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Abstrakt

Celkem 41 kmenti termofilnich laktobacilii uloZenych
ve Sbirce mlékarenskych mikroorganismii Laktoflora
(CCDM) a vyuzivanych v mlékarenském primyslu
pfevazné pro vyrobu syri a jogurtd bylo identifikovino
pomoci kombinace biochemickych (API 50 CH) a geno-
typovych metod (druhové specifickd PCR pro L. helveti-
cus, ribotypizace). Biochemickd identifikace pomoci
komercni soupravy API 50 CH neumozZnila spolehlivé
rozliSeni L. helveticus od L. delbrueckii a komplexu
L. acidophilus. Druhové specifickd PCR pro L. helveticus
byla pozitivni pro 30 analyzovanych kment. Vzhledem
k detekei specifickych PCR produkti také u kmene L. gal-
linarum CCM 4383" (fylogeneticky blizce piibuzny
druh), bylo zafazeni kmend do druhu L. helveticus
ovéfeno ribotypizaci s restrikénim enzymem FEcoRI.
Ribotypizaci bylo potvrzeno zarazeni kmend do druhu
L. helveticus. Dalsi 4 kmeny byly zafazeny do druhu
L. delbrueckii. Celkem 7 kment nebylo mozné pomoci
pouZitych metod taxonomicky zatadit.

Abstract
Total 41 strains of thermophilic lactobacilli, stored in

the Collection of Dairy Microorganisms Lactoflora
(CCDM) and employed in dairy industry mainly for
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Tabulka 1 Typové a referencni kmeny pouzité v této studii a vysledky multiplexové PCR pro L. helveticus
Druh Oznaceni | PCR produkt/gene/bp Druh Oznaceni | PCR produkt/gene/bp
kmene htrA | pepN | pepC kmene htrA | pepN | pepC
918bp|726bp |524bp 918bp| 726bp [524bp
Bifidobacterium infantis CCM 49907 Lactobacillus johnsonii CCM 43847
Bifidobacterium longum subsp. ATCC 157077 Lactobacillus kefiranofaciens LMG 191497 | (+)
longum subsp. kefiranofaciens
Enterococcus durans CCM 56127 Lactobacillus kefiranofaciens LMG 151327 | (+)
Enterococcus faecium CCM 71677 subsp. kefirgranum
Enterococcus faecalis CCM 70007 Lactobacillus paracasei subsp. CCM 17537
Enterococcus italicus CCM 72977 paracasei
Lactococcus lactis subsp. cremoris | LMG 6897 Lactobacillus paracasei subsp. CCM 7090
Lactobacillus acidifarinae CCM 7240" p aracase:. - p
Lactobacillus acidophilus cCM 4833 | - | - g‘,gﬁgﬁgc’”“s paracasei subsp. | CCM 7092
Lactobac;:llus amy /‘ovorus CCM 4380" . * Lactobacillus paraplantarum CCM 46137
Lactobac:lllus brew§ - CCM 3805: Lactobacillus pentosus CCM 4619"
Lactobacrlllus case/' subsp. case/‘ CCM 7088 Lactobacillus plantarum COM 7039
LactobaC{llus ca'sel subsp. casei | CCM 7089 Lactobacillus rthamnosus CCM 18257
Lactobacillus crispatus CCM 7010° Lactobacillus rhamnosus CCM 7091
Lactobacillis cypricasei OCM 7006° Lactobacillus salivarius subsp LMG 94777
Lactobgcil/us delbrueckii subsp. CCM 71907 salivarius '
bulgaricus
Lactobacillus delbrueckii subsp. CCM 71917 Lactobacillus zeae CCM 7069"
delbrueckii Lactobacillus zymae CCM 72417
Lactobacillus delbrueckii subsp. LMG 22083" Leuconostoc mesenteroides subsp.| CCM 18037
indicus mesenteroides
Lactobacillus delbrueckii subsp. LMG 79427 Leuconostoc mesenteroides subsp.| CCM 20787
lactis cremoris
Lactobacillus fermentum CCM 71927 - - Leuconostoc mesenteroides subsp.| CCM 2086"
Lactobacillus gallinarum cCcM4383" | + | + | + dextranicum
Lactobacillus gasseri CCM 70097 Leuconostoc pseudomesenteroides| CCM 20837
Lactobacillus helveticus CCM7193" | + + + Leuconostoc lactis CCM 4545"
Lactobacillus jensenii LMG 64147 Streptococcus thermophilus LMG 6896"

Legenda: ATCC, American Type Culture Collection; CCM Ceska sbirka mikroorganismi;

LMG, Bacteria Collection, Ghent University
+ PCR produkt detekovan
- PCR produkt nedetekovan

cheese and yogurt production, were identified by means
of the combination biochemical (API 50 CH) and geno-
typic methods (species specific PCR for L helveticus),
ribotyping. Biochemical identification using commercial
set API 50 CH did not allow reliably differentiation of
L. helveticus from L. delbrueckii and of complex L. aci-
dophilus. Species specific PCR for L. helveticus was
positive for 30 strains. Because specific PCR products
were also detected for phylogenetically related species
L. gallinarium CCM 4383 T the correct taxonomic clas-
sification was confirmed by means of ribotyping with
restriction endonuclease EcoRI. The other 4 strains were
classified as L. delbrueckii. Used typing techniques
didn” t allow classify 7 strains.

Uvod

Laktobacillus helveticus je duleZity druh bakterii
mlééného kvaseni (BMK) vyuzivany v mlékarenském

primyslu pro vyrobu polotvrdych a tvrdych syrd jako
jsou napt. Parmezin a Emental [1]. Kmeny L. helveticus
byly také izolovany z tradi¢nich fermentovanych
vyrobki typu kefiru ¢i kumysu [2] a v posledni dobé se
také pouZivaji v kombinaci s kvasinkami pro vyrobu
funk¢nich potravin sniZujicich krevni tlak (napf.
Calpis). Identifikace primyslové vyznamnych druht
laktobacili je dulezitd pro potravinafskou vyrobu
vzhledem k pozadavkim legislativy na spravnou
deklaraci druhového zastoupeni BMK ve vyrobku [3].
Spolehliva identifikace druhu L. helveticus v ramci rodu
Lactobacillus je n€kdy obtizna vzhledem k vysoké vni-
trodruhové variabilité charakteristické pro tento druh
[4-8]. Tato heterogenita ma za nésledek velmi obtiZné
biochemické odliSeni druhu L. helveticus od fylogene-
ticky pfibuznych druhd jako jsou druhy z komplexu
L. acidophilus a L. delbrueckii [9]. Velké rozdily mezi
kmeny ve schopnosti fermentace sacharidfi, tvorby
kyseliny mlééné a Stépeni bilkovin vysvétluji obtiZe
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spojené s identifikaci na zdkladé biochemickych testu.
RovnéZ genotypove vykazuji kmeny L. helveticus znac-
nou diverzitu, a proto nékteré metody béZné pouzivané
pro identifikaci jednotlivych druhd BMK zaloZené na
typizaci DNA mohou byt v tomto piipadé vyuZity
pouze pro odliSeni kmen@ [10]. Kromé casové
naro¢ného stanoveni DNA/DNA podobnosti je mozné
vyuzit druhové specifické PCR zaloZené na druhové
specifickych sekvenci v genomu BMK [10, 11].

Cilem této prace bylo vyuZit biochemickych testd
a molekularné genetickych metod pro identifikaci
termofilnich laktobacild, zejména druhu Lactoba-
cillus helveticus a fylogeneticky pfibuznych druhu
Lactobacillus delbrueckii a Lactobacillus acido-
philus ze Sbirky mlékarenskych mikroorganismi
Laktoflora.

Postup prace

Kmeny a podminky kultivace

Kmeny pouzité v této praci zahrnuji 44 typovych a re-
ferenénich kmend bakterii mlé¢ného kvaseni a bifi-
dobakterii, jejichz seznam je uveden v tabulce
1 a41 kment ze Sbirky mlékarenskych mikroorganismt
Laktoflora zatazené jako L. helveticus, L. delbrueckii
a L. acidophilus (tabulka 2). PouZité kmeny byly pted
testovinim minimalné dvakrat preockovany v MRSC
bujonu (MRS bujon Merck 1.10661 + 2g/ 1 NaHCOs3) pri
optimalni teploté.

Obr. 1 Agardzova gelova elektroforéza PCR produktl
amplifikovanych v multiplexni PCR s primery
PeC;i, PeCy, PeNy, PeN,, Tri; aTrir specifickymi
pro druh L. helveticus [10]. Ovéfeni specificity
primerd.

12345678910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

900bp —
700bp —
500bp —

Bakt. kmen (5 ng DNA): 1 - CCM 7193" - L. helveticus, 2 - CCDM 121 -
L. helveticus, 3 - LMG 6897" - Lc. lactis ssp. cremoris, 4 - LMG 6896 - Str:
thermophilus, 5 - CCM 1803" - Leuc. mesenteroides subsp. mesen-
teroides, 6 - CCM 7167 - Ent. faecium, 7 - ATCC 15707" - Bif. longum ssp.
longum, 8 - CCM 4380" - L. amylovorus, 9 - CCM 7191 - L. delbrueckii
subsp. delbrueckii, 10 - DNA standard (100bp Ladder), 11 - CCM 7088 -
L. casei, 12 - CCM 7069" - L. zeae, 13 - CCM 1753" - L. paracasei,
14 - CCM 4383" - L. gallinarum, 15 - CCM 7010" - L. crispatus, 16 - LMG
15132 - L. kefiranofaciens subsp. kefirgranum, 17 - LMG 6414 -
L. jensenii, 18 - CCM 4619 - L. pentosus, 19 - CCM 4613" - L. paraplan-
tarum, 20 - negativni kontrola bez DNA.

Izolace DNA a priprava hrubych lyzati bunék

Pro optimalizaci druhové specifické PCR byla
pouZita chromozomalni DNA kmenil izolovand pomoci
fenolové extrakce [12] nebo komer¢niho kitu QIAamp
Dneasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN, Hilden,
Némecko). Intaktnost izolované DNA byla ovérena
pomoci agarézové gelové elektroforézy a spektrofoto-
metricky byla stanovena jeji koncentrace a Cistota [13].
U metod optimalizovanych pomoci cisté DNA byla
nasledné z praktickych divodi odzkouSena mozZnost
amplifikace DNA z hrubych lyzatt bakteridlnich bunék.

Hrubé lyzaty byly pfipraveny z kultur na zacatku sta-
cionarni faze ristu. Po odstfedéni 1 ml kultury pri
15 000 g po dobu 4 minut a 4 °C byl sediment promyt
1 ml sterilni vody (18 M) a opét odstfedén za stejnych
podminek. Poté byl sediment resuspendovan ve 100 ul
alkalického lyza¢niho roztoku (0,05M NaOH + 0,25%
SDS) [14], inkubovan 30 minut pfi 94 °C a rychle zch-
lazen. Nakonec byl vzorek natfedén 400krit vodou
(PCR kvalita) a uloZen pfi -20 °C. Tésné pred
pipetovinim do PCR smési byly vzorky opét 5 min pfi
94°C zahtivany (denaturace DNA).

Biochemicka identifikace

Biochemickd identifikace byla provddéna pomoci
soupravy API 50 CH (bioMérieux, Francie) podle instrukci
vyrobce a dosazené vysledky byly vyhodnoceny pomoci
software apiweb (bioMérieux, Marcy 1” Etoile, Francie).

Obr. 2 Agardzova gelova elektroforéza PCR produktd
amplifikovanych v multiplexni PCR s primery
PeC;s, PeCy, PeNy, PeN,, Tri; aTrir specifickymi
pro druh L. helveticus [10]. Amplifikovano bylo
rizné mnozstvi purifikované DNA a hrubych
lyz&td bunék riznych kmend.

12345678910 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Stanoveni citlivosti PCR-reakce:

Vzorky1-5 - L. helveticus CCM 7193": 1 - 2ng DNA, 2 - 200pg, 3 - 20 pg,
4 - 2pg, 5 - 200fg; vzorky 6-10 - L. helveticus CCDM 121: 6- 2ng, 7 -
200pg, 8 - 20pg, 9 - 2pg, 10 - 200fg; vzorek 11 - DNA standard (100bp
Ladder); vzorky 12-15 - L. helveticus CCDM 423: 12 - HL400x, 13 - 2000x,
14 - 10000x, 15 - 50000x, béhy 16-19 - L. helveticus CCDM 121: 16 -
HL400x, 17 - HL2000x, 18 - HL10000x, 19 - HL - 50000x), béh 20 - nega-
tivni kontrola bez DNA.

Pozn.: HL = hruby lyzét, fedény 400x az 50000x




24

miékar'skeé listy 108
lpraVOda] 2008

Druhové specifickd PCR pro L. helveticus

Pfi zavadéni této metody jsme vychazeli z prace pu-
blikované Fortinou a kol. [10]. Metodu jsme optimalizo-
vali tpravou koncentraci primerti, ANTP, hoi¢iku a Tag
polymerazy, zménou teploty a doby pfipojeni primerd,
pouzitim rznych polymeraz a zménou poctu cykla. Jako
nejvhodnéjsi se ukazala PCR reakce, kdy kazdych 25 pl
smési obsahovalo 200 uM dATP, dCTP, dGTP a dTTP,
10 mM Tris-HC1 pH 8,8, 50 mM KCl, 0,1 % Triton
X-100, 1,5 mM MgCl,, 3 pmol primerd PeCy, PeC,
PeNy, PeN; a 6 pmol primera Tris, Tri;, 1 U Tag-Purple
polymerézy (Top-Bio, Praha, CR) a 5 ng purifikované
DNA nebo 5 pl 400x fedéného hrubého lyzatu. K ampli-
fikaci byl pouZit Biometra TProfessional Cykler
(Biometra, Gottingen, Némecko). Amplifikacni reakce
zahrnovala 5 minut trvajici pocatecni denaturaci pri
95 °C (horky start), nasledovalo 28 cykld (94 °C, 45 s de-
naturace; 58 °C, 45 s nasedani primerti; 72 °C, 60 s elon-
gace DNA fetézce), v poslednim 29 cyklu byla elongace
pfi 72 °C prodlouZena na 7 minut. Specificita reakce byla
testovana s vyuzitim chromozoméalni DNA izolované
z typovych kment, jejichZ seznam je uveden v Tab. 1. Ke
kazdé PCR reakci byla vZdy pfifazena negativni kontro-
la (vzorek bez DNA) z divodu kontroly mozné konta-
minace komponent pro PCR a pozitivni kontrola (5 ng
purifikované DNA typového kmene L. helveticus CCM
7193") pro kontrolu prib&hu amplifikace.

PCR produkty o velikosti 918 bp, 726 bp a 524 bp
byly detekovany gelovou elektroforézou na 1,5 % aga-
rézovém gelu v 0,5 x TBE pufru (45 mM kyselina
borita, 45 mM Tris-baze, | mM EDTA, pH 8,0) pii 60 V
po dobu 150 minut.

K vizualizaci PCR produkti bylo pouZito barveni
ethidium bromidem (0,5 pg/ml) a naslednou UV-transi-
luminaci pomoci dokumenta¢niho zafizeni Gene
Genius 12 (Syngene, Cambridge, Velkd Britanie).
Velikost PCR produkti byla ur¢ena pomoci 100 bp
DNA standardu obsahujiciho fragmenty 100, 200, 300,
400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200 a 1500 bp
(Malamité, Moravské Prusy, CR).

Ribotypizace s restrikénim enzymem EcoRI

K ribotypizaci byly pouzity EcoRI restrikéni frag-
menty genomové DNA, které byly hybridizovany se
sondou komplementirni ke genim pro 16S a 23S
rRNA. Metodika modifikovand pro bakterie mlécného
kvaSeni vychézela z prace Svece a kol. [15].

Vysledky a diskuze

Biochemicka identifikace pomoci komeréni soupravy
API 50 CH nepotvrdila u nékterych kmenl jejich
pivodni druhové zatfazeni. VétSina kmenti byla identi-
fikovana do druhu L. helveticus, dals$i do druhu L. del-

brueckii a komplexu L. acidophilus (tabulka 2). Proto
byly pro identifikaci kment pouZzity dalsi metody.

Druhové specifickd multiplexovd PCR popsani
Fortinou a kol. [10] je zaloZena na unikatnosti Casti
sekvenci kddujicich dvé aminopeptidazy (pepC, pepN)
a jednu proteazu (htrA) druhu L. helveticus. Velikost
ziskanych fragmentl je 524 pard bazi (bp) pro pepC,
726 bp pro pepN a 918 bp pro htrA. PCR produkty této
velikosti byly detekovany po amplifikaci DNA typového
kmene L. helveticus CCM 7193" (obr. 1). Detekce speci-
fickych PCR produktt pro druh Lactobacillus helveticus
u typového kmene a u 30 bakteridlnich kment ze Sbirky
mlékarenskych mikroorganismt Laktofléra je uvedena
na Obr.1, v Tab. 1 a v Tab. 2. PouZitd metoda je znacné
citlivd, coZz dokazuje detekci PCR produktll pfi rtizné
koncentraci DNA a rizném fedéni hrubych lyzat. PCR
produkty byly detekovatelné po amplifikaci 200 fg puri-
fikované genomové DNA v PCR smési (obr. 2). Nahra-
zeni purifikované genomové DNA hrubymi lyzaty
nemélo vliv na dosazené vysledky amplifikace (obr. 2)
a proto byla druhové specifickd PCR kment ze sbirky
CCDM provadéna z hrubych lyzatd.

Pri aplikaci multiplexni PCR pro druh L. helveticus
bylo prokdzano, Ze primery jsou specifické pro tento
druh aZ na jednu vyjimku. VSechny tfi PCR produkty
byly detekovany kromé L. helveticus také u typového
kmene L. gallinarum CCM 43837 (zkfiZena reakce).
Déle byl detekovan jeden PCR produkt (726 bp) po
amplifikaci DNA kmene L. amylovorus CCM 4380"
a jeden PCR produkt (918 bp) po amplifikaci DNA
kmend L. kefiranofaciens subsp. kefirgranum LMG
151327 a L. kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens
LMG 19149" (tabulka 1, obr. 1). V préci Fortiny a kol.
[8] bylo kromé L. helveticus testovano pouze 9 dalSich
druhti laktobacilti a kmen L. gallinarum testovan nebyl,
zatimco v nasi studii bylo testovano dalSich 28 druhd
laktobacilti a navic 13 druhtt BMK z 5 dalSich roda
béZné se vyskytujicich v mlécnych vyrobcich. Speci-
ficitu primerd tak Ize povaZovat za dostate¢nou, s vyse
uvedenymi vyjimkami, které bude tfeba ovéfit s vyu-
Zitim vétSiho poctu kmeni daného druhu.

K odliSeni testovanych kment druht L. helveticus
a L. gallinarum byla pouzita metoda ribotypizace s re-
strikénim enzymem EcoRI. Byly detekovany odlisné
fingerprinty typovych kmeni (obr. 3), coz potvrdilo
zktiZené reakce v pouzité metodé PCR. Ze 30 kment
CCDM identifikovanych multiplexni PCR jako L. hel-
veticus vytvafelo 27 kmend spolecnou skupinu
s typovym kmenem L. helveticus CCM 7193", &imz
bylo potvrzeno jejich zatazeni do druhu. U tfi kmeni
vytvarejicich dalSi spolecny shluk (tab. 2) nebylo
mozné pomoci shlukové analyzy rozhodnout o zatfazeni
do druhu L. helveticus nebo L. delbrueckii. JelikoZ mul-
tiplexni PCR pro L. helveticus byla pro tyto kmeny po-
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Obr. 3 Porovndni ribotypt typovych kmend
L. helveticus a L. gallinarum
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zitivni, byly rovnéz zatazeny do druhu L. helveticus.
Metoda ribotypizace umoznila zafazeni 4 kmenti do
druhu L. delbrueckii. Jeden z testovanych kmentd byl
pomoci metody ribotypizace zafazen do druhu L. aci-
dophilus. Vzhledem k rozdilnym vysledkim pouZzitych
metod je u tohoto kmene nutné potvrzeni druhového
zatazeni dalSimi metodami.

Porovnani vysledkii dosazenych pomoci druhové
specifické PCR, ribotypizace a biotypizace pomoci API
50 CH soupravy pro 41 testovanych kmend laktobacil
je uvedeno v tabulce 2. Plvodni zarazeni kment
provadéné pomoci jednoduchych biochemickych testt
v 60-90. letech minulého stoleti se shodovalo s vysled-
ky API 50 CH pouze v 18 pfipadech. Vysledky identi-
fikace pomoci API 50 CH se s vysledky ribotypizace
a PCR shodovaly u 29 kment, u 7 kment se liSily.
Sedm kmentl ze studovaného souboru zistalo neza-
fazenych a bude déle testovdno druhové specifickou
PCR pro L. delbrueckii a jednotlivé druhy z komplexu
L. acidophilus s cilem zjistit jejich odpovidajici taxo-
nomické postaveni.

Zavér

Nejnovéjsi metodické postupy byly vyuZity pro
analyzu termofilnich laktobacild uloZenych ve Sbirce
mlékarenskych mikroorganismi Laktoflora (CCDM).
Kombinace druhové specifické PCR pro L. helveticus
a ribotypizace s restrikénim enzymem EcoRI umoZnila
zatazeni 30 kmend do druhu L. helveticus a dalSich
4 kmend do druhu L. delbrueckii. Potvrdil se piinos
vyuziti vice molekularné genetickych metod (polyfazni
pfistup) pfi identifikaci novych bakteridlnich kmeni.
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Souhrn

Konzistence a textura jsou velmi duleZité orga-
noleptické vlastnosti termizovanych syrti, kvili oceka-






