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a RAPD k charakterizaci vySe uvedenych bakterialnich
druhi vyZzaduje dalsi ovéreni.
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Using DiversiLab™ system for species
identification of bhifidobacteria

Abstrakt

Cilem prace bylo zjisténi pouzitelnosti systému
DiversiLab™ pro druhovou identifikaci bifidobakterii
pomoci repetitivni PCR s dvéma rdznymi primery AA
a (GTG)5. Oba primery umozinovaly (pfi pouZziti
rozsiteného Jaccardova algoritmu pro shlukovou analyzu)
odliSeni 20 rtznych druhid typovych kment bifidobakterii.
Jako templat byla pro amplifikaci pouZita jak purifikovana
DNA, tak DNA z hrubych lyzatt bunék. Pfi pouziti DNA
z hrubych lyzati bunék je mozné zpracovat a identifikovat
25 kment v rdmci jednoho pracovniho dne.

Abstract

The aim of this work was to determine the applicability
of the instrument DiversiLab™ for species identification of
bifidobacteria using repetitive PCR with two different
primers, AA and (GTG)S. Both primers allowed (with the
use of extended Jaccard algorithm for cluster analysis) dis-
tinguishing of 20 different species of type strains of bifi-
dobacteria. Both purified DNA so DNA in crude cell
lysates can be used as template for amplification. In the
case of using DNA from cell lysates, it is possible to

process and identify 25 strains within one working day.

1. Uvod

Metoda rep-PCR je typizacni metoda, pti které se ampli-
fikuji useky DNA oddélené v genomu riznymi typy repeti-
ci, napf. repetitivni mimogenovy (mezernikovy) palindrom,
REP - Repetitive Extragenic Palindrome (35-40 bp), kon-
venéni enterobakteridlni intergenova repetice, ERIC -
Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus Sequence
(124-127 bp) a BOX element (154 bp). Uvedené repetice
jsou typické pro genomy mnoha bakteridlnich druht
a v fadé pripadil i pro jednotlivé kmeny. Kratsi repetice jako
(GTG)5 se také nachazeji v mnoha kopiich v mikrobidlnich
genomech a byla prokazéana jejich pouZzitelnost pro PCR
fingerprinting (Versalovic a kol., 1994). Odpovidajici pro-
tokoly se popisuji jako REP-PCR, ERIC-PCR, BOX-PCR
a (GTG)5-PCR. Velkou vyhodou rep-PCR je, Ze reproduko-
vatelné fingerprinty ziskame jak pfi pouZziti purifikované
DNA, tak DNA z hrubych lyzati bunék, narostlych
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v Zivnych bujonech nebo ve formé kolonii na plotnach
(Woods a kol., 1993). Metoda rep - PCR, v kombinaci
s dalsimi molekularné biologickymi metodami, byla pouZita
k typizaci riznych kmend bakterii druhu Lactobacillus
johnsonii (Ventura a Zink, 2002), Lactobacillus sakei
(Hyytid-Trees a kol., 1999). K identifikaci nékterych druht
bakterii rodu Lactobacillus a Enterococcus bylo ovéfovano
pouziti primerd REP1-I, REP2-I a (GTG)5 (Gevers a kol.,
2001, Svec a kol., 2005).

Metoda rep-PCR byla automatizovana za ucelem jejiho
vyuZziti pro typizaci mikrobialnich kment v klinickych la-
boratotfich. Systém je zndm pod obchodnim ndzvem
DiversiLab™ a je zaloZen na déleni amplikonli v mikro-
fluidnim cipu, detekci jejich pozice a intensity fluores-
cence. Vyhodnoceni se provadi pomoci dodaného software
(Healy a kol., 2005a). Tento systém byl pouZit pro charak-
terizaci kmenua Staphylococcus aureus (Shutt a kol., 2005),
vankomycin resistentnich enterokokt (Pounder a kol.,
2006), kvasinek a plisni z rodd Aspergillus, Candida
a Fusarium (Hansen a kol., 2008; Healy a kol., 2005b;
Wise a kol., 2007). Nase prace byla zaméfena na moZnosti
vyuZiti tohoto systému pro identifikaci bifidobakterii.

2. Material a metody

2.1. Chemikalie a bakterialni kultury.

Komponenty pro PCR byly dodéany firmou bioMérieux
(Marcy L’ Etoile, Francie) nebo Top-Bio (Praha, CR),
AmpliTagpolymerasa a pufr (s 1.5 mM MgCl,) byly od firmy
Applied Biosystems (Carlsbad, USA). DNA standard byl
také soucasti dodavaného kitu (bioMérieux Ref 270 678).
Chemikalie pouzivané pro pfipravu pufri a gelt byly Cistoty
p-a. nebo pro molekularni biologii a pochazely z béznych
komerc¢nich zdroji (Sigma-Aldrich, SERVA). Pro optima-
lizaci metody byla pouzita DNA izolovana z typovych nebo
referenénich kmend, které byly ziskdny z Ceské sbirky
mikroorganismii (CCM), Belgian Co-ordinated Collections
of Micro-organisms (LMG), Deutsche Sammlung von
Microorganismen und Zellkulturen (DSM) a Sbirky
mlékarenskych mikroorganismi Laktoflora (CCDM).

2.2. Kultivace bunék a izolace DNA.

Kultivace bifidobakterii byla provadéna v MRSC bujénu
(Merck 1.10661 + 2g/l NAHCO3) pri optimélni teploté
jednotlivych kment z kultur uchovéavanych pii -70 °C
v kultivacnim bujonu s 15 % glycerolu. Pro sniZeni redox
potencialu prostiedi byl pridavan L-cystein hydrochlorid na
vyslednou koncentraci 0,05 % (m/v). Po obnoveni (inoku-
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Obr. 1 Separace DNA pomoci mikrofluidniho analyzéru.

lum 10 %) byly kmeny jedenkrat preockovany a kul-
tivovany za optimalnich podminek do zacatku stacionarni
faze. Na izolaci DNA byl odebrdn 1-2 ml kultury
a skladovan pfi -20 °C. DNA typovych kment byla nasled-
né izolovana pomoci komeréniho kitu DNeasy
Blood&TissueKit (QIAGEN, Hilden, Némecko). Pro
zvySeni vytézku DNA byl modifikovan pracovni postup
zatazenim krokti zvySujicich lyzi mikrobidlnich bunék
(teplotni Sok 2 x (-70 °C, 10 min.; +56 °C, 20 min.)).
Koncentrace izolované DNA byla stanovena pomoci fluori-
metrického stanoveni na pfistroji Qubit s vyuZzitim kitu
Quant-iT dsDNA HS Assay podle doporuceni vyrobce
(Invitrogen, Carsbad, USA) a standardizovana na 25 ng/ul
TE pufrem. Hrubé lyzaty bunék byly pfipraveny z 1 ml kul-
tury (Cerstvé nebo skladované pii -20 °C). Po dvojnasob-
ném promyti odstfedénych bunék sterilni PCR vodou
(18MQ) byl sediment lyzovan 100 pl alkalického lyza¢niho
roztoku (0,05M NaOH + 0,25% SDS), povaren 30 minut
pii 94 °C a rychle zchlazen, aby se zabranilo opétné rena-
turaci. Nakonec byly vzorky fedény 50krat a 400krat PCR-
vodou a skladovény pfi -20 °C do doby analyzy. Tésné pred
pipetovanim do PCR smési byly vzorky opét povareny
5 min pii 94 °C.

Tiskovd oprava:

(§vejcarové M., Elich O., Pechacova M., Mala G.)
Mlékarské listy 128, str. I-IV

Podékovani

Vliv zpiisobu dojeni a faze laktace na technologické parametry ovéiho mléka a kvalitu vyrobku

Préice byla podporovéna prostiedky projektu MZe QH72286 a vyzkumnym zdmérem MSMT CR MSM 2672286101.
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Obr. 2 Shlukova analyza rep-PCR fingerprintd typovych kmend rodu Bifidobacterium s primerem AA
(DiversiLab™ Bifidobacteriumkit 270604, BioMérieux, Marcy I’Etoile, Francie)
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2.3. rep-PCR pro rod Bifidobacterium s vyuzitim
DiversiLab™ Bifidobacterium kitu

Pti amplifikaci byla pouzita smés o nasledujicim sloZeni
- rep-PCR MM1 18,0 ul, 10x reakéni pufr GeneAmp
(AppliedBiosystems, Carlsbad, USA) 2,5 ul; primer mix
AA (bioMérieux, Marcy L” Etoile, Francie; Ref 270 604)
2,0 ul; DMSO 0,5 pl, AmpliTaqg DNA Polymerase (5 U/ul)
0,5 ul a DNA templat (25 ng/ul, hruby lyzat bunék fedény
50x - HL 50x) 2 pl. Amplifikace probihala za podminek:
94 °C/30 s - denaturace DNA, 65 °C/30 s - hybridizace
primerd, 70 °C/90 s - syntéza DNA fetézce. Amplifikace
probéhla v 35 cyklech. Pfed prvnim cyklem byla smés
zahfivana pfi 94 °C/120 s, v poslednim cyklu byla syntéza
fetézce pfi 70 °C prodlouZena na 180 s. Poté byla reakéni
smés ochlazena na 10 °C.

24 rep-PCR pro rod Bifidobacterium s vyuzZitim
primeru (GTG)S5 (Gevers a kol., 2001)

Pti amplifikaci byla pouzita smés o nasledujicim slozeni

- PCR H,O (Top-Bio, Praha, CR) 14,5 pl, 10x zeleny pufr

(Top-Bio) 2,5 pl; primer (GTG)5 (10 pM/ pl, Generi-
Biotech, Hradec Kréalové; CR) 2.5 ul; dNTP (Fermentas)
0,5 pl, MgCl, (25 mM) 1,5 pl, polymerasaCombiTaq
(1U/ pl, Top-Bio) a DNA templat (25 ng/ul, hruby lyzat
bunék fedény 50x nebo 400x - HL 50x, 400x) 2 pl.
Amplifikace probihala za podminek: 94 °C/60 s - denatu-
race DNA, 50 °C/60 s - hybridizace primert, 72 °C/240 s -
syntéza DNA fetézce. Amplifikace probehla v 35 cyklech.
Pred prvnim cyklem byla smés zahtivana pti 94 °C/420 s,
v poslednim cyklu byla syntéza fetézce pti 72 °C prodlou-
Zena na 420 s. Poté byla reakcni smés ochlazena na 10 °C.

2.5. Analyza amplikonii pomoci pristroje DiversiLab™,
vyhodnoceni vysledkii.

Analyza amplikoni byla provadéna podle doporuceni
vyrobce (bioMérieux, Marcy L~ Etoile, Francie) na pfistro-
ji DiversiLab™ (obr. 1), jehoz zdkladem je Bioanalyser
2100 firmy Agilent. Amplikony byly naneseny na DNA
Cipy (bioMérieux, Ref 270 680) a elektroforeticky sepa-
rovany podle velikosti. Vyhodnoceni vysledki bylo

Xl

MLEKARSKE LISTY &. 129



VEDA, VYZKUM

provadéno pomoci software DiversiLab™ (bioMérieux)
s vyuzitim shlukové analyzy (extended Jaccard).

3. Vysledky a diskuse

Casteéné vysledky shlukové analyzy repetitivni PCR
s primery AA pro typové kmeny bifidobakterii jsou uvedeny
na obr. 2. Software DiversiLab™ umoziiuje 3 rizné metody
vyhodnocenti, které preferuji vice intensitu banda nebo jejich
pozici. Nejlepsi vysledky byly dosaZeny pfi pouZiti metody
extended Jaccard, kdy shlukova analyza umoznila oddéleni
vSech testovanych druhti a poddruhii bifidobakterii. Ve vSech
ptipadech amplikony ziskané s purifikovanou DNA (50 ng/
PCR smés) a s DNA z hrubych lyzatt (50x) stejného kmene
tvofily jeden shluk s vySsi nez 70 % podobnosti profild
1 v pfipadé opakovanych analyz. Pokles podobnosti profilt
u nékterych analyzovanych kment byl zptisoben rozdily
v intenzité nebo v pfitomnosti malych ¢i velkych fragmentd
mezi profily ziskanymi amplifikaci purifikované DNA

a DNA z hrubych lyzata bunék.

Castecné vysledky shlukové analyzy repetitivni PCR
s primerem (GTG)S pro typové kmeny bifidobakterii jsou
uvedeny na obr. 3. V piipadé tohoto primeru byly u nékte-
rych kment testovany dvé koncentrace purifikované DNA
(50 a 100 ng/PCR smés) a dvé koncentrace hrubych lyzata
(fedéni 50x a 400 x). Pro vyhodnoceni profili (finger-
print) byla pouzita metoda extended Jaccard, kterd davala
z dostupnych metod nejlepsi vysledky. Ve vsech pfipadech
tvorily amplikony ziskané po amplifikaci purifikované
DNA a DNA z hrubych lyzatd bunék stejného typového
kmene jeden shluk s vySsi nez 60 % podobnosti. Jako opti-
malni se jevilo pouZiti 2 pl purifikované DNA o koncen-
traci 25 ng/ pl nebo 50 x fedénych hrubych lyzati.

Zaver

Ziskané vysledky dokazuji pouzitelnost metody rep-PCR
s primery AA nebo (GTG)S5 pro rozliSeni typovych kmenti
bifidobakterii 20 rtiznych druhti. Z hlediska rozliSeni jed-
notlivych typovych kmeniti byly vysledky obou testovanych

Obr. 3 Shlukova analyza rep-PCR fingerprintd typovych kmend rodu Bifidobacterium s primerem(GTG)5
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metod srovnatelné. Nevyhodou prvni testované metody je
vysoka cena potfebnych komponent pro PCR, kterd se
pohybuje ve vysi 1000 K¢/vzorek. Velkou vyhodou metody
je moznost pouziti hrubych lyzétt bunék pro analyzu, coz
umoziuje ziskat vysledek identifikace nezndmého kmene
béhem jednoho pracovniho dne (identifikace 24-26 ne-
znamych izolatd béhem 8 h). Obé vytvorené databaze jsou
prubézné dopliiovany o dalSi typové kmeny a jsou
v soucasné dobé rutinné vyuzivany pro typizaci izolo-
vanych kmenu bifidobakterii ve Sbirce mlékarenskych
mikroorganismu Laktoflora (CCDM).

Podeékovdni
Tato prace vznikla diky finan¢ni podpote MSMT v ramci
projektu 2B08068.
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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

V ramci feSeni projektu MSMT ¢. CZ.1.07/2.3.00/09.0081
"Komplexni vzdélavani lidskych zdroji v mlékarstvi"
navstivili feSitelé a lektofi tohoto projektu na podzim 2011
ve dvou terminech Spickové zahrani¢ni laboratorni
mlékarské pracovisté - Pieno Tyrimai v Kaunasu, Litva.

Program Skoleni na Pieno Tyrimai a odborné diskuze na
dalSich pracovistich zabyvajicich se kontrolou, vyzkumem
a vyukou mlékarské problematiky:

1) Systém testovani kvality a slozeni mléka v Litve, orga-

nizace testovani a mlécné laboratore (odborna diskuse);

2) Exkurze na Litevské univerzité zdravotnich véd a Ve-
terinarni akademii;

3) Navstéva experimentalni a vyukové farmy dojnic
Veterinarni akademie;

4) Technické zajiSténi mlécné laboratore a systém kon-
troly kvality prace, dohledatelnost méfent;

5) Navstéva a exkurze Narodniho dstavu potravinovych
a veterinarnich rizik ve Vilniusu;

6) Studium referencnich mlékarskych analytickych
metod (RIL, T, B, L, STP, Urea, PSB, CPM, patogeny
mastitid) - principy a zajiSténi kvality, nejistoty
vysledkd, kontrolni systém kvality v laboratofi;

7) Exkurze a navstéva Technické univerzity v Kaunasu
(experimentalni pracovisté mlékarské technologie);

8) Studium rutinnich mlékarskych analytickych metod
(RIL, T, B, L, STP, Urea, PSB, CPM) - principy
a zajisténi kvality, nejistoty vysledkd, kontrolni sys-
tém kvality v laboratofi;

9) Exkurze a navstéva zavodu Kaunaskych mlékaren,
zavod Mlécné hvézdy Kaunas (technologie a produkty).

Litva v kostce

Statni zfizeni: republika, od r. 2004 ¢lenem EU
Hlavni mésto: Vilnius

Meéna: 1 litas (LTL) = cca 7 K¢

Rozloha: 65000 km?
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