii prime.
Reakni smés pro PCR (celkovy objem 1%ul) obsahovala nasledujici
komponenty: 2umol/l kazdého primeru, 20@mol/l dNTP (TopBioCeska
Republika), 2UTaq polymerazy (New England Biolabs, USA), 1 upl genoveé
DNA a 2,5ul 10xThermoPol realniho PCR pufru (New England Biolabs,
USA). Reakce TD-PCR byly provedeny nésfroji PTC-200 DNA Engine
thermocycler (MJ Research, USA). Pro metodu toumhrdPCR bylo vyuzito
nasledujici nastaveni (vygteno dle Don et. al. (1991), pr@, 58°C): p&ateni
denaturace 94 °C/10 min, nasleduje 30 &y °C/30 s, 62 °C/1 min, 72 °C/1
min; pii nichZ se annealingova teplota snizuje o jedepeitCelsia v kazdém
druhém cyklu. Annealingova teplota tedy klesa oddel47 °C, program je
zakorten za¥recnou extenzi 72 °C/5 min. Stejné podminky byly pouiaké
pii multiplex-PCR.

PCR produkty byly naslednvizualizovany v 1,5 % (w/v) agarozovém gelu
(Lonza, Svycarsko) po 1 Hi@0V v 0.5x TBE pufru (Fluka, Svédsko), barveny
ethidium bromidem (0,5 pg/ml) (SERVA,émecko). Gel byl dokumentovan
pomoci dokumentaiho systému InGeniusLMR (Syngene, Anglie).

6.5. Sekvenace PCR produkit

Vybrané produkty PCR (amplikony) byly purifikovamurifikacnim kitem
QIA PCR Purification Kit (QIAGEN, Nmecko) a zaslany na sekvenaci (Ustav
molekularni biologie rostlin, Akademie éd Ceské Republiky, Ceské
Budgjovice). Porovnani ziskanych sekvenci s dostuprugit@jnymi databazemi
bylo provedeno pouzitim nastroje Blast (Nationalntte for Biotechnology
Information - NCBI).

6.6. Chromatografické stanoveni obsahu putrescinu a agntiau

VSechny pouzité bakterie byly testovany na produkgutrescinu
a agmatinu metodou HPLC. VSechny kmeny byly kuitdhoy 12 a 24 hodin
pii 30x1°C v dekarboxyknim mediu. Dekarboxytmi bujon obsahoval
prislusné zivné medium (HiMedia, Indie), prekurzorgdennich amit (lyzin,
histidin, tyrozin, ornitin, arginin; SigmaAldrichJSA) v koncentraci 2,0 g/l
(kazdy prekurzor, byla pouzita $m:m vSech aminokyselin). Kazdy
mikroorganizmus byl kultivovan 4 krat po dobu 124 hodin. Péateni pH
v dekarboxyldnim mediu bylo upraveno 0,1 mol/l HCI (Merck¢iNecko)
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na hodnoty mezi 5,7 az 5,9. #&b&ni koncentrace testovanych bakterii
(v inokulu) byla v rozmezi 5,1-7,3-1GFU/m.
Obsah putrescinu a agmatinu byl analyzovan podlei&Marino et al. (2010)
s rekolika modifikacemi. Bujon byl po kultivaci centufovan (20.00Qy po
dobu 30 min) a filtrovan #es 0,22um filtr. P&t set mikrolititi filtrdtu bylo
smichano s 80Ql boratového pufru (0,4 mol/l pH=10,0) (SigmaAldrjdJSA)
a 100 ul roztoku interniho standardu (L-norvalin, 100 mg/SigmaAldrich,
USA). Tii sta mikroliti smesi bylo automaticky smichano v autosampleru se
100l o-fthalaldehydu (OPA, Agilent Technologies, INdSA) (sngés 1% OPA
a 3-merkaptopropionové kyseliny v 0,4 mol/l bor&av pufru (Agilent
Technologies). Po jednominutové reakci byki mikrolita derivatizovaného
vzorku automaticky nadavkovano na kolonu (Cogenlurma HPS C18,
150 x 4.6 mm, pm, Cogent, USA). Pouzity chromatograficky systérst&®eal
z binarni pumpy a autosampleru (LabAlliance, USAdiplynovaci jednotky
a fluorescencamiho detektoru (340 nm a 426 nm jako exgifaa emisni
vinové délky) a termostatu kolon (Agilent Technoésy Inc., USA).
Chromatografickd separace byla provedena za pogesilientové eluce
mobilni faze (A) 0,05 mol/l octan sodny (SigmaAddrj USA) ve srési
s tetrahydrofuranem (SigmaAldrich, USA) (pgm99:1, v/v; pH upraveno
na 6,6 kyselinou octovou) a mobilni faze (B) metauetonitril (SigmaAldrich,
USA) (50:50, v/v). Putrescin a agmatin byly eluoyapodle programu
popsaného Garcia-Marino et al. (2010) s mirnou fikadi: 0—-13 min, A 70 %;
13-20 min, A 50 %; 20—-43 min, A 0 %;gok 0.6 ml/min. Poté byla kolona
regenerovana mobilni fazi B po dobu 6 min a staina po dalSich 8 min
smesi mobilnich fazi A a B (70:30, v/v). Kazdy z&t pripravenych bujot
(po 12 hodinach a také po 24 hodinach kultivacd) derivatizovan tikrat
(n =12). Homogenita obsahu putrescinu nebo agmao 12 ti hodinach
a 24 hodinach byla testovana Wilcoxonovym testemigtldf 5.5 software;
Unistat, Velka Britanie). Hladina vyznamnosti pda#t testech byla 0,01.
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7. HLAVNI VYSLEDKY PRACE

7.1.Vysledky I. faze

Prvni faze dizertai prace byla zadtena na navrhovani a testovani priiner
pro gramnegativni bakterie. Vzhledem ktomu, Zetdrakini metabolizmus
putrescinu u gramnegativnich bakterii je gomi slozity (viz kapitola¢. 4.5.1,
str. 19) a mze zahrnovat az 8uznych enzym, bylo v prvni fazi nutno
prostudovat metabolizmus jednotlivych skupin  mikgamizmi, jejich
odliSnosti, pipadré pribuznost. Vtéto fazi jsem se za&fta na 7 ged
kodujicich kltové enzymy zahrnuté v metabolizmu putrescinu (@kulka
¢. 4.2). GenAguB koédujici N-karbamoylputrescin amidohydrolazu,nsehazi
na spoléném operonu s geneftlguAa postai tedy detekce jednoho z nich.

7.1.1. Navrh a testovani sad primefi vhodnych k detekci genuspeA

Navrh primeni vhodnych k detekci genu speA

Pro vytvaeni sad priméruréenych k detekci genspeA ktery kdduje arginin
dekarboxylazu (biosyntetickou) u gramnegativnichktéxa@i, byly nejprve
z GeneBank  vybrany  vhodné nukleotidové  sekvence. otoPe
se u gramnegativnich bakterii vyskytuje vice utyprginin dekarboxylaz
(viz kapitola ¢. 4.5.1, str. 19), bylo nejtle pistoupeno ke zjighi
piibuznosti/odliSnosti  jejich nukleotidovych sekvencl GeneBank bylo
vybrano rkolik sekvenci koédujicich biosyntetickou arginin kdeboxylazu
(speA geny), biodegradativni arginin  dekarboxylazu (gengdiA)
a pravépodobnou arginin dekarboxylazu vyskytujici se u teak rodu
Pseudomonagyeny ozn&ovanyadi, Idc ¢i orn/lys/arg putative decarboxylase).
Tyto tii sady byly porovnany algoritmem ClustalW a po pwowni byly
vizualizovany v programu Jalview (obradzé&k7.1). V tomto programu byl také
vytvoien fylogeneticky strom (obrazek 7.2), ktery zcelaietelrt ukazuje na
fylogenetickou odliSnosgthto ti skupin gef. Z obrazki ¢. 7.1 a 7.2 jeiejmé,
Ze geny kodujici uzné arginin dekarboxyldzy t¥io 4 odliSné skupiny
(na obrazcick. 7.1 a 7.2 barewnodliSeny, podrob¥ji viz nasledujici text).
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aaid, Eacherichia_coli K-12 MG165549-2268
2ol Eschertichia_coll_ K-12_ A1 10 1-2277
gl Salmonelia_entericad-2271

consensus
GCTC+ATTACCTGGA+GGGCTGCTGCCGUCGCTTT+AAACGCGCTCGTGAATCCTACGGUTATAA

Obr. 7.1: Ukazka porovnani sekvenci gespeA, adiA a adi kodujiciclizné formy arginin dekarboxylazy. Barevné odliSgstikiuje
pribuznost nukleotidovych sekvenci. Pro podeghivysvtleni viz text.
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| adiAEscherichia_coli_K-12_MG1655

6.72
1238 | adiAA.Escherichia_coli_K-12_W3110
6.72 adi,Salmonella_enterica
- “'gaen,F'seutlonwnas_aeruginosa_PAO1
3.81 _{“'%en,Pseutlonwnas_aeruginosa_UCBPP-PA14
10.45 143 spel,Pseudomonas_aeruginosa_PA7

spef,Pseudomonas_fluorescens_Pf-5

spef,Salmonella_enterica_subsp._enterica

Iﬂ—'ssspen,Escherichia_culi

|u—'555peA,Escherichia_culi
2.03

spef,Citrobacter_Koseri_
1.68

spef, Klebsiella_pneumoniae

5.59 spel Enterobacter_sp._638

2.97 7.27

spef,Serratia_proteamaculans_568

spel,Erwinia_carotovora

11.09

spef,Proteus_mirabilis

']'%cn,Pseudumnnas_aeruginusa_PA.O1

2.39
5.22 u'Zﬁdi,Pseudumﬂnas_aeruginusa_UCBPP-PA 14

9.82 2.68 putative _adc_K01584,Pseudomonas_aeruginosa_PA7

7.90

Orn/Lys/Arg_decarboxylase,Pseudomonas_fluorescens_Pf-5

Obr. 7. 2:Fylogeneticky strom — porovnani nukleotidovyctverki geri speA, adiA a adi ziznych gramnegativnich bakterii.
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Podle fylogenetického stromu sestrojeného na zaklaacentni shody
nukleotidovych sekvenci je witl ze nejodliSySi skupinu tvéi geny adiA
enterobakterii (zelenomodra barv@yto geny kéduji biodegradativni formu
arginin dekarboxylazy a zcelaetelre se liSi od gei speA DalSi vyrazg se
liSici skupinou jsou pak geny pro druhou formu db&aylazy (v tabulce i grafu
ozna&eny jakoldc, adi putativeadc) u bakterii roduPseudomonag@nodra barva
v obrdzcich 7.1 a 7.2). GengpeA enterobakterii (rzovo-fialova barva)
aPseudomonasp. (fialova barva) tvd dalSi de skupiny gei. Jejich odliSnost
vSak neni az tak velka, a proto byla testovana om&iavytvait univerzalni sadu
primem pro detekci obouéthto skupin gefn (pro speAjak enterobakterii tak
Pseudomonasp.).

V této fazi prace pak bylo vybrano a porovnano B&venci genuspeA
raznych kmef enterobakterii a pseudomonad (vizlgha A). Sekvence byly
vybirany tak, aby vznikl vyvazeny soubor, prostylebdiich sekvenci. Mezi
témito sekvencemi bylo nalezenékolik konzervovanych sekvenci, tj. sekvenci
vyznaujicich se vysokym stugm shody (obrazky. 7.3 a 7.4), které se
ukazaly byt vhodné pro navrh univerzalnich priinaréenych k detekci gen
speA u obou vySe zmimych skupin bakterii. Sekvence byly vlozeny
do programu GeneFisher2, ktery vygeneroval 6 sachepk, z nichz se
v teoretickém testovani algoritmem PrimerBlast goulx¢ sady ukéazaly byt
vhodné pro detekci gerapeAu vSech vySe zmémych skupin gramnegativnich
bakterii. Tyto d¢ sady v teoretickém testovani detekovaly pouze ykiyd
o¢ekavané velikosti (280 bp a 825 bp), které kodowalyinin dekarboxylazu
u vSech cilovych skupin mikroorganiantenterobakterii Pseudomonasp.).

Vzhledem k wtité odliSnosti tohoto genu Bseudomonaspp, byly d¢ sady
primeri navrzeny pouze pro detekci gespeAu této skupiny bakterii. DalSi dv
sady byly vhodné pro detekci gespeAu enterobakterii. i@hled navrzenych
sad primet, jejich sekvenci, velikosti produkt a skupin cilovych
mikroorganizni prinasi tabulka. 7.1.
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Tabulka 7.1. Seznam prinmienavrZzenych pro detekci gespeA jejich nukleotidové sekvence, velikosti PCR priktidua

cilové skupiny mikroorganizin

Velikost

Koduijici primer Antikddujici primer produktu | . Skupmg .
(bp) mikroorganizm
adcl CGGCACCATCGTCTGCAACGG GAACTTGGMCTTCTCGCCACCG 32 Pseudomonasp.
adc2 GGCATGCTCAAGGAGTTCTGCG GGCTGGTCTCGATGCTCTGCTC 610 Pseudomonasp.
adc3| TGGGAAACCTGGCAGGARATGC GGGAAGACRAACACRTCAACCG 569 Enterobakterie
adc4| AGYATGTGGGAAACCTGGCAGG CGGCATYGACTGGAACAGCGAG 291 Enterobakterie
adc5 CAAYTTCTCGSTGTTCCAG TCRCCRAACAGGTTGTGC 280 Vsechny G-
adc6 CWTCGACGTSGGCGGCGG TCRCCRAACAGGTTGTGC 825 VG-
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sped Kiebsialia_pneumonias, 342/1-1599 aatctafot tcoa tOBlC, cammasre rearerces
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Consencation

Consensus

GGACAAGATGTACGTCAACTTCTCGCTGTTCCAGTC+ATGCCGGATGCC D'-Ialitvl

Obr. 7.3 Porovnani sekvenci genu. Levast: Porovnani sekvenci genu speA u 26 gramnedelivbakterii s vyzngnim
konzervované sekvenc&iveny raméek) pouzité pro navrh primeru adc5F. Shoda mezvesstemi je vyjagna modrou barvou
(¢im tmavsi barva, tim vySSi % shoda). Praaat: Porovnani sekvenci aminokyselin arginin dekaytazy u 26 gramnegativnich
bakterii, konzervovana sekvence oblasti primerlbkdGrafy ve spodnifasti vyjaduji kvalitu konzervace.
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Consenvation
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GGCAACATGUCACAACCTGTTCGGCGATACCGAAGLG Quality

Obr. 7.4: Porovnani sekvenci genu. Levast: porovnani sekvenci genu speA u 26 gramnedelivbakterii s vyzngnim
konzervované sekvencgerveny rameéek) pouzité pro navrh primeru adc5R. Shoda mezieselemi je vyjdsna modrou barvou
(¢cim tmavsi barva, tim vySSi % shoda). Praaat: Porovnani sekvenci aminokyselin arginin dekaytdzy u 26 gramnegativnich
bakterii, konzervovana sekvence oblasti primerlbRdcGrafy ve spodmasti vyjaduji kvalitu konzervace.
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PCR se sadami primérro detekci genu speA

Nejprve bylo nutné najit vhodnou metodu PCR (oplimage podminek).
Vzhledem k tomu, Ze annealingové teploty,XPpro jednotlivé primery byly
odlisné (navrzeny programem GeneFisher2asio se odliSovala i navrzena T
pro kédujici a antikdédujici primer, byla vhodna ealngova teplota pro PCR
nejprve optimalizovana za pomoci PCR v teplotniadggntu. Tato metoda byla
aplikovana na vSech 6 testovanych sad prfimswinutych pro detekci genu
speA Pro sady priméradcl a adc2 byla jako templatova DNA pouzita DNA
izolovana z kmendé’seudomonas aerugino$aCM 3955; pro vSechny ostatni
sady primeit byla jako templatova DNA pouzita DNA z kmeBscherichia coli
CCM 3954. Jako pozitivni kontrola byla pouzita sadaneri TD2/TD5, u niz
PCR reakci (data nejsou uvedena).

Z obrazku. 7.5 je patrné, ze sady adcl, adc3, adc4 a addfyiogi @i vSech
teplotach také nespecifické produkty a nejsou teldydné pro dalSi pouziti.
Sada adc2 poskytovala pouze produldk@vané velikosti (610 bp), nicm&jue
0 sadu navrZzenou pouze pro detekci gepeAu bakterii roduPseudomonas
coz neposiauje sledovanému cili. Sada adc5 poskytovala pouzslugt
oc¢ekavané velikosti (280 bp) a byla tedy vybranadaisi testovani.

DalSim krokem optimalizace metody PCR bylo nalexéodné annealingové
teploty. Bylo pracovano se sadou prithadc5, pro testovani byl pouzit soubor
7 templatovych DNA ziznych kmed gramnegativnich bakterii (viz popis
u obrazku¢. 7.6). Optimalizace vSak nipesla @éekavané vysledky. Byla
testovana PCR siznymi annealingovymi teplotami, dale byl testovédidavek
haorecnatych iontt na pozitivni ovliveni reakce. Tyto fistupy vSak nedokazaly
omezit vyskyt nespecifickych produkt Ukdzku optimalizéniho postupu
piindSi obrazeké. 7.6, na kterém je vid vznik nespecifickych produkt
(pripadreé negitomnost produktu) sgkterymi templatovymi DNA.

Problém s optimalizaci annealingové teploty bykeden aplikaci metody
touch-down PCR (TD-PCR), ktera je v liter&wzngovana za fistup vhodny
k omezeni vzniku nespecifickych prodakDon et al., 1991). Dle této metody
byl teplotni program sgten z annealingové teploty adc5 pritin€r,, = 58 °C).
(parametry programu viz kapitola 6.4). Tento fistup se ukazal jako velmi
vhodny a pi testovani sady prim&radc5 s jedenéactiiznymi DNA z vySe
uvedenych bakterialnich kméen byly obdrzeny pouze ¢ekadvané produkty
o velikosti 280 bp (obrazek. 7.7). S ohledem na problematické hledani
optimalniho teplotnihno programu PCR a k dobrym egkim dosazenym
s metodou TD-PCR, byl vygteny teplotni program TD-PCR pouzivan v celé
praci.
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1000 bp

500 bp

100 bp

Obr. 7.5: PCR mikrobialnich DNA s primery pro detekci gerguA. Metoda teplotniho gradientu, T1-T12 (T1=481R27=48,3°C,
T3=49,1°C, T4=50,1°C, T5=51,7°C, T6=53,6°C, T7=5%8 T8=57,6°C, T9=59°C, T10=60°C, T11=60,8°C, T1Z=€.). Dolni
rada: 1 a 26: marker (100 bp); 2-13: sada primexdc2F/adc2R, templatova DNA Pseudomonas aeruginepkoty T1-12; 14-25:
sada prime#l adclF/adclR, templatova DNA Pseudomonas aerugiriepboty T1-12; 27 — 38: sada primel D2/TD5, templatova
DNA Escherichia coli, teploty T1-12; Horada: 1 a 26: marker (100 bp); 2-13 sada primeadc3F/adc3R, templatova DNA
Escherichia coli, teploty T1-12; 14-25: sada primexdc4F/adc4R, templatova DNA Escherichia coli, dgplT1-12; 27-38: sada
primen: adcbF/adc5R, templatova DNA Escherichia coli, dgplT1-12; 38-43: sada primé&radc6F/adc6R, templatovd DNA
Escherichia coli, teploty T1-5.
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Ts=51,7°C Ts=53,6 °C

Obr. 7.6:Optimalizace PCR se sadou primiedc5F/adc5R; A - annealingova teplota
Ts = 51,7 °C, B - annealingova teplota ¥ 53,6 °C. Pouzité templatové DNA: 1-
marker (100 bp), 2 - Escherichia coli CCM 3954, Serratia marcescens CCM 303,
4 - Salmonella enterica CAPM 4420, 5 - Proteus bilm CCM 7188, 6 -
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, 7 - Pseudomomaiescens CCM 2798, 8 -
slepy vzorek — DNA nahrazena vodou.

Obr. 7.7 Touch-down PCR se setem prifadc5F/adc5R; 1 a 11 — marker (100 bp);
2 - Escherichia coli CCM 3954, 3 -Enterobacter aggnes CCM 2531, 4 - Serratia
marcescens CCM 303, 5 - Salmonella enterica CAPRDA& - Proteus mirabilis
CCM 7188, 7- Klebsiella oxytoca CCM 2934, 8 - (ioter freundii CCM 7187, 9 -
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, 10 - Pseudomhumasdcens CCM 2798, 12 -
Pectobacterium carotovorum CCM 1008, 13 - Yersamterocolitica CCM 7204, 14 -
slepy vzorek — DNA nahrazena vodou.

54



Sada primear adc5 byla testovana celkem s 32 kmeny gramnegelivn
bakterii. Vysledky PCRinasi tabulka. 7.2, ktera je souhrnem néjdzitéjSich
vysledka |. faze dizertani prace. Obrazek. 7.8 zobrazuje vysledek TD-PCR

s templatovymi DNA izolovanymi z dalSich 16 bakéémich kmead.

1000 bp

S0 1e 12 443 14 15

500 bp

100 bp

Obr. 7.8 Touch-down PCR se sadou primdexdc5F/adc5R; 16 — marker (100bp); 1 -
Escherichia coli CAPM 6101, 2 - Escherichia coli @M 6104, 3 - Escherichia coli
CAPM 6114, 4 - Salmonella enterica CAPM 5439, JlmBnella enterica CAPM
5967, 6 - Salmonella enterica CAPM 6324, 7 - Erlacter aerogenes CAPM 5634, 8
- Klebsiella pneumoniae CAPM 6241, 9 - Pseudomaeasginosa CAPM 5707, 10 -
Pseudomonas aeruginosa CAPM 5718, 11 - Pseudonamraginosa CAPM 5712,
12 - Yersinia enterocolitica CAMP 6154, 13 - Yeesiruckeri CAPM 6095, 14 -
Escherichia coli DEPE 64, 15 - Escherichia coli DEP9.

7.1.2. Navrh a testovani sad primefi vhodnych k detekci genuadiA

Navrh primeni vhodnych k detekci genu adiA

Nekteré enterobakterie, jako rapEscherichia coli, Salmonella, Yersinia
pestis, nebo Pseudomonasp. maji také dalSi formy arginin dekarboxylazy
(Kieboom and Abee, 2006; Lee et al., 2006; Sher Muallette, 1954).
Porovnanim jejich sekvenci vSak nebyla nalezena&gdobnost mezi geny
adiA enterobakterii a geny ozfavanymi Idc, IdcA ¢i adi, které koduji
(predpokladanou) arginin dekarboxylazu (c&manou jako Orn/Lys/Arg
decarboxylase family protein) Bseudomonasp. Bylo tedy nezbytné vytvib
dveé rozdilné sady primérpro detekcidchto gei.

Bylo porovnano 10 sekvenci geadiA pro ti kmenyEscherichia coli ¢tyfi
kmeny Salmonella a i kmeny Yersinia pestis Porovnani sekvenci,
konzervované sekvence a vyZeai oblasti vhodnych pro navrh primeatinasi
obrazeks. 7.9.
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Tabulka 7.2 Bakterialni kmeny pouzité v dizeniapraci, vysledky HPLC a TD-PCR s pouzitim novychmer. Cilové

geny byly detekovany sety printenvedenymi v filoze B.

Bakteralni k meny a zdroje

Vysledky TD-PCR

Obsah biogennich ami@ (mg/l) *

| adifl - agmatin putrescin
SpeA | Adi gc |SPeB | AQUA speq Speh o din . | 24 hodin | 12 hodin 24 hodin

Escherichia colCCM 3954 + + - + - + + 2,06 £0,12( 0,95+0,04, 4,62+0,11|24,65+0,83
Escherichia collCAPM 6101 + + - + - + + 561+£0,28| 2,33+£0,03 19,44 +0,85 930t 4,77
Escherichia colCAPM 6104 + + - + - + + 4,04+0,07| 1,31+0,03 20,70+®,6(95,35+1,02
Escherichia colCAPM 6114 + + - + - + + 3,19+0,22( 2,03+0,04 119,50%04, 270,95 £6,70
Escherichia colDEPE 64 + + - + - + + 586+0,13| 2,40+0,10 22,16 £20,6 (145,33 £4,95
Escherichia colDEPE 99 + + - + - + + 6,84 +£+0,08| 2,32+0,10 11,28+9,1]92,85+1,91
Salmonella enteric€APM 4420 + + - + - + + 3,65+0,01| 0,68+0,03 23,98+®»,1(442,03+1,48
Salmonella enteric€APM 5439 + + - + - + + 291+0,16| 1,22+0,04 22,77 +9,5|64,49+1,19
Salmonella enteric€ APM 5967 + + - + - + + 505+0,21| 2,79+0,03 8,44+0,20(22,14+0,96
Salmonella enteric€APM 6324 + + - + - + + 1,14 +0,07| 0,65%+0,03 2599+8,4|3582+1,17
Enterobacter aerogend3APM 5634 |+ - - + - + + 3,76 £0,17| 1,11 +0,08 134,94 &8, | 332,06 £ 3,78
Enterobacter aerogengsCM 2531 |+ - - + - + + 10,28 £0,834,03 + 0,25 | 32,82 +0,19 218,78 + 7,2
Citrobacter freundiiCCM 7187 + - - + - + + 147+0,01( 0,89+0,01 2,15+0,08(39,36+1,13
Proteus mirabilisCCM 7188 + - - + - + + 13,95+£0,71 2,60+0,06 122,2041,|236,63 6,97
Proteus vulgariDEPE 18 + - - + - + + 3,27+0,06| 1,22+0,04 21,86+2,1(228,01+7,60
Serratia marcescernSCM 303 + - - + - + + 3,61+0,06| 1,33+0,04 31,750,084 267,66 + 6,98
Serratia marcescerBEPE 3 + - - + - + + 3,66+005| 1,12+0,03 21,31+9,0(74,85%1,53
Serratia marcescerBEPE 4 + - - + - + + 401+£0,13( 169+0,12 2151+9,2(7530+1,19
Pantoeasp,DEPE 52 + - - + - + + 427+0,14| 2,02+0,13 23,60+0,74 75,54 + 3,03
Klebsiella pneumonia€APM 6241 |+ - - + - + - 283+£0,19| 1,48+0,12 12,56xD,2(31,82+1,82
Klebsiellasp,DEPE 98 + - - + - + - 521+0,26| 2,32+0,08 13,15%0,7§15,39+0,78

a1
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Pokraovani tabulky 7.2

Klebsiella oxytoc&CCM 2934 + - - - + - 196+0,07( 1,08+0,01 9,76+0,17 (215,41+7,53
Pseudomonas aerugino€LM 3955 |+ - + + + - 1,46 £0,04| 1,20+0,06 15,54 #3, |39,01+0,79
Pseudomonas fluoresce@EM 2798 |+ - + + + - 1,29+0,04| 0,72+0,01 5,26+D,4 |28,45+1,47
Pseudomonas aerugino€APM 5707 + - + + + - 265+0,11 1,21+0,03 17,593®, | 25,66+1,00
Pseudomonas aerugino€APM 5718 + - + + + - 251+0,05( 1,42+0,03 4,82+0,07 [27,09%0,22
Pseudomonas aerugino€APM 5712 | + - + + + - 3,19+0,06( 2,53+0,08 9,01+0,25 |46,15+1,85
Yersinia enterocolitic€CM 7204 + - - + + + 449+0,17| 1,28+0,04 12,45+0,4(44,45%0,30
Yersinia enterocolitic€AMP 6154 |+ - - + + + 290+£0,13( 1,07+0,08 17,59+3,0|30,80+1,20
Yersinia ruckeriCAPM 6095 + - - + + + 3,562+0,06| 1,69+0,21 11,55+0,5|32,14+0,50
Yersinia enterocolitic® EPE 88 + - - + + + 4,27 +0,14| 3,18+0,17 9,78+0,05 (145,51 +£4,48
Pectobacterium carotovoru®@CM 1, |, | + |+ |- |238+008| 1,20+0,01 13,951 |50,13+2,42

1008

* pouzit primér £ smerodatna odchylka (n = 12).
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a0l Salmonaliz_enterica_sWbsp_enderica_serovar_ Enteriticis_str_PI251094-2271 Hat a

o o t 1 C
aorSaimonelia_enterica_subsn_enferica_serovar Tinhii-2268 ata 0 0 t 1 C
aoiid, Salmoneslia_enterica_subsp_enlerica_senaoval Heldelberg-2271 aca 0 0 C C C
aid, Salmonelia_enterica_suhsn_enterica_ser_Duwhlin A-2271 aca 0 0 C C C
adid, Eacherichia_coll K-12_substs MG TI63549-2268 ata o o C C C
aoiid, Eschetichia_cofl_ Q757 HY __ Sakakt-22771 aca 0 0 C C C
aoiidl, Eschetichia_cofl SM5-3-5_A-2207 Tttt t C t C 1
aoidl Yersinia_pestis COR259-2207 Tttt t C t C 1
adi Yersinia_pestis biowvar microtls ST001A-22307 ttt t C t C 1
adidl, versinia_pestis_Anbiguadid-2207 1ttt t C 1 C 1

Consensus

TATATGGTGCCAAGCCGTAACCGCTACGGCAT

.
—

aoi Safmonelia_enterica_subsn_enterica_serovar Ententiclis_ sty P12570959-2271
adiSaimonslia_ehterica subsp,_ anferics serovar Tnhif-2268

adid, Saimoneliz_enterica_subsp_enferica_senvoval HeldelbergT-2271
aoiid, Saimonella_enterica_subsp_enterica_ser_ Dubin A-22771

aoidl, Escherichia_coll_g-12 subst MET65547-2 268

adif, Escherichia_coll QI37HY_ Sakall-2271

Adid, Escherichig_coll S\5-3-0 A-2207

aoiidl, Yearsinig_pestis CO8924-2207

aoii Yersinia_pestis Hiovar_microtues S990094-2307F

adid, Yeraima_pestis Antiquad-2207
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Consensus

ACAAGAGGTGATCCACGAAGLGGTTGATTTCE

Obr. 7.9: Porovnani sekvenci genu adiA u 10 gramnegativnadtiebii s vyznéenim konzervovanych sekven@@ryeny rameek)

pouzitych pro navrh primé@radiA3F (hornicast) a adi3R (spodnrfast).
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Porovnané sekvence byly vlozeny do programu GeheRls ktery na
zaklad vlozenych parameir vygeneroval &kolik sad primek; 15
obdobr jako primery navrzené pro detekci gespeA,testovano algoritmem
PrimerBlast. Na zakladtohoto testovani (nalezeni pouzeéekavanych PCR
produkti u vSech sledovanych skupin mikroorganignpak byly ti sady
objednany pro laboratorni testovanieled navrZzenych sad prinderjejich
sekvenci a velikosti produkprinasi tabulka. 7.3.

Tabulka 7.3 Seznam primiernavrzenych pro detekci genadiA, jejich
nukleotidové sekvence a velkosti PCR produkt

Velikost

Kodujici primer Antikodujici primer produktu
(bp)
adiAl | TACCKCCGASTTTATCGC |CCRATAATGCCRTAGCGG 498
adiA2 | AGATACCKCCGASTTTATCG | AAACGKGCATAGSCGTAC 717
adiA3 | TKCCAASCCGYAACCG AACMGCTTCRTCRATCAC 548

PCR se sadami primérpro detekci genu adiA

Postupg byly testovany vSechnyitsady objednanych primeém to zejména
s DNA Escherichia coli salmonel a yersinii. Obrazek 7.10 prezentuje sady
primeri adiAl a adiA2, které se ukazaly byt nevhodnymvniPsada u &sSiny
DNA nedetekovala gerndiA; druha sada primérzase amplifikovala mnozstvi
nespecifickych produlit a aekavany produkt o velikosti 717 bp byl
amplifikovan jen u dvou DNA a to pouze v mal&ei

Na obrazkie. 7.11 je prezentovano tsmeé pouziti sady primérdiA3, ktera
detekovala fitomnost genwadiA u vSech testovanych salmoneEscherichia
coli. U zo6n¢. 6 a 8 je patrny pouze naznak produktu, niciméramplifikaci
produktu doSlo a reakci Ize povazovat za poziti8dada primar adiA3 byla
nasledg testovana se vSenitscherichia colia salmonelami a u vSech
bakteridlnich DNA byla PCR reakce pozitivni (vibtigkac. 7.2).
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1000 bp

717 bp
500 bp = ' U

100 bp 1

Obr. 7.10: Touch-down PCR se sadami primeradiAlF/adiA1R (vlevo) a
adiA2F/adiA2R (vpravo); 1 — marker (100bp); ZEscherichia coli DEPE 64, 3 -
Salmonella enterica CAPM 5439, £scherichia coli CAPM 6104, 5 - Escherichia coli
CAPM 6114, 6 - Salmonella enterica CAPM 5439, 7akm®nella enterica CAPM
5967, 8 - Salmonella enterica CAPM 6324, 9 - slemrek — DNA nahrazena vodou

Obr. 7.11 Touch-down PCR se sadou primediA3F/adiA3R; 1 — marker (100bp);
2 - Escherichia coli CAPM 6101, 2 - Escherichiaic®@APM 6104, 3 - Escherichia
coli CAPM 6114, 4 - Salmonella enterica CAPM 5489,Salmonella enterica CAPM
5967, 6 - Salmonella enterica CAPM 6324, 7 - Esch&a coli DEPE 64, 8-
Escherichia coli DEPE 99, 9 - slepy vzorek — DNArazena vodou
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7.1.3. Navrh a testovani sad primefi vhodnych k detekci genu
kodujiciho piredpokladanou arginin dekarboxylazu u
Pseudomonasp.

Navrh primeni vhodnych k detekci genu kodujiciho irgdpokladanou
arginin dekarboxyldzu u Pseudomonas sp.

Pro navrh specifické sady prineuréené k detekci jf@dpokladané arginin
dekarboxylazy vyskytujici se u bakterii ro@seudomonadylo z GeneBank
vybrano sedm nukleotidovych sekvenci (vidlgha A), které byly ozngeny
jako adi, Idc, putative arn/arg/lys decarboxylase aj. Sekvencg pgkovnany
pomoci algoritmu ClustalW a porovnané sekvence byigualizovany
programem Jalview. Nebyly nalezeny Zadné odlehkvesee, naopak byl
zjisten vysoky stupg homologie mezié&mito sekvencemi (obrazek 7.12).
Soubor sekvenci byl tedy pouzit pro navrh primprogramem GeneFisher2.
Program vygenerovaléholik sad primeii, z nichZ prvnich deset (s nejvysSim
indexem kvality) bylo teoreticky testovano algomm PrimerBlast. U Sesti sad
primera byly pii teoretickém testovani ziskanyekavané vysledky (pouze
produkty @ekavané velikosti u vSeclPseudomonassp). Tabulka ¢. 7.4
poskytuje pehled &chto primet, jejich nukleotidovych sekvenci a velikosti
oc¢ekavanych prodult

Tabulka 7.4 Seznam primienavrzenych pro detekci geadi/ldc, jejich
nukleotidové sekvence a velikosti PCR produkt

Velikost

Kodujici primer Antikodujici primer produktu
(bp)
adil | 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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aoc, Pseldomaongs_fidorescens pf Q01A1-2206 tcoc
Foc, Paeldomongs_fivorescens S8W2S7-2256 cot
Ao, Pseldomongs_geriginosg P4 -2 206 cgo
aoc, Psaldomaongs_ gerigihoss UCEPP-PATLT-2256 80t g
Foc, Paeldomongs_geriginosa_ PADTA-2256 gt
Ao, Pseldomongs_geriginoss L ESBIGT-2 206 otog
aoc, Pseldomaongs_fivorescens PELAT-2256 ot

Consensus
CETGECECGCTTOAACGAAGCCTTCATGATGCACATCTCGACC

aoc, Psaudomonas_fluorescens of 1A-2256

o, Psaudomonas_fluorescens SBWESA-2206

ol Psgldormonas_aetliginnss PAAA-2206

gofc, Psaldomonas_aetuginoss UCBPR-PAT44-2 256
o, Psaudomonas_geruginosa PACQTA-2256

aoc, Psaudomonas_geriginass LESBIST-2256

o, Pseudomonas_fluorescens PESA-2206

o D 1 i o 0 -

Consensus

TCGATGGGCATCACCAAGGGCAAGTGGAGCACCCTGGETE!

Obr. 7.12:Porovnani sekvenci genu pro prapddobnou arginin dekarboxylazu u sedmi bakteriiur@eudomonas s vyzieaim

konzervovanych sekvenéefveny rameéek) pouzitych pro navrh primgadi5F (horni¢ast) a adi5R (spodriast).
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PCR se sadami primérmro detekci genu kodujicihoidpokladanou

arginin dekarboxyldzu u Pseudomonas sp.

Laboratornim testovanim bylo nejlepSich vysieddosazeno se sadou
primeri oznaenou adi5; PCR reakce ostatnich sad prinpgodukovaly velké
mnoZstvi nespecifickych produkinebo nedetekovaly sledovany gen u vSech
testovanychPseudomonasp. (data nejsou uvedeng§ada primar adi5SF/adi5R
amplifikovala produkt o velikosti 489 bp (fragmerdenu koédujiciho
piedpokladanou  Orn/Lys/Arg dekarboxylazu) u vSech totesych
Pseudomonassp. Na obrazku¢. 7.13 je elektroforegram produktPCR
ziskanych  pomoci touch-down PCR s pouzitim primeadi5f/adi5R.
Na obrazcich je vigt, Ze produkty jsou ziskavany pouze fit@mnosti
templatové DNA vyizolované z bakterii rofRseudomonadNa obrazkw. 7.14
bylo v prvni ¢asti pouzito primar adc5 pro detekci genapeA (kodujiciho
biosyntetickou arginin dekarboxylazu) a ve drghéti primet adi5 pro detekci
genu koédujiciho druhy typ dekarboxylazy idgpokladand arn/arg/lys
dekarboxylaza).

O3 145015 1

Obr. 7.13:Touch-down PCR se sadou primedi5F/adi5R; 1 — marker (100bp); 2 -
Escherichia coli CCM 3954, 3 -Enterobacter aerogen€CM 2531, 4 - Serratia
marcescens CCM 303, 5 - Salmonella enterica CAPRDA& - Proteus mirabilis
CCM 7188, 7- Klebsiella oxytoca CCM 2934, 8 - (iaoter freundii CCM 7187, 9 -
Pectobacterium carotovorum CCM 1008, 10 - Yersamgerocolitica CCM 7204, 11 -
Escherichia coli CAPM 6114, 12 - Pseudomonas aeaga CCM 3955, 13 -
Pseudomonas fluorescens CCM 2798, 14 - Pseudona@naginosa CAPM 5707, 15
- Pseudomonas aeruginosa CAPM 5712, 16 - slepgkzoDNA nahrazena vodou.
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8 10 11 12 13 1;

100 n

Obr. 7.14: Touch-down PCR se sadami primeadc5F/adc5R (drdhy 2 — 8) a
adi5F/adi5R (drahy 9 — 13); 1 — marker (100bp); Escherichia coli CCM 3954, 3 -

Enterobacter aerogenes CCM 2531, 4 - Serratia naress CCM 303, 5 - Salmonella
enterica CAPM 4420, 6 - Proteus mirabilis CCM 7188 ,Klebsiella oxytoca CCM

2934, 8 - Citrobacter freundii CCM 7187, 9 - Pseommas aeruginosa CCM 3955,
10 - Pseudomonas fluorescens CCM 2798, 11 - Pseartsnaeruginosa CAPM

5707, 12 - Pseudomonas aeruginosa CAPM 5712, 13euddmonas aeruginosa
CAPM 5718, 14 - slepy vzorek — DNA nahrazena vodou.

Sada primar adi5 byla testovana se vSemseudomonasp. a u vSech
bakteridlnich DNA byla PCR reakce pozitivni (vibtitkac. 7.2).

7.1.4. Navrh a testovani sad primefi vhodnych k detekci genuspeB

Navrh primeni vhodnych k detekci genu speB

Agmatinaza je mezi enterobakteriemi Siroce i@8i enzym. Pro navrh sady
primeri urcenych k detekci genapeBkddujiciho agmatinazbylo porovnano
sedmnact nukleotidovych sekvenci gapeBziskanych z GeneBank @znych
enetrobakterii (viz flloha A). Sekvence byly porovnany algoritmem Cli¥sta
vizualizovany programem Jalview (obrazé&k7.15). Nebyly shledany odlehlé
sekvence. Soubor sekvenci byl tedy viozen do progr&eneFisher2 a dle
zadanych kriterii program navrhkkolik pami primeri. Z nich bylo vybrano
deset primar s nejvysSim stugm kvality a tyto primery byly podrobeny
teoretickému testovani nastrojem PrimerBlast. Nidaz& dobrych vysledi
z teoretického testovani pak bylo syntetizovawb gami primeri, které byly
naslede laboratorg testovany. Rehled &chto primed, jejich sekvenci a
velikosti produkii prezentuje tabulk& 7.5.
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spel Saimonella_enterica_subsp_enterica_serovar Ententicis str_ PT2510:
spel Saimonella_enterica_subsp_enterica_serovar_FParabwhl A sl ATCC
speB, Shigeila fiexnan 5 st 84044-921

speB, Shigella flexner 2a str_ 2457 TA-921

speBShigelia_sonnel Ss0460-921

speB, Facherichla_coil_ sty F-12_substr _WGT6557-921

spel Escherichia_coli 081 EDfa~-924

spel, Escherichia_coll_ Q157 HF_EDLS23534-921

spel, Citrobacter_koserl ATCC BAA-89541-921

speB, kiabsieliz_pneumoniae WTUH-E20444-924

speB, kishsieliz_prneumonias_ sWibsp_phemoniae MGH 7Fa80784-924
speB, Kishaiella_prelmonias S42:40-821

speB, Entarobactay_sp_ B3G1-8927

spel Emerobacter_sakazakll ATCC BAA-8941-921

spel, Serratia_proteamaciians DESA-921

speB Envinia_tasmaniensis EHART-924

speB, Profeus mirabilis HI422040-921
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Consensus

GTGAGCGTCTGAACGTCGTGGACTGCGGCGATCTGGTA

spel Salmonelila_enterica_subsp_enterica_serovar Enteritichs str_ PT25109
sped Saimoneila_enterica_subsp_enterica_serovar FParatvohl A sty ATCC
spel Shigelia_fiexnerl 5 str_ 8401/1-921

spef Shigelia_fiexnerl_2a st 2457TA-921

spelShigella sonnel Ss0460-927

spel Escherichia_coll sk K-12_subsh_MZ18559-921

spel Escherichia_coll O8T_ED{Ta7-927

spel Escherichla_coll 0TS0 H7_EQIQ334-927

sped Citrabacter_kosen ATCC BAA-8957-921

sped Kighsiella_phelwmoniae NTUH-K204447-92 1

sped Kiehsiella_phewmoniae_subsp_pheumoniae WGH F83787-927

sped Kiehsiella pnewmoniae 3424-921

spel Enterobactar_sp, B387-924

SRR Enferohacter_ saiiarakll ATCC BAA-G944-921

spel Serratia_proteamaciians SBET-521

sped Eminia_tasmaniensla EHART-924

sped Profeus milrabiils HI432000-921

R = I R I e R = T T T T o T o i
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Consensus

ACAACGGCTTTACCGTGCTGGACGCCTGCC

Obr. 7.15: Porovnani sekvenci génspeB u 17 enterobakterii s vyzZaaim
konzervovanych sekvenafefveny rameéek) pouzitych pro navrh primeragm4F
(hornicast) a agm4R (spodrast).

Tabulka 7.5 Seznam primiermnavrzenych pro detekci genspeB jejich
nukleotidové sekvence a velikosti PCR produkt

Velikost
Koduijici primer Antikodujici primer produktu
(bp)

agml | CTGAACGTCGTGGACTGCG GCGCGATCGGAGGTCAGGC 518

agm2 | TGGTTTCCAAYGCCTTTGG TCGCCYTTYTTCGCCGCQG 883

agm3 | CTGAACGTCGTGGACTGCG(G CRATCTGTTTCACCTGGGC( 412

agm4 | TGAACGTCGTGGACTGCGG| GCRTCCAGCACGGTAAAGC 355

agm5 GGTTTCCAAYGCCTTTGG GCGCGATCGGAGGTCAG( 729

U
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PCR se sadami primérpro detekci genu speB

Laboratornim testovanim bylo nejlepSich vysleddosazeno se sadou
primem ozna&enou agm4F/agm4R, ostatni sady primeeposkytovaly produkt
otekdvané velikosti u vSech testovanych bakteridlnidA (viz obradzek
¢. 7.16). Z obrazk«. 7.16, ktery zobrazuje elektroforegramy testou#insad
primen je Z'ejmé, Ze tyto sady prim&nebyly vhodné pro dalSi testovani.

agm2F/agm2R

123 4567891011121 agm3F/agm3R

- 833bp 1000 bp

agmlF/agml1R 500& —_—
123 4567891011121

412b

2 3 4 5 6 7 8 90 11 12 1
518 bp

Obr. 7.16 Touch-down PCR s primery agmlF/agmlR, agm2F/agm2R
a agm3F/agm3R (sady primemuvedeny fimo v obrazcich); 1 — marker (100bp),
DNA: 2 - Enterobacter aerogen€APM 5634 3 - Escherichia coli CAPM 6101, 4 -
Escherichia coli CAPM 6104, 5 - Escherichia coCAPM 6114, 6 - Klebsiella
pneumoniae CAPM 6241M, 7 - Pseudomonas aerugir@8®M 5707, 8 —
Pseudomonas aeruginosa CAPM 5718, 9 - Salmonelieriema CAPM 5439, 10 -
Salmonella enterica CAPM 5967, 11 - Salmonellacecea CAPM 6324, 12 -
Citrobacter freundii CCM 7187, 13 - slepy vzoreRNA nahrazena vodou.

Pouze pomoci sady primieragm4F/agm4R byl u vSech testovanych
enterobakterii amplifikovan produkt o velikosti 389 (fragment genspeB
kodujiciho enzym agmatindzu). Z obradzku 7.17 je tejmé, Ze produkty
oc¢ekavané velikosti byly ziskdvany pouzerit@mnosti odpovidajici templatove
DNA. U zo6né¢. 7, 8, 13 a 14 nebyl ziskan produkt PCR, protobakierii rod
Pseudomonas Yersiniase genspeB nevyskytuje, fipadré (u bakterii rodu
Pseudomongs ma tento gen odliSnou nukleotidovou sekvenci. l¥dém
k tomu, Ze bakterie roduPseudomonasjsou znamy tim, Ze tuto drahu
nevyuzivaji a jsou nositeli agmatin deiminazovéglrdnebyly primery k detekci
genmi podobnych genuwspeB (oznaeny nap. speBl apod.) u této skupiny
mikroorganizni zahrnuty k testovani v této praci.

Pomoci sady priméragm4F/agm4R byl agpre amplifikovan PCR produkt
355 bp vnitni fragment genuspeB u vSech testovanych enterobakterii
(viz tabulka ¢. 7.2). Sada primér agm4F/agm4R  nevykazovala tvorbu
nespecifickych produlit Ize tedy tuto sadu primierpovazovat za univerzalni
sadu primel uréenou k detekci genspeBpro enterobakterie.
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Obr. 7.17:Touch-down PCR se sadou primmeaagm4F/agm4R; 1 — marker (100bp),
DNA: 2 - Enterobacter aerogen€APM 5634 3 - Escherichia coli CAPM 6101, 4 -
Escherichia coli CAPM 6104, 5 - Escherichia coCAPM 6114, 6 - Klebsiella

pneumoniae CAPM 6241M, 7 - Pseudomonas aerugir©@a®M 5707, 8 —

Pseudomonas aeruginosa CAPM 5718, 9 - Salmonelieriema CAPM 5439, 10 -

Salmonella enterica CAPM 5967, 11 - Salmonellaececea CAPM 6324, 12 -

Citrobacter freundii CCM 7187, 13 - Yersinia entesbtica CAPM 6154, 14 -

Yersinia ruckeri CAPM 6095,15 — slepy vzorek — DidArazena vodou.

7.1.5. Navrh a testovani sad primeii vhodnych k detekci genuaguA

Navrh prime#: vhodnych k detekci genu aguA

Agmatin deiminazova draha byla popsana u baktemii Pseudomonas
a Yersinia Pro vytvdeni geno¥ specifickych primear bylo porovnanoitnact
dostupnych sekvenci genaguA ziskanych z GeneBank (viziilpha A).
Sekvence byly porovnany algoritmem ClustalW a poemé sekvence byly
vizualizovany programem Jalview. Nebyly ziSy Zadné odlehlé sekvence
a analyzou bylo zjigho rékolik konzervovanych domén vhodnych pro navrh
primeri (obradzek ¢. 7.18). Soubor sekvenci byl tedy pouzit v programu
GeneFisher2 pro navrh novych sad primer

Z vygenerovanych sad bylo patnhact sad teoreticlsfov@no algoritmem
PrimerBlast. Testovani ukazalo, Ze pouze Sest sagkypuje @ekavané
vysledky (v genovych databazich nalezen prodakkavané velikosti u vSech
cilovych skupin bakterii). dhto Sest pdir primefi bylo syntetizovano pro
laboratorni testovani. Tabulka 7.6 prezentuje sekvence priraravrzenych
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pro detekci genwaguA a velikosti éekavanych produlit Sekvence primér
AgDI4F, 5F a 6F jsou shodné, obdébsekvence primér AgDI1R-4R jsou
totozne, tabulka. 7.6 uvadi kombinacei¢hto primefi navrzené programem
GeneFisher2.

Tabulka 7.6 Primery navrzené pro detekci gaguA jejich nukleotidove
sekvence aiedpokladané velikosti PCR prodikt

Velikost

Koduijici primer Antikodujici primer produktu
(bp)
AgDI1| AAYGCMTGGGGCGGC RTAMAGCGGGCCGGG 485
AgDI2 | YGAYGGCGAAGGCAC RTAMAGCGGGCCGGG 343
AgDI3| CAGYGACGAYGCCTGG RTAMAGCGGGCCGGG 570
AgDl4 | ATGCCYGCMGAATGGG RTAMAGCGGGCCGGG 789
AgDI5 | ATGCCYGCMGAATGGG TCARRTGYGGGTTGCG 515
AgDI6 | ATGCCYGCMGAATGGG SGTGCCTTCGCCRTC 453

PCR se sadami primdrpro detekci genu AguA

Pri laboratornim testovani se jako nejvh&@n ukazala kombinace printer
AgDI4F a AgDI6R. Ostatni kombinace priniemeposkytovaly u vSech
testovanych bakterialnich DNA produkt ¢akkavané velikosti, ijpadre
poskytovaly velké mnozstvi nespecifickych produfdbrazelke. 7.19). Pouze se
sadou AgDI4F/AgDI6R byl obdrzen produkt o spravnélikosti u vSech
Pseudomonasp. iYersiniasp. (viz tabulk&. 7.2).
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agud, Paguciomonas_fluarescens PO-1A-1107
Foud Pseudomonas_fluorescens SBW235-1107
agud, Paseycomaonas_fluorescens PEAT-T107

agud, Passuciomonas_aetuginosas UCBPR-PATLA-1107

aaud Pseudomaonasa_geruginoss_ PADIA-1107
oA, Psaydomongs_ gefuginosg LESBIGT-T1107
agud, Pasuciomaonas_aetuginosa PALA-T107

agud, Pectabacterivm_carotovorm_ subsn carotovorim PCTAT t
FouA Epsinia_carofovora_subso_ahtoseptica SCRMTOL3T-T107

agud, Yersinla_pestis CO929-1116

agud, Yersinia_pestis Dlovar Microtus sty 91007A-1116 1

aaud Yerainia_ pestis Pestoides FI-1116

aoud, Pseudomanaa_fluarescens Pfi-1A-1107
aoud, Pseudomaonas_fluorescens SBR2S5-1107
aoud, Pseydomaonas_fuorescens PESA-1107

g, Pseldomonas_getlginoss UDCABPP-PATEA-1107

U, Pasaldomonas getlginoss PADTA-1107

oA, Pseudomonas_ gerlginoss LESBIGT-1107

aoud, Pseudomonas_ gerlginoss PA FA-1107

aoud, Pectabacterium_carofovorm_subsp carotovorim PCTAD
aoud, Ervinia_carotovora subso_atrosephica SCRMTOL259-11070

aoud,_ Yetainia_pestis COW29-1116

aoud Yersinia_pestis biovar Microtus sty 910005-1116 r

aoud Yersiniag_pestis Pestolides FT-1116

Obr. 7.18: Porovnani sekvenci ggraguA u 13 bakterialnich kmérs vyznédenim konzervovanych sekvenégryeny rameéek)

. 1DD
aaccoagace
gacccagact
gacccaggce
cgadcagace
cgadcagace
cgagcagact
cgadcagace
tgatgeccgta
tgatogccgto
gaatgcogota
gaatgcogota
dqdatogcdata

GG ]
[ G G T

O 9y Q) o= 0 0 om0 0 o
| Lo T o B Lo o A AL AL " I L)

Consensus

TTTCT+CATGCCCGCCGAATGGGECACCGCAGGATCAGGCC
530 5410

C

—_ = e~ T 5 T T T

— — o o o+ 3 03 03 0 e 030D
I R R B T
— o o 3 Q) T f3 3 0D e

I T R Tl = T B R T

C

COnsensus

GATCCATGTCGATGGCGAAGGCACGCTGATCACCACCGAG

pouzitych pro navrh primérAgDI4F (hornicast) a AgDI6R (spodriast).
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A gDI1F/AgDI1R A gDI3F/AgDI1R

12345 678 9 1011 - -

123 4 5 6 738 91011

A gDI2F/AgDI1R A gDI4F/AgDI1R
12345678 9 101

1 2 3 45 6 7 8 9 10 12

Obr. 7.19 Touch-down PCR se sadami primiarrcenych k detekci genu AguA; sady
primeni jsou uvedenysfimo na obrazcich; 1 — marker (100bp), DNA: 2 - Evibacter
aerogenes CAPM 5634, 3 - Escherichia coli CAPM 6401Escherichia coli CAPM
6104, 5 - Escherichia coli CAPM 6114, 6 - Kledsigiheumoniae CAPM 6241M, 7 -
Pseudomonas aeruginosa CAPM 5707, 8 — Salmonetiriesm CAPM, 5439, 9 -
Pseudomonas aeruginosa CAPM 5718, 10 - Salmoeaterica CAPM 5967, 11 -
Salmonella enterica CAPM 6324, 12 - Yersinia ergeliica CAPM 6154

& d0- 11 12

Obr. 7.20:Touch-down PCR se sadou primae&gDI4F/AgDI6R; 1 — marker (100bp),
2 - Pseudomonas aerugino€&M 3955 3 - Pseudomonas fluoresceb6M 2798 4 -
Pectobacterium carotovorunCCM 1008 5 - Yersinia enterocoliticaCCM, 6 -
Pseudomonas aeruginosa CAPM 5707, 7 - Pseudomamnagiaosa CAPM 5712, 8 -
Pseudomonas aeruginosa CAPM 5718- Yersinia enterocolitica CAPM 6154, 10 -
Yersinia ruckeri CAPM 6095,11 - Yersinia entercoodi DEPE 88,12 — slepy vzorek
— DNA nahrazena vodou.
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8 @0 11 12 13 14 15 16

Obr. 7.21:Touch-down PCR se sadou prinagkgDI4F/AgDI6R; 1 — marker (100bp),
DNA: 2 - Enterobacter aerogenes CAPM 5634, 3 - Eschia coli CAPM 6101, 4 -

Klebsiella pneumoniae CAPM 6241, 5 - Pseudomonasgawsa CAPM 5707, 6 -
Pseudomonas aeruginosa CAPM 5718, 7 - Pseudomamnagiaosa CAPM 5722, 8 -
Salmonella enterica CAPM 5439, 9 - Yersinia enteliica CAPM 6154, 10 -

Yersinia ruckeri CAPM 6095, 11 - Serratia marcesc®EPE 3, 12 - Pantotea sp.
DEPE 52, 13 - Yersinia enterocolitica DEPE 88, 1Rreteus vulgaris DEPE 101, 15
- Pectobacterium carotovorum CCM 1008, 16 - slegyrek — DNA nahrazena vodou.

Z obrazki ¢. 7.20 a 7.21 je patrné, ze k amplifikaci 453 ggmentu genu
aguAdoslo vzdy pouze vifiomnosti DNA kmei Pseudomonasp, Yersinia
sp. aPectobacterium carotovoruma nedochazelo keszniku nespecifickych
produkt. Tuto sadu prim&rize tedy povazovat za univerzalni sadu primer
urcenou k detekci genaguApro tuto skupinu gramnegativnich bakterii.

7.1.6. Navrh a testovani sad primefi vhodnych k detekci genuspeC

Navrh primen: vhodnych k detekci genu speC

Ornitin dekarboxylaza je (z hlediska produkce padneu) jednim z nejvice
prostudovanych enzyima genodc (¢asto pouzivané ozdeni pro genyspeC
aspeB, ktery tuto dekarboxylazu koduje, tgké genempro ktery byly jiz dive
publikovany rekteré sady primér Nejprve tedy bylo fistoupeno k testovani
téchto sad primér. Jmenovié byly testovany tive publikované primery 3" 16°
(Marcobal et. al., 2005) a PUT1-F/PUT2-R (Mufioz at, 2004)
(viz tabulka ¢. 4.3), které se jevily jako nejvhoggi z hlediska $é
aplikovatelnosti (tyto primery byly jako jediné nmaeny i pro gramnegativni
bakterie).Vysledky vSak nebyly #iliS uspokojivé, viz obrazek. 7.22. PCR se
sadou primer 3/16° by ngla amplifikovat produkt o velikosti 1446 bp a se
sadou PUT1-F/PUT2-R produkt o velikosti 1440 bp n{haucena pro
Pseudomonassp.). U obou sad vSak dochazelo ke vzniku nespkgdh
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produkti a u rekterych templatovych DNA nedoSlo ke vznikdewavanych
produkti. Zadny z diive publikovanych primértedy nebyl vhodny pro detekci
odc genu u vSechidezitych skupin gramnegativnich mikroorganiznMetoda
nebyla dale optimalizovana a bylagtoupeno k navrhu vilastnich prinier

Cilem prace bylo navrhnout sadu univerzalnich priménodnou k detekci
genuspeCu gramnegativnich bakterii. Algoritmem ClustalWdoyporovnano
celkem 31 nukleotidovych sekvenci gespeC z niznych gramnegativnich
bakterii, vizualizace byla provedena v programwidal (obrazek¢. 7.23).
Porovnané sekvence byly vlioZzeny do programu GeheFdis ktery na zaklad
vlozenych parameirnavrhnul 3 sady primér(tabulka¢. 7.7), d¥ z nich jsou
navrzeny pro detekci gerspeCu vSech gramnegativnich baktertgtt sada je
zantiena na detekci tohoto genu u bakterii redeudomonas

Tabulka 7.7 Seznam primiernavrzenych pro detekci genspeG jejich

nukleotidové sekvence, velikosti PCR produkta cilovd skupina
mikroorganizni.
... . | Velikost :
e Antikoduijici Skupina
Kodujici primer ) produktu | . -
primer (bp) mikroorganizmi
SpeC1 CGACGCCGGT | AAACAGCGGAT 497 gramnegativni
P CTATCTGG AAAACGG bakterie
GCGACGCCG GCGTGCAGCA gramnegativni
SPeC2l GrrTATCTG TAAAGGC 410 bakterie
TTCGCCGAC AGGTAGAACG
SpeC3 AAGCAGG CCTTCAGC 1103 Pseudomonasp.
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9 10 11 12 13

Obr. 7.22: Touch-down PCR se sadami primdé?UT1-F/PUT2-R (horni polovina) a
3/16 (spodni polovina); 1 — marker (100bp); DNA: Bscherichia colCCM 3954 3 -
Enterobacter aerogene€CM 2531 4 - Serratia marcescer®CM 303 5 - Salmonella
enterica CAPM 4420, 6 - Proteus mirabiixCM 7188 7- Klebsiella oxytocaCCM
2934 8 - Citrobacter freundiCCM 7187 9 - Pseudomonas aeruginoS&M 3955 10 -
Pseudomonas fluoresce@EM 2798 11 - Pectobacterium carotovoru@CM 1008 12

- Yersinia enterocolitic€CM 7204 13 - slepy vzorek — DNA nahrazena vodou.
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spe’ Psaydomonas_ geriginosa PACTA-1142 aactiga
she’ Psaydomonas geriginosg UCBRPP-PATL NC 008462 {A-1aac t :g q
speC, Paandomonas_aeriginosa_PAT_NC_ 009856 171-1142 agle tigg
S0EC, Pseudomonas_fiuorescens_ PES_chromosome. NC_004129a0c tigg
SHeC, Pseudomonas_entomophiia_L48_chromosome_NC_00802iag: tigg
spaC, Paeldomaonas_fiuorescens PIO-{ N 007482 24-1142 agc tigy
spe Escherichia_coll sty K-12 MGE1635_ H0583 WM 0009732
spel, Escherichiz_coll BW2G32 NC Q12759 1A4-2114

soe Facherichia_coll_[AMHA-2114

speC Escharichia_coll Q197 HT_skr_EDLG33-2174

speC, Eacherichiaeoll APEC_O{A-2114

speC, Salmoneila_enterica_subsp_enterica_serovar_Typhi str_C
spe Salmonella_enterica_subsp_enterica serowvar Parafiahi A
spel Salmonella_ enterica_serovar Tiyphimuwrium str_LT2 A-2
spel Zalmonella_enterica_subsp_enlerica serovar Parabiohey-
soel Citrobacter_koserl ATCC BAA-G93 NC 009792 14-2114
speC, Citrobacter_rodentivim_ICCI68 NC_O3776.{/7-2114
speC, Enterobacter_cloacae SCF{_chromosome NC_ 074618 1/
speC, Kiebsielia_phelmoniae_so_pheumonize MGH FE5758/4-2
spe Kiebsielia_prneumoniae NTUH-K20444-2159
spel Kliebsialia_prnewmoniae 342 NC 011283 1A4-2117
spel Enferabacter clogeae subsp cloacas ATCC 130474-211
speC Enterobacter_sp_ 636 NT_ 005436 1/-2044
speC Enterobacter_sp_ 6386 NT_ 005436 1/-2044
speC, Serratia_proteamaciians SBE7-2141

spa’, Yarsinia_pestls COQ2A-2147

snel Yersinig_pestis COQ21-2141

she Yersinig_enterocoliica_swbsp_enferocolitica G051 NC_ 00
soe’ Pecltobacterivm_atrosepticum SCRIO434-2132
spaC, Pactobacterium_wasabias WPPIBS_NC_ 073421 1/4-2132
speC, Pectabacterium_carotovorir_subap_ carotovorim PCT_ N

Y

e = 0 = T Tl T BT e N T e P S e T N e I P B e B T B e I R R~ 1)

[~ e R T R e B~ P T~ T P R T N v B N BN~ R~ N o i T R o R P R P}
G - G = GGG G = = = = = = = A
(== == = R = = = = = = T D e R I B B = (=1 = ]

M 12 Q) e T3 O3 O3 0D 03 0D 3 O3 O3 O LD 3 0 0 03 O D W b b

Consensus

CGGLGAATAAAGTGGTGACCAACTGCC

speil Pseudomonas_aeriginoss PAOTA-1142 -
spel Pseudomonas_aetuginoss UCBPP-RPATL NC 008463 {41-1-
speC Psaudomaonas_aetiginoss PAT_NC_ 009636 {/-1142 -
speC Psaudomonas_fluorescens PES chromosome NC_ 004123 -
spel Pseudomonas_entomophilz L458 chromosome WS 00802-
spe, Pseudomonas_fluorescens PO-{_NC_ 007492 24-1142 -
speC Escharichia_coll_str_K-12 MGI655_bO0ESS_NC_ 000513
speC,_Escherichia_coli BW2952 NC 012758.0/1-2114

speil Fscherichia_coll LANA-2914

spelC Eacherichia_coll 0157 H7_atr_EDLS334-2174

speC Escharichigeolil APEC O1A4-2114

speC Saimoneiia_enterica_subsp_enterica_serovar_Typhi str_C
spel Salmonella_enterica_subsp_enterica_serovar Paralyphi A
spe’ Salmonelfa__enterica_serovar Typhimunium st _LT2 H-2
speC Saimoneila_anterica_subsp_entetica_serovar_Paralypingi-
speC Cilrobacter_koserl ATCC BAA-G95 NC_009702.0/1-2114
spel Cirobacter_rodentivm JCCI68 NMC 03716 1A4-2114
spe’ Enterabacter_clogeas SCF_chromosome WS 014615 14
speC Kisbsiella_pheudmoniae_sp_pheumonize M3H_7FE378/(-2
speC Kighsiella_pneumoniag NTUH-KZ04441-2159
spel kiebsielia_pneumonige 342 NC Q1263 1/10-2117
spe Enterabacter_cloacae_subsp_clogoae ATCC §30474-241
speC Enterobacter_sp_638_NC_000436 1/-2044
speC Enferobacter_sp_ 638 NC_000426.1/{-2044
spe Serratia_proteamaculans SEET-2141

spe’, Yersinia_pestls COS29-2141

speC, Yersinia_pestis COS2/4-2141

speC, Yersinia_enferocoliica_subap,_enterocoltica_ 8081_NC_00
spe, Pectobacterivm_atrosepticum SCRIT0434-2132
speC Pectobacterium_wasabiae_WPPIBE3 NMC 013421 §/1-2132
speC, Pectobacterivm_carolovorum_subsp_carolovorum_ PCT_N

DWW W W W W @ W W D D ok o -

(== = = O O T R T T e T R T R T R T P R T R T S P R P R S T P R o T

LW W oW W D @ W o @

Cansensus

TCGCCGCTGCTGUTGGAGCTGAACGA

Obr. 7.23: Porovnani sekvenci gérspeC u 31 bakteridlnich kmers vyznégenim
konzervovanych sekvencfefveny rameéek) pouzitych pro navrh primgrodclF
(hornicast) a odc1R (spoddast).
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PCR se sadami primérpro detekci genu speC

VSechny sady primérbyly laboratorg testovany siznymi templatovymi
DNA, sada odc2F/odc2R v PCR reakci amplifikovakgmenty genspeCjen
u rekterych gramnegativnich bakterii a amplifikovalk&anespecificky produkt
o velikosti cca 350 bp (obradzek. 7.24). PCR se sadou odclF/odclR
poskytovala ¢ekavany PCR produkt o velikosti 470 bp u vSechotestych
gramnegativnich bakterii (obrazeék7.25). Tato sada pak byla postégouZzita
v TD-PCR se vSemi testovanymi kmeny (viz tabuka.?2).

10 11 12 13 14 15

Obr. 7.24: Touch-down PCR se sadou primesdc2F/odc2R; 1 — marker (100bp),
DNA: 2 - Enterobacter aerogenes CAPM 5634, 3 - Edchia coli CAPM 6101, 4 -
Escherichia coli CAPM 6104, 5 - Escherichia coCAPM 6114, 6 - Klebsiella
pneumoniae CAPM 6241M, 7 - Pseudomonas aeruginoA®#MC 5707, 8 —

Pseudomonas aeruginosa CAPM 5718, 9 - Pseudoma@anagiaosaCAPM 5712, 10

- Salmonella enterica CAPM 5439, 11 - Salmonelléeeecas CAPM 5967, 12 -
Salmonella enterica CAPM 6324, 13 - Yersinia erdgeliica CAMP 6154, 14 -
Yersinia ruckeri CAPM 6095, 15 — slepy vzorek — DidArazena vodou.
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Obr. 7.25: Touch-down PCR se sadou primeydclF/odclR; 1 — marker (100bp);
DNA: 2 - Escherichia colCCM 3954 3 -Enterobacter aerogene<CM 2531 4 -
Serratia marcescen§€CM 303 5 - Salmonella enterica CAPM 4420, 6 - Proteus
mirabilis CCM 7188 7- Klebsiella oxytoc&CM 2934 8 - Citrobacter freundiCCM
7187, 9 - Pseudomonas aeruginoS&M 3955 10 - Pseudomonas fluoresceB&M
2798 11 - Pectobacterium carotovoru@CM 1008 12 - Yersinia enterocolitic&€CM
7204 13 - slepy vzorek — DNA nahrazena vodou.

7.1.7. Navrh a testovani sad primei pro detekci genuspeF

Navrh primen: vhodnych k detekci genu speF

Biodegradativni ornitin dekarboxyldaza kédovana gerspeF se vyskytuje
u mnoha rod gramnegativnich bakterii; uéwginy z nich je tato forma
ozna&ovana jako inducibilni forma ornitin dekarboxylaBro detekci genspeF
u gramnegativnich bakterii nebyla doposud navrZzguna sada primér byl
tedy zvolen stejny postup, jako vepchozich fipadech. Z genovych databazi
bylo vybrano 16 nukleotidovych sekvenci gespeFa porovnanim algoritmem
ClustalW po vizualizaci v programu Jalview bylo emdno #gkolik
konzervovanych domén vhodnych pro navrh konsenmialnprimefi
(viz obrazeké. 7.26). Rehled primelt navrzenych programem GeneFisher2
prinasi tabulka:. 7.8.
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FoeF Esoherqokia_coli_str H-12 WE1E55. A0893 WG Q0033 24-2123

oefF Ecohedokia_coli BW2952 AC 042759 44-2193

soefF Ecohedofia_coli_ O 40H_111284-2199

oef Eschenohia_coli_ O{S7HT st EOE9334-2199

FoeF Extermpacter ogeae  SCFIAM-2199

saeF Salmorella_erterdca_sudgo_enterca semuar Embentidizs st F1251059-2123
soeF Salrorella_erterdcasubgo entencd semuar Fwohkimodoes_ st L F24-2439
soeF Salrorella_erterdca_subgo_ entencad semuar FPagtyohki A she ATCS SE04-2939
saeF Salmonella_ertedca suhgo_ enterca semuar Twohki shr CT1EM-2083

goefF Gitmbgcter_ losed ATCC BAA-8954-2277

soeF, CGitmaacter modertier_(CC1ESM-2159

soeF Extermpacter clogoge sudso, clogege ATCE {304 74-2999

soeF Ertembacter sp. §357-2029

soeF Seralia ogmieasgoulans SE5-21r2

I - - - - T PR )
O M0 WD D A D A D 0 W W W
FEGCEGE T o

Consensus

TATCTGGAAACCECGCETAACCCGT

speF Escherichiz_coil str_ K-12 MET653_H0S32 NC Q00213 24-2193

speF Escherichiz_coll BW2052 NC O0F 2759 14-2199

speF Escherichia_coll OTI 1 H_T11284-2199

peF Escherichia_cofl Q157 K7 str_ EOLQ230-2799

speF Enferobactar_oacae SCFIA-2199

speF Saimonaila_enterica subsp_enterica serovar Enterticis str_ PT231094-2159
speF Saimonalla enterica subsp_enterica serovar Tvphimurinm sty LT2A4-2739
speF Saimoneaila enterica subsp_enferica serovar Paratyphi A str_ ATCC 91504 -
speF Saimonealla enterica subsp_enferica seravar Typhi st CT189-2069

spaF Citrobacter_koser ATCC BAA-3990-2277

spaF Citrobacter_rodentivm_ ICCT884-2198

spaF Enferobacter_ciogeae suhsp, clogege ATCC §30450-2799

[ — |

U D D N R

Consensus

CACGCCTCCACCAGCCCGTTCTATCCGCT

Obr. 7.26: Porovnani sekvenci gerspeF u 16 bakteridlnich kmers vyzndenim konservovanych sekvenégérg¢eny rameéek)
pouzitych pro navrh primérspeF1F (horniast) a speF1R (spoddast).
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Tabulka 7.8 Seznam primiernavrzenych pro detekci genspeF jejich
nukleotidové sekvence a velikosti PCR produkt

Velikost
Kodujici primer Antikédujici primer produktu

(bp)

speF1l| TGGAAACCGCRCGTAACC AGAAYGGGCTGGTGGAGG 472
speF2 TCGCCRCTGYTGCTG GGATAGAAYGGGCTGGTG 200
speF3| TCGCCRCTGYTGCTGG | AGAAYGGGCTGGTGGAGG 196
speF4 TCGCCRCTGYTGCTG GATAGAAYGGGCTGGTGG 199

PCR se sadami primérpro detekci genu speF

VSechny syntetizované primery byly testovany ¢katika kmeny
gramnegativnich bakterii. PCR se sadami speF3 Rdspeamplifikovaly PCR
produkty @ekéavané velikosti; PCR se sadou priinepeF2 zase uékterych
kmeni amplifikovala fadu nespecifickych PCR prodik{obrazek¢. 7.27).
Jedinou sadou primé&r ktera v PCR amplifikovala pouze PCR produkt
oc¢ekavané velikosti, byla sada s ogmaim speF1l (obrazek 7.28), tato sada
v PCR amplifikovala vnini fragment genspeFo velikosti 472 bp u cilovych
skupin mikroorganizr (viz tabulka¢. 7.2).

Obr. 7.27: Touch-down PCR se sadou set prilnaspeF2F/speF2R; 1 — marker
(100bp); DNA: 2 - Escherichia coli CCM 3954, 3 -Bmbacter aerogenes CCM
2531, 4 - Serratia marcescens CCM 303, 5 - Salnhmregiterica CAPM 4420, 6 -

Proteus mirabilis CCM 7188, 7- Klebsiella oxytoc&@ 2934, 8 - Citrobacter

freundii CCM 7187, 9 - Pseudomonas aeruginosa C@853 10 - Pseudomonas
fluorescens CCM 2798, 11 - Pectobacterium carotornoiICCM 1008, 12 - Yersinia
enterocolitica CCM 7204, 13 - Yersinia ruckeri CABRIO5, 14 - slepy vzorek — DNA
nahrazena vodou.
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89 10 11 12 13

472 bp

Obr. 7.28: Touch-down PCR se sadou primespeF1F/speF; 1 — marker (100bp);
DNA: 2 - Escherichia coli CCM 3954, 3 - Enterobacéerogenes CCM 2531, 4 -
Serratia marcescens CCM 303, 5 - Salmonella erdeGAPM 4420, 6 - Proteus
mirabilis CCM 7188, 7- Klebsiella oxytoca CCM 2984 Citrobacter freundii CCM
7187, 9 - Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, 10 udéseonas fluorescens CCM
2798, 11 - Pectobacterium carotovorum CCM 1008; Y2rsinia enterocolitica CCM
7204, 13 - Serratia marcescens DEPE 4, 14 - slepyek — DNA nahrazena vodou.

7.1.8. Multiplex PCR a PCR s predchozi reverzni transkripci s novymi
sadami primeri

Teoretickym a nasledrin situ testovanim byly vybrany sady prinearéené
pro detekci kikovych geri zahrnutych v syntéze putrescinu u Siroké Skaly
gramnegativnich bakterii. Ucelenyepbled vybranych primér jejich sekvenci,
velikosti amplifikovanych produltt a identifikace polohy v cilovém genu
piinasi Riloha B.

Provedeni jednotlivych PCR reakci pro detekci poje#noho genu je
zdlouhavé a nové trendy smasto zamdruji na tzv. multiplex PCR, coz je
v podstat provedeni klasické PCR reakce s cilem detekovatibehu jedné
reakce vice cilovych génToho je docileno tak, ze remi sneés obsahuje vice
sad primei. VétSinou jsou tyto multiplex PCR prové&dy se 3 az 4 sadami
primeri, pricemz je dlezité navrhnout jejich kombinaci tak, aby velikost
amplifikovanych produkt byly rizné a aby anealingové teploty pririndoyly
podobné. V tét@asti je prezentovano celkem 7 sad qioavrzenych primer
urcenych k detekci geénkddujicich dilezité enzymy zahrnuté v metabolizmu
putrescinu u gramnegativnich bakterii. Pro &fi§tzda je mozné néwavrzené
primery pouzit také v multiplex PCR, byly testovamkteré kombinacesthto
primeri v multiplex PCR. Nejprve byly testovanyizné varianty dvou sad
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primemi — kombinace speF1F/speF1R; adc5F/adc5R a agm4&#Ragabrazek
¢. 7.29) a poté také kombinac# sad primek — kombinace adc5F/adc5R,
agm4F/agm4R, speFl1lF/speF1R a odclF/odclR v jedi® rEé@kci (obrazek
¢. 7.30). Ri vSech testech dochazelo pouze k amplifikaekavanych produlit

a nedochéazelo ke vzniku prodiikiespecifickych. No¥ navrzené primery tedy
lze pouzit v kombinaci s jinymi primery viznych multiplex PCR. Kombinace
vice sad primér nebyla testovana, protozekteré amplifikované produkty maji
podobnou velikost a nebyly byfip elektroforetickém &eni dostatené
separovany. ¥sina publikovanych multiplex PCR metod je ze sthmdivodu
zaloZzena na kombinadiitsad primek (Marcobal et al., 2005, De las Rivas et
al., 2005).

DalSim gistupem, ktery byl testovan, bylo provedeni PCRreslghozi
reverzni transkripci. V tomtofipact se jedna o detekci transkriptu cilového
genu, tedy detekci mRNA kodujici sekvenci tohotowgelimto gistupem lIze
detekovat nejen fffomnost genu, ale také to, zda je tento gen zgathan
podminek aktiv vyuzivan (fpepisovan). Tentoifstup je vhodné kombinovat
s metodou real-time PCR, ktera umoje kvantifiaci PCR produlit Moznost
kvantitativre sledovat pepis utitého genu ma velky potencial, a to zejména
v oblasti vyzkumu faktdr ovliviiujicich produkci putrescinu v potravinach.
Metodou real-time PCR feme nejen kvantifikovatifftomnost aminogennich
mikroorganizni kvantifikaci sledovanych gén (Fernandéz et al., 2006,
Nannelli et al., 2008), ale také sledovat, za jakgodminek vyuzivaji ditou
metabolickou drdhu vedouci ke kumulaci putresciiiyto pristupy byly
prozatim pouzity spiSe sporadicky a byvaji vyuzw@piSe pro vyzkum
organizace genomu. V oblasti vyzkumu metabolizmogénnich amiié byla
tato metoda vyuzita néilad u kvantifikace genové exprese getdc
u producent tyraminu (Torriani et al., 2008). Vyzkumy a metodyéto oblasti
jsou prozatim v pgatcich. Z hlediska problematiky vyzkumu metabolizmu
putrescinu je tentoffstup velmi perspektivni a ndwmavrzené primery maji
v této oblasti velky potencial pro nasledné vyzkumy

Pro testovani, byla vybrana sada pritnedc5 amplifikujici vnitni isek genu
speAo velikosti 282 bp. PCR ggdchozi reverzni transkripci byla dSpa
a byla prokadzanaiftomnost transkriptu genspeAu bakterieEscherichia coli
CCM 3954.

Tyto dilkki vysledky z multiplex PCR a PCR #eplchozi reverzni transkripci
potvrdily pfinos no¥ navrzenych primér pro dalSi vyzkum v oblasti produkce
putrescinu gramnegativnimi bakteriemi v potravinach
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Obr. 7.29 Multiplex PCR s kombinaci vice sad primarrcenych pro detekci gén
speF, speA a speB u gramnegativnich bakterii; larkem (100bp), 2 - Escherichia
coli CAMP 6114 s primery speFlF/speF1R; 3 - Klelksiexytoca CCM 2934 s
primery adc5F/adc5R; 4 - E. coli CAMP 6114 s primeagm4F/agm4R; 5 -
Pseudomonas aeruginosa CCM 2798 s kombinaci p#imadc5F/adc5R a
agm4F/agm4R; 6 - Pseudomonas fluorescens CCM 27R8mbinaci primer
adc5F/adcbR a agm4F/agm4R; 7- Serratia marcesPERE 4 s kombinaci primér
speF1F/speF1R a agm4F/agm4R; 8 - Klebsiella oxytG€&M 2934 s kombinaci
primern: speF1F/speF1R a agm4F/agm4R; 9 - Klebsiella pneieeocCAPM 6241 s
kombinaci primef adc5F/adcb5R a agm4F/agm4R; 10 - Klebsiella sp. EEB s
kombinaci primefl adc5F/adc5R, agm4 a speFl1lF/speF1R; 11 - KlebsieXgioca
CCM 2934 s primery adiA4 a speF1F/speFl1R; 12 - Merenterocolitica DEPE 88
adc5F/adc5hR a speF1F/speFl1R, 13 - slepy vzorek A imdthrazena vodou.
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Obr. 7.30 Multiplex PCR s kombinacfitsad primeii; detekce geihspeC, speF, speA
a speB u gramnegativnich bakterii; 1 - Escheriatodi CAMP 6114; 2 - Klebsiella
oxytoca CCM 2934; 3 -Pseudomonas aeruginosa CCN8;2¥9 Serratia marcescens
DEPE 4; M - marker (100bp); a - speA (282 bp); speB (355 bp); ¢ - speF (472 bp);
d — odc (470 bp)pouzité sady prinierl, 2 a 4 - adcbF/adc5R, agm4F/agm4R, a
speF1F/speF1R; 3 - adc5F/adc5R a odclF/odclR.

7.1.9. Sekvend&ni analyza

Pro potvrzeni, ze amplifikované produkty skukepochazi z cilovych gén
byly pro kazdou sadu primervybrany PCR produkty ziskané PCR reakci
s DNA ze 3-5 iiznych mikroorganizii.. PCR produkty byly purifikovany
(viz kapitola¢. 6.5, str. 43) a odeslany na sekvenaci. Vysle@h&ence byly
vizualizovany programem Sequence scanner a porgvredostupnymi
genovymi databazemi (GenBank) za pouziti nastrajel@btideBlast. Ukazka
a testovani ziskané sekveném@si obrazky. 7.31, 7.32 a 7.33.

Tl amplikony geid speA, adiA, adi, speB, aguA, spaG amplikori genu
speF ziskanych za pouziti ngvnavrzenych sad primérv TD-PCR byly
sekvenovany. Vysledky sekveaimh analyzy pinasi tabulka. 7.9.
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Tabulka 7.9 Vysledky sekvenace PCR produkt

gélr(])vy Set primeri Testovany mikroorganizmus Procento identity se zrmaou sekvenci
speA  |adcSF/adeSR - egcherichia coliCCM 3954 99%6peAE. coli083:H1 NRG 857C
. 99%speA Salmonella entericaubsp enterica
Salmonella enteric€APM 4420 serovar Dublin CT_02021853
, 91%speAKlebsiella pneumoniasubsp.
Klebsiella oxytoc&CLCM 2934 pneumoniae NTUH-K2044
adiA |adiASF/adiA3R | Egcherichia colCAPM 6101 99%adiAE. coliUM146
Escherichia coliCAPM 6114 99%adiAE. coli042
. 99%adiA Salmonella entericaubspenterica
Salmonella enteric@APM 5967 serovar Choleraesuis str. SC-B67
Idc, adi |adi5F/adi5R Pseudomonas aerugino§xCM 99 % putative Orn/Arg/Lys decarboxylase
3955 Pseudomonas aeruginoslCBPP-PA14
Pseudomonas aeruginoS:APM 99% probable Orn/Arg/Lys decarboxylase
5718 Pseudomonas aeruginoBa\7
Pseudomonas aeruginoSAPM 99% probable Orn/Arg/Lys decarboxylase
5712 Pseudomonas aeruginok&SB58
Escherichia colCCM 3954 98%speBE. coli SE15.
speB agm4F/agm4R Salmonella enteric€CM 4420 99%speBSalmonella TyphimuriutdK-1

Citrobacter freundiiCCM 7187

91%speBCitrobacter rodentiumCC168
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Pokraovani tabulky 7.9

aguA AgDI4F/AgDI6R g’;ggdomonas aerugino§M 99%aguAPseudomonas aeruginosESB58
5 — —
Yersinia enterocolitic€CM 7204 97 YoaguAYersinia enterocoliticaubsp.
palearctical05.5R
Egg;obacterlum carotovorumCM 91%aguAPectobacterium wasabia&PP163
speF speflF/speflR 99% ornithine decarboxylase, inducilie,coli

Escherichia colCCM 3954

ABU 83972

Enterobacter aerogen€3CM 2531

99% ornithine decarboxylageterobacter
aerogeneKCTC 2190

Salmonella enteric&APM 4420

99%speFSalmonella entericaubspenterica
serovar Typhimurium str. UK-1

Yersinia enterocolitic® CM 7204

99%speFYersinia enterocoliticaubsp.
enterocolitica8081

Serratia marcescerfSCM 303

99%speFEdwardsiella tardaFL6-60
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Obr. 7.32 Vysledek sekvenace produktu touch-down PCR ZAbkase sadou primgradi5F/adiSR u Salmonella enterica CAPM
5967. Ukazka vyhodnoceni kvality sekvence prograS8emmence Scanner.
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Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium str. UK-1 chromosome, complete ¢
Sequence ID: ref[MC 0165853.1] Length: 4317568 Humber of Matches: 2

Range 1: 4500748 to 4501244 GenBank Sraphics ¥ Mext Match
Score Expect Identities Gaps Strand
269 hits(470) 0.0 487 497(98%) 17497 (0% Plus/MinLs

Features: cstsbolic arginine decarboxvlaze

Query 1 TGCAGCCTO-AACCTTGCAGaaaaaaaTCAGCGLCAGCCCACTFACCALAACTALAPMCG 59

EEPELEer rreert e e err e et 1l
Fbjct 4501244 TGCAGCCTGALACCTTGCAGALARARATCAGCGCCAGCCCGCTCACCARRLCTARAGCCE 4501185

Query &0 PACAGLL A CCGTCTTACAGCGTAGT GACCARCTTACCTATGACGGCGTATGCTATALCE 1159
FEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e et e e e e et
Fbhjct 45011584 GACAGAARLCCGTCTTACAGCGTAGTGACCALCTETACCTATGACGGCGTATGCTATAMCG 4501125

Query 120 CCARAGAGGCGCAGGATCTGCTOGCALARACCAGCGATCGCATTCACTTCGAC GALGCAT 179

FEEEEr e e e e e et r e e e e e e e et
Gbjoct 4501124 CCARAGAGGCGCAGGATCTGCTGLCALLAACCAGCGATCGCATTCACTTCGAC ZALGCAT 4501065

Query 130 GETACGGCTATGCGEGCTTCAACCCGATTTATTGCGATCACTACGCGATFCGCGRCFAGE 239

CLEEEErrrr et e et e et e e e e el
Gbjoct 4501064 GGTACGGCTATGCGCGCTTCAACCCGATTTATTGCGATCACTACGCFATGCGCGCGAGT 4501005

Query 240 CAGGCGACCATAACGETCCACCGTGTTITGCCACCCACTCCACACACARACTACTGAATL 299
CEEErerrrrerrrerr e ererr et et e e et trerr el
Gbjeoct 4501004 CAGGCGACCATAACGGTCCGACCGTGTITGCCACCCACTCCACGCACARACTACTGAATG 4500945

Query 300 CGCTTTCACAAGCTTCCTACATTCACGTCCOTRAAGGCCGTGGCECGETEAATTICTCCE 359

CEEEEErrrr e et e et e e et e et e el
Gbjeoct 4500944 CGCTTTCACALGCTICCTACATTCACGTCCGTRAAGGCCGTRGCGCGETEALTTTCTCCC 4500335

Query 360 GCTTCALCCAGGCATATATGATGCATGCCACCACCTCTCCGTTATATGCCATCTGCGCAT 419
CLEErerrrrerr errrrererr e et re e e e e re et et
Gbjeoct 4500834 GOTTCALCCAGGCCTATATGATGCATGCCACCACCTCTCCGTTATATGCCATCTGCGCAT 4500325

Query 420 CCAACGATETOECGETATCAATGAT GEACGETAACAGCGGCCTGTCCCTFACTCALGAGE 479

FEEErreerrrr ettt e e e e e e e et
Gbjct 4500324 CCAARCGATGTGGCGGETATCGATGATGRACGETALCAGCGGCCTETCCCTRACTCARGAGG 4500765

Query 4&0 TGATCGACGAAGCEGTT 496
PR rrrrrrrr
Fbjct 4500764 TOATTGACGRAGCGGTT 4500745

Range 2: 4500790 to 4501084 Gerbank GSraphics A Previous Match @ First Match
Score Expect Identities Gaps Strand
523 hits(223) de-144 291,/295(99%) 0/295(0%:) Plus/Plus

Features: cstsbolic arginine decarboxvlaze

Query 494 GTTALCETCCATCATTGATACCGCCACATCGTTGEATGOGCAGATGGCATATALCGGAGE 553
FEEE reerrrr e rer e e e e e e e e e e e e
Fbhjct 4500730 GTTACCGTCCATCATCGATACCGCCACATCGTTGRATGCGCAGATGGCATATAACHAGL 4500549

Query 554 GGTGETEGCATGCATCATATATGCC TGO T TALGC GECAGARATTCACCGCGCCACGGOC  A13

Frrrrreerrrrerrrrer et terrrr et e e e e e
Gbjeoct 4500850 GGTGGTGGCATGCATCATATAGGCCTGETTGAAGCGGEAGAAATTCACCGCGCCACGGCC 4500909

Obr. 7.33 Vysledek sekvenace produktu touch-down PCR Abkase sadou primer
adi5F/adi5R u Salmonella enterica CAPM 5967. Ukaakaodnoceni kvality sekvence
nastrojemNucleotideBlast.
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Analyza sekvenci amplikdngenu speC ziskaného v TD-PCR s primery
odclF/odclR ukazala, ze tato sada prin@nplifikuje snés gerii speCaspek
Analyzou vSech ostatnich ziskanych sekvenci a hjejiporovnanim
s genovymi databazemi byl zgstvysoky stupg identity (99-91%) pro vSechny
zkoumané amplikony. Sekveird analyza tedy potvrdila specifiost nov
navrzenych prime.

7.1.10.Produkce putrescinu a agmatinu

Vysledky TD-PCR byly porovnany s vysledky kulttvdaho experimentu,
ktery byl zandten na zjini skuténé produkce putrescinu a agmatinu
jednotlivymi kmeny. Vysledky finasi tabulka. 7.2.

Z tabulky je #ejmé, Ze vSechny testované kmeny byly aktivnimdpoenty
putrescinu. NejvySSi produkce putrescinu byla zamsmana u kmene
Escherichia coli CAPM 6101, ktery po kultivaci po dobu 24 hodin
vyprodukoval 930 mg/l putrescinu.

Také produkce agmatinu byla zazhamenana u v$eehi dvou testovanych
bakterialnich kmein Produkce agmatinu bylaretelre nizSi nez produkce
putrescinu, nicmé&hvsechny kmeny byly po kultivaci trvajici 12 hodichopny
produkovat vice nez 1 mg/l agmatinu. Nejak#gimi producenty agmatinu
byly kmenyProteus mirabilisCCM 7188 aEnterobacter aerogen&sCM 2531,
které produkovaly vice nez 10 mg/l agmatinu. U wSkeimeni byl zaznamenan
pokles koncentrace agmatinu o cca 50 % (od 21 981d&o) po dvacetiyi-
hodinové kultivaci vzhledem ke koncentraci vyproovéné po dvanacti-
hodinoveé kultivaci (P<0.01). Podrofjnviz diskuze 7.3 (str. 91).
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7.2.Vysledky Il. faze

Metabolizmus putrescinu grampozitivnich bakterii neéré slozity nez
u gramnegativnich bakterii, operuje hlaw katabolickém s@ru a obsahuje
pouze 3 enzymy ve dvou drahach (viz kapitdlad.5.2, str. 22). Prace byla
zantfena zejména na enzymy ODC (v tomtiippcE biodegradéni forma),
nékdy ozn@&ovany shodé jako u gramnegativnich baktergpeF. Druhym
vyznamnym enzymem je enzym agmatin deiminaza kddpganemaguA Zde
bylo nutno zjistit, zda existuje podobnost mezigamguAu gramnegativnich
a grampozitivnich bakterii. GgutcA, kodujici putrescin transkarbamoylazu, se
nachazi (stejh jako genaguB u gramnegativnich bakterii) na spmiém
operonu s generguAa postai tedy detekce jednoho z nich.

Pro detekci obou vySe zmdimych geri bylo vyvinuto rekolik diive
publikovanych sad primér(viz tabulka¢. 4.3). Narozdil od gramnegativnich
bakterii, u nichz prakticky neexistovalyifide navrzené primery, v oblasti
grampozitivnich bakterii (zejména LAB) bylo ¥iw€jSich vyzkumech navrzeno
velké mnozstvi univerzalnich printeurcenych k detekci jak genspeF, tak
geni aguA a ptcA V prvnim kroku tétocasti prace byly tedy testovany tyto
primery pro moznosti sledovani metabolizmu putrascu grampozitivnich
bakterii.

7.2.1. Testovani primeni uréenych pro detekci gentaguA aodc

Jako testovaci mikroorganizmy byly pouzity kmedrgctobacillus curvatus
Al-2 a Lactobacillus curvatu®\l-3, u nichz byla produkce putrescinu ji#iwe
prokazana (Bikova et al., 2010b). Vzhledem k tomu, ze v tétaastiljiz bylo
publikovano ®kolik sad primeii, bylo pistoupeno K jejich testovani.
Pro detekci genaguAbyly vybrany primery AgD1/AgD2 (Coton et al., 2010
agdif/agdir (Nannelli et al., 2008) a agid# aguAR (Landete et al., 2010). Pro
detekci genuspeF (odd byly pouZity primery 316 (Marcobal et al., 2005)
a PUT1-F/ PUT1-R (Munoz et al., 2004). Sekvencmeri a velikosti produkt
jsou uvedeny v tabulae 7.10.

Se sadami primér3/16 a PUTLF/ PUTLR urenych k detekcodc nebyl
ani u jednoho kmene ziskantekavany amplikon. Tento vysledek se dal
ocekavat, protoze gengdc se vyskytuji pouze uckterych LAB (viz kapitola
¢. 4.5.2, str. 22). Se sadami prirencenych k detekci genaguAbyly v PCR
obdrzeny amplikony @&ekavané velikosti pouze se sadami prime@guA-
R/aguA/F a AgD1/AgD2, ficemz s prvni sadou bylo ziskano také velké
mnozstvi nespecifickych produkiobr. 7.34 A). Ob sady primek pak byly
testovany s DNA obou kménL. curvatus(obr. 7.34 B). Amplikony ziskané
PCR reakci DNA obou kméri. curvatuss primery AgD1/AgD2 byly nasledn
purifikovany a odeslany na sekvenci. Sekvshaanalyza obou produkt
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prokazala 99% shodu s genem pro agmatin deimindzné&lactococcus lactis
subsp.lactis KF147,¢imz potvrdila moznost pouzit uvedené primery prisida
vyzkumy v oblasti studia metabolismu putrescinuABL

Tabulka 7.10 Seznam prinigpouzitych pro detekci géraguAa speF jejich
nukleotidové sekvence a velikosti PCR produkt

.| Velikost
: Cilovy
Sekvence primeru produktu
gen
(bp)
AgD1l | YGTNGAYGGHSAAGG
J 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
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1000 bp

500 bp

Obr. 7.34: Touch-down PCR se sadami primepro detekci ged aguA u
grampozitivnich bakterii; A - Touch-down PCR, DNAQurvatus Al-2; 1 — marker
(100bp); primery: 2 — adiF/adiR, 3 — PUT1-F/PUT1-R~ AgD1/AgD2, 5 — aguA-
F/aguA-R, 6 — pozitivni kontrola adiA3F/R s DNA Iisichia coli CAPM 6104, 7-
slepy vzorek — DNA nahrazena vodou. B - Tchdown, ACR marker (100bp), 2 -
AgD1/AgD2 s DNA L. Curvatus Al-2, 3 - aguA-F/agup\ERNA zDNA L. Curvatus
Al-2, 4 - AgD1/AgD2 s L. Curvatus Al-3, 5 - agufgiiA-Bs DNA z DNA L.
Curvatus Al-3, 6 — pozitivni kontrola adiA3F/R s ®Escherichia coli CAPM 6104,
7- slepy vzorek — DNA nahrazena vodou.
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7.3.Diskuze

V prvnim kroku prace bylo nejprve testovanockaolik sad dive
publikovanych  primer. Z diive  publikovanych  metod  &enych
pro gramnegativni bakterie byly testovany dady primei - 3/16 (Marcobal et
al, 2005) a PUT-E/PUTXR (Muioz et al., 2004). Tyto primery bylydany
pro detekci gein odc u gramnegativnich bakterii. BohuzZel ani jedna sada
neginesla uspokojivé vysledky (viz kapitata7.1.6, str. 71, obrdzek 7.22).

Cilem této prace bylo navrhnout univerzalni sadmeit urcenych k detekci
genu speC u obou skupin mikroorganizim — jak u bakterii ¢eledi
Enterobacteriaceaetak u bakterii roduPseudomonas detekci genwspeF
u Siroké Skaly enterobakterii. Jak je &tid tabulky vysledk TD-PCR (tabulka
¢. 7.2, str. 56) a tabulky vysletllsekvenani analyzy (tabulk&. 7.9, str. 84), set
primeri speF1F/speF1R navrzeny v této praci vykazuje sabsipamplifikovat
vnitini fragment gengpeFu rmiznych kmeid enterobakterii.

Lze tedy fici, Zze primery navrzené vtéto praci umog SirSi rozsah
pouzitelnosti nez idve publikované sady primér (i) nova sada primér
speC1lF/speC1R je schopna detekosdt geny u obou -Pseudomonasp.

I enterobakterii; a (ii) se sadou primespeF1F/speF1R iweme specificky
detekovat fitomnost gefi speF, kddujicich inducibilni ornitin dekarboxylazu.

Pro detekci gainodcu LAB bylo vyvinuto rékolik sad primeit (viz tabulka
¢. 4.3, str. 33). Tyto sady byly testovany, bohuz&hk zadny z testovanych
grampozitivnich kmein s €mito sadami primeér nebyl odc pozitivni. To je
patrré dano tim, ze se gemylcu &€chto LAB nevyskytuiji.

DalSi z testovanych sad publikovanychieqchozich vyzkumech byly sady
urcené k detekci genaguAa u grampozitivnich kmeén Pro detekci tohoto genu
bylo navrzeno mnozstvi sad priniefviz tabulkac. 4.3, str. 33), &které sady
primeri byly testovany v této praci. Pouze se sadou Agd¥Abylo dosazeno
uspokojivych vysledi (viz kapitola¢. 7.2.1, str. 88) a metodika byla také
uspsre oweiena sekvermmi analyzou PCR produkt Vzhledem k nizkému
poctu LAB produkujicich putrescin, nebyla tatast prace dale rozgha. Byla
pouze vypracovana a &ena TD-PCR metoda pro detekci geaguAu LAB
s diive publikovanymi primery AgD1/AgD2. V tomto b&dbyl ukorten
vyzkum ve fazi Il.

DalSi sady primérurcené k detekci cilovych géru gramnegativnich bakterii
nebyly dive publikovany a bylo tedy figtoupeno k navrhu vlastnich sad
primeri a jejich testovani.

Uspsns testované sady primer zahrnovaly no¥ navrzené i tve
publikované sady primér uréenych k detekci: genuspeA kddujiciho
biosyntetickou arginin dekarboxylazu ve vSech skaph gramnegativnich
bakterii; genu adiA kodujiciho biodegradativni arginin dekarboxylazu
(inducibilni) u Escherichia coli a Salmonella; genu Ldc/adi kdédujiciho
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.putative* (predpokladanou) arginin dekarboxylaziPseudomonasyenuspeB

kodujiciho agmatindzu u enterobakterii, genaguA kodujiciho agmatin
deiminazu u Pseudomonas Yersinia a LAB; genu speC kodujiciho

biosyntetickou ornitin dekarboxylazu u obou entaidbrii i pseudomonad,
a genwspeFkoddujiciho inducibilni ornitin dekarboxylazu u erdbacterii.

VSechny primery byly usgre testovany v TD-PCR se 32 gramnegativnimi
a 2 grampozitivnimi producenty putrescinu. VysledRZR byly v souladu
s informacemi ve vokhdostupnych databazich metabolickych drah. Amplkon
geni speAa speChyly ziskany s DNA ze vSech gramnegativnich prodtice
putrescinu, coz potvrzuje, ze vSechny tyto kmengoogak ornitin tak arginin
dekarboxyldzovou drahu (di€ekavani).

Vysledky TD-PCR metody s ostatnimi navrzenymi aégsp testovanymi
primery byly vzdy vsouladu sinformacemi uvedenymi databazich
metabolickych drah pro dany mikroorganizmus.

Agmatin deimindzova drdha byla prokazana u vSeshovanych kmen
Pseudomonasp., Yersinia,LAB a u kmene&Pectobacterium carotovoru@CM
1008. VSechny ostatni testované kmeny poskytovaitipni vysledek v PCR
s primery agm4F/agm4R, coz ukazuje ndgmnost genuspeB pro enzym
agmatinazu. Zadny z testovanych kierebyl zarova nositelem gel aguA
aspeB.VSechny kmenyscherichia colia Salmonellabyly adiA pozitivni (TD-
PCR se sadou primer adiA3F/adiA3R) a vSechnyPseudomonassp.
poskytovaly pozitivni reakci s primery adiSF/adiSReré detekuji fitomnost
genu druhého typu arginin dekarboxyldzy (Orn/Lyg/Alecarboxylase family
protein). VSechny enterobakterie, kridkmen Klebsiella, byly speF pozitivni
se sadou primérspeF1F/speF1R.

Vysledky TD-PCR jak s DNA sbirkovych kméntak také s DNA izoldt
z potravin prokazaly, ze ndwavrzené primery spolehéivdetekuji pitomnost
cilovych gem, které jsou dlezité pro syntézu putrescinu u vSeadkleditych
gramnegativnich producénputrescinu.

Bohuzel par primér odclF/odclR v PCR amplifikoval s geri speC
a speF a nikoli selektivd pouze genspeC,jak bylo zamySleno. Nicmén
takovéto problémy byly &ekavany, vzhledem k vysoké podobno&thto dvou
geni. Obdobné problemy se vyskytly i u jizige publikovanych sad primir
(Fadhlaoui-Zid et. al., 2012). Vyskyt gerspeF vSak mize byt selektiva
detekovana sadou prinierspeF1F/speF1R a tim e byt diferencovana
pritomnost gefi speFaspeC.

Nové navrzené sady primiebyly také testovany na pouziti v multiplex PCR,
a to vihznych variantach. Bylo prokdzano, ze nové primesey mozneé
kombinovat a v jedné PCR reakci tak detekovat g (viz kapitolac. 7.1.8,
str. 79). Nové primery jsou tedy vhodné pro pouxitiznych multilex PCR
metodach.
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Co se tye sledované produkce putrescinu a agmatinu uviesfch kmen,
tak nejvysSSi produkce putrescinu (930,03 mg/l) bgktekovana u kmene
Escherichia coli CAPM 6101. Kmeny Salmonella entericaCCM 4420
a Enterobacter aerogene€APM 5634 byly shledany jako druhy &eti
nejproduktivigjSi kmen. V divejSich publikacich byly jako producenti
putrescinu popsany bakteri&€nterobacter aerogenewve fermentovanych
klobasach (Shiling Lu et al., 2010) nekiebsiella oxytocave sledich (Ozogul
et al., 2005). V této praci bylo 9 testovanych kineshopno produkovat vice
nez 200 mg/l putrescinu. U vSech kmén bylo zjiS€no, Ze po
dvacetétyrhodinové kultivaci u nich vzroste produkce putregcipfimérné
7krat (od 1,2 do 48krat) oproti dvanactihodinovéltikaci. Toto zjiSeni
potvrzuje, Zze produkce putrescinu se zpravidla aey$e vzistajici délkou
skladovani potravin.

Mnoho autoii vedle putrescinu detekovalo u gramnegativnich &omant
také produkci agmatinérito kmeny (Buikova et al., 2010; Curiell et al., 2011;
Ozogul et al., 2005; Pons—Sanci@ascado et al., 2005; Saccani et al., 2005).
V ramci nasSeho vyzkumu bylo zj$io, ze vSechny testované gramnegativni
kmeny produkuji agmatin. Detekce agmatinu potvraxjstenci a také i aktivni
vyuzivani arginin dekarboxylazové drahy v prodykdairescinu udchto kmer.
Vyskyt agmatinu a zriay pokles jeho koncentrace mezi dvanacti a dvétyeti
hodinovou kultivaci potvrzuje fakt, ze agmatin wmije coby metabolicky
meziprodukt a ze vSechny kmeny aktiwyuzivaji metabolické drahy vedouci
pies agmatin k produkci putrescinu. Agmatin jdedité detekovat mimo jiné
také proto, ze ¢které mikroorganizmy (zejména grampozitivni kmedgkazi
prenmenovat extracelularni agmatin na putrescin (Smit.e2808).
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8. PRINOS PRACE PRO VEDU A PRAXI

Metody polymerazovérettzové reakce jsou rychlé a velmi spolehlivé.
V riznych variantach (kvantitativni PCR #edchozi reverzni transkripci,
realtime PCR, multiplex PCR) umidji nejen detekci kiovych geid, ale takée
jejich kvantifikaci¢i sledovani hladiny genové exprese. V poslednitéckese
zataly tyto pistupy aktive pouzivat také ve vyzkumu bakterialni produkce
biogennich amit v potravinach. Byly navrzeny mnohé metodyamé k detekci
cilovych gem kodujicich pislusSnou dekarboxyldzu, ke kvantifikaci
mikrobialnich produceidtBA i ke kvantifikaci genové exprese. Posledni vySe
zmirgny peistup pak mimojiné dava moznost vyzkumu regulagehto
metabolickych drah a tim moznosti vyzkumu omezovénmulace BA
v potravindch. Pro moZznosti vyuZzittchto gistupi ve vyzkumu producefit
putrescinu byla v této dizettiai praci vytvdena sada vhodnych PCR pririner
a byla optimalizovana metoda pro jejich laboratesniziti.

Prinos pro ¥du:

- Bylo vyvinuto 7 novych konsenzualnich sad prinercenych k detekci
téchto geti: speA speB speC speF, adiA, adi (Ldc) aaguA.

- Nova touch-down PCR metoda s novymi primery umogg jednoduse
detekovat vSechny utkzité geny zahrnuté v produkci putrescinu
u gramnegativnich bakterii, zejménach, které se &ne¢ vyskytuji
Vv potravinach

- Nov¢ navrzené primery jsou také pouzitelné v multiplBCR a pro
kvatitativni PCR pipadré kvantitativni PCR sigdchozi reverzni
transkripci ke kvantifikaci exprese sledovanychige

- Za pomoci navrzenych primemaze byt podrob#& zkouman vliv faktol
na genovou expresi cilovych derzahrnutych v produkci putrescinu
gramnegativnimi kmeny.

- Vysledky ziskané metodou HPLC v této praci potvitzzg mnohé &né
gramnegativni kontaminanty potravin jsou dobrymaducenty putrescinu,
a Ze aktived vyuZzivaji vice nez jednu metabolickou drahu k jphadukci.

- Detekce agmatinu u vSech testovany gramnegativkicbn potvrzuje,
ze gramnegativni bakterie vyuzivaji k produkci pstinu vice
metabolickych drah. Tento fakt poukazuje ndeditost vyzkum arginin
dekarboxylazove drahy.
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- Navrzena metoda pro sledovani LAB produ@gmitrescinu vyuZzivajicich
agmatin deiminazovou drahuie byt, v pipact, Ze bude izolovano vice
grampozitivnich kmein dale vyuZzita ve vyzkumu jejich metabolizmu.

Ptinos pro praxi:
- Nové primery umoituji detekci produceit putrescinu a mohou byt
pouZity v potravingstvi ke zhodnoceni potencialu jak kontaminujiciak t

starterovych mikroorganizimprodukovat putrescin.

- Bylo potvrzeno, Ze gramnegativni kontaminanty jsaoducenty jak
putrescinu tak také agmatinu.
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9. ZAVER

Hlavnim cilem této prace bylo vyvinuti nové PCR oagtumoiiujici detekci
vSech gefi kddujicich kléové enzymy zahrnuté v syntéze putrescinganich
gramnegativnich bakterii vyskytujicich se v potnéah. Bylo vyvinuto 7
novych konsenzualnich sad prirmaen¢enych k detekciéchto geri: speA speB
speC speF, adiA, adi (Ldc) aaguA.Tyto primery byly testovany jak teoreticky
(in-silico), tak takén vitro s dostupnymi modelovymi mikroorganizmy v touch-
down PCR. Pro potvrzeni spravnosti metody bylo kaady set primer 3-5
PCR produki podrobeno sekvenaci. Produkce putrescinu a agumatin
u testovanych kmeén byla analyzovana metodou HPLC a vysledky byly
porovnany s vysledky touch-down PCR.

Pro dalSi vyzkum metabolickych drah vedoucich ldpkei putrescinu
v bakteridlnim metabolizmu je nezbytnnutné mit vhodny molekul&n
biologicky nastroj. PCR primery vyvinuté vide publikovanych vyzkumech
byly urceny zejména pro detekci genodc a to \tSinou pro kmeny
grampozitivnich bakterii.

Uspsnym testovanim byla vyselektovana sada sednii péws navrzenych
primeri uréenych k detekci vSech cilovych derzahrnutych v metabolizmu
gramnegativnich putrescin produkujicich baktergethny sady primérbyly
testovany v PCR s DNA producént putrescinu a ziskané vysledky
korespondovaly s udaji z databazi metabolickychh.di@pravnost byla také
aspsre oveérena sekvenaci.
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12. PRILOHY

Priloha A: Seznam bakterialnich kmea refere@nich sekvenci pouzitych pro navrh
primeni urcenych k detekci cilovych gen

Bakterialni kmen
pouZzity pro navrh
sady primet

NCBI
Refererni
¢islo sekvence:

Cilovy gen pro §Z byla pouZzita nukleotidova
sekvence z bakterialniho kmene

speA

adiA

adi/ldc

speH

]

agu

A SpE€

C

Sp

Pseudomonas
fluorescenpf0l

NC_007492

+

+

+

+

Pseudomonas
fluorescensSBW25

NC_012660

+

+

+

Pseudomonas
aeruginosdJCBPP-
PA14

NC_008463

Pseudomonas
aeruginosaPAO1

NC_002516

Pseudomonas
aeruginosaPA7

NC_009656

Pseudomonas
aeruginosa_ESB58

NC_011770

Pseudomonas
fluorescen$f-5

NC_004129

Pseudomonas
entomophila_48

NC_008027.1

Salmonella enterica
subsp entericaser.
EnteritidisP125109

NC_0011294

Salmonella enterica
subsp entericaser.
Paratyphi A ATCC
9150

NC_006511

Salmonella enterica
subsp entericaser
Typhi CT18

NC_003198.1

Salmonella enterica
subspentericaser.
Heidelberg SL476

NC_011083.1

Salmonella enterica
subsp entericaser.
Paratyphi C
RKS4594

NC_012125.1

Salmonella enterica
subsp.entericaser.
Typhimurium LT2

NC_003197.1

Salmonella enterica
subspentericaser.

NC_011205.1
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Dublin CT_02021853

Citrobacter koseri

ATCC BAA-895 NC_009792
Citrobacter

rodentiumlCC168 NC_013716.1
Erwinia tasmaniensisg

Et1/99 NC_010694
Pectobacterium

wasabiaédVPP163 NC_013421.1
Pectobacterium

carotovorum:PC1 NC_012917.1
Erwinia carotovora

subsp. atroseptica |NC_004547
SCRI1043-

Shigella flexnerb

8401 NC_008258
Shigella flexnerka

2a57T NC_ 004741
Shigella sonnebs046/ NC_007384
Escherichia colK-12

substr. MG1655 NC_000913
Escherichia coli

0O157: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

0103:H2 12009 NC_013353.1
Escherichia coli

0127:H6 E2348/69 NC_011601.1
Escherichia coli

=y NC_ 011993
Escherichia coli0O81

ED1a NC 011745.1
Escherichia coliAl1l |[NC 011741.1
Escherichia coli

APEC O1 NC_008563.1
Klebsiella

pneumoniadNTUH- |NC_012731
K2044

Klebsiella

pneumoniasubsp. |NC_009648

pneumoniadViGH
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78578

Klebsiella

pneumoniadNTUH- |NC_012731.1
K2044

Klebsiella

pneumonia&42 NC_011283
Enterobactersp. 638 | NC_009436
Enterobacter

sakazakiATCC NC_009778
BAA-894

Enterobacter cloacae
subspcloacaeATCC |NC_014121.1
13047

Enterobacteisp. 638 | NC_009436.1

Enterobacter cloacae
SCF1

'NC_014618.1

Enterobacter

aerogene&CTC NC_015663.1
2190

Enterobacter

asburiaeLF7a NC_015968.1
Serratia

proteamaculan$68 NC_009832
Proteus mirabilis

H14320 NC_010554
Yersinia pesti€092 [NC_003143
Yersinia pestiviovar

microtus91001 NC_005810
Yersinia pestis

Pestoides F NC_009381
Yersinia

enterocoliticasubsp. | NC_008800.1
enterocolitica8081

Yer§|n|a pestis NC 008150 1
Antiqua -
Yersinia

pseudotuberculosi¥® | NC_006155.1
32953

Yersinia

enterocoliticasubsp. |NC_015224.1

palearctical05.5R(r)
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Priloha B: Navrzené konsenzualni primery pouzité v TD-PCR.

Refererni sekvence

Cilovy gen pl\rligrlr?:r\ij Sekvence 55 3 Pozice v geaneIrIIDB:ank p\rloeglllljli)titc()ts):))

adc5F | CAAYTTCTCGSTGTTCCAG  [Escherichia colK-12 [1461 — 1479 | 947432

SpeA adc5R | TCRCCRAACAGGTTGTGC PuPstr MG1655 1725 — 1742 282
agm4F | TGAACGTCGTGGACTGCGG [Escherichia colK-12 248 —266 | 947715

speB agm4R | GCRTCCAGCACGGTAAAGC Substr. MG1655 584 — 602 355
_ ladisF CGAAGCCTTCATGATGCA  Pseudomona 1260 — 1278 | 878596

Lde, adi 1 disR CCACTTGCCCTTGGTGA aeruginosaPAO1 1733 — 1749 489
AgDI4F | ATGCCYGCMGAATGGG Pseudomona 43 — 58 879730

aguA AgDIBR | SGTGCCTTCGCCRTC aeruginosaPAO1 487 — 501 515
) adiA3F TKCCAASCCGYAACCG Escherichia colK-12 (818 - 833 948638

AdiA adiA3R | AACMGCTTCRTCRATCAC  Substr. MG1655 1365 - 1383 548
odclF CGACGCCGGTYTATCTGG [Escherichia colK-12 686 — 703 947457

Spec odclR | AAACAGCGGRTARAACGG Substr. MG1655 1165 — 1182 470
speF1F TGGAAACCGCRCGTAACC [Escherichia colK-12 725 —742 945297

speF substr. MG1655 1178 — 1195. 472

speFIR | AGAAYGGGCTGGTGGAGG

Y=CorT;R=AorCW=AorT;M=AorC.K&orT;S=GorC;N=A,C,GorT
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Zdravotni Ustav se sidlem ve Ajpracovis Uherské Hradigt

20. 4. 2004-23. 4. 2010 : rédwvska dovolena

1. 8. 2010 -20. 1. 2013: Asistent, Ustav inZzenyrsichrany Zzivotniho
prostedi, Fakulta technologicka, UTB ve Zin

21. 1. 2013 — doposud: Vyzkumny a vyvojovy prackyBM s.r.o., Kunovice
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