VEDA, VYZKUM

ijejich supernatantem. Laktobacily nejméné inhibovaly rist
Enterobacter aerogenes CNCTC 5572. V praci Elkins a kol.
(2008) byla také prokdzana inhibi¢ni aktivita kment lakto-
bacilt Lbc. acidophilus (6 kmentl), Lbc. casei (1 kmen),
Lbc. gasseri (3 kmeny) ke kmenim Staphylococcus aureus.

Z vysledki vyplyva, Ze by laktobacily pro nejlepsi
antimikrobidlni ochranu a tudiz i ovlivnéni zdravotniho
stavu hostitele mély byt v Zivotaschopné formé a izolované
z travicitho traktu Clovéka. Z hlediska technologického
vyuziti by mohl byt kmen Lbc. casei ZU10 pouZit jako
dopliikova probiotickd kultura, ostatni izolaty dostatec¢né
ristové a kysaci vlastnosti v mléce neprokézaly. Lbc. aci-
dophilus 73 prokazal nejvysSi autoagregacni schopnost
a hydrofobicitu povrchu bunék ze vSech kmentl izolovanych
z traviciho traktu a proto by mél byt schopen nejlepsi
adheze ke stfevni sténé. Ostatni kmeny v porovnani s vlast-
nostmi komercniho probiotického kmene Lbc. acidophilus
LA-5 a sbirkového kmene Lbc. acidophilus CCDM 406
vykazuji probiotické vlastnosti v mensim rozsahu. Dale se
prokazalo, Ze autoagregace a hydrofobicita povrchu bunék
jsou kmenové specifické vlastnosti.

Autori Eldnku dékuji Doc. Ing. Evé Vikové, PhD. z CZU
v Praze za poskytnuti izoldtii laktobacilil.

Prdce byla podpotena grantem MZe CR & QI 111B053
z programu Vyzkum v agrdrnim komplexu VAK s pocdtkem
feSeni projektii v roce 201 1.
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Identification of bacterial Clostridium strains
isolated from cheese

Souhrn

Byl analyzovan soubor 40 kment, které byly izolovany
z mléka a syrti s pozdnim dufenim. Pomoci rodové specifické
PCR bylo potvrzeno zarazeni kment do rodu Clostridium.
Pomoci druhové specifickych PCR bylo 5 kment zarazeno
do druhu C. butyricum a 26 kmenti do druhu C. tyrobu-
tyricum. Variabilita jednotlivych kmenti v uvedenych druzich
byla posouzena pomoci rep-PCR a RAPD.

Abstract

PCR methods were used to analyse and identify the col-
lection of 40 bacterial strains isolated from milk and late-
blowing cheeses. It was proved that all of the strains belong
to Clostridium genus. Species identification was achieved
for 31 strains, where 5 strains were identified as Clostri-
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dium butyricum and 26 strains as Clostridium tyrobu-
tyricum. Variability of strains in the species was evaluated
using rep-PCR and RAPD.

1. Uvod

Klostridie fermentuji Sirokou Skalu organickych
sloucenin. Béhem fermentace produkuji kyseliny maselnou
a octovou, butanol, aceton, oxid uhlicity a vodik. Klostridie
rovnéZ produkuji fadu extracelularnich enzymu, které
degraduji organické makromolekuly (napf. proteiny, lipidy,
kolagen, celulosu aj.) a proto hraji dualeZitou roli
v biodegradacnich procesech. VEtSina klostridii jsou sapro-
fyty, ale nékteré jsou patogenni pro ¢lovéka, hlavné druhy
Clostridium perfringens, C. difficile a C. tetani (Finegold
a kol., 2002).

Nékteré druhy klostridii jsou vyznamné i pro potravi-
narstvi (syrarstvi). Béhem dlouhé doby zrani syrt se mize
projevit pozdni dufeni, které je zplsobeno vyvojem
a rastem klostridialnich spér a pozdéji predevsim aktivitou
vegetativnich bunék bakterii rodu Clostridium. Vznikajici
plyny zpusobuji dufeni syrti (v extrémnich pfipadech muze
dojit az k puknuti syrtt). Pozdni dufeni se projevuje zejmé-
na u syrt s dlouhou dobou zrani (Le Bourhis a kol., 2005;
Ttma a kol., 2008).

Z genetického hlediska je rod Clostridium velmi rozma-
nity. Na zdkladé analyzy 16S rRNA genil lze tento rod
rozdélit do nékolika podskupin (Song a kol., 2002).
Podskupina I, kterd zahrnuje klostridia nachézejici se ve
zdufelych syrech, se vyznacuje vysokym stupném podob-
nosti (vice nez 90 %) (Le Bourhis a kol., 2007). V literature
je znacna pozornost soustfedéna na identifikaci patogennich
druha (Song, 2005). Kombinace molekularné biologickych
metod zaloZenych na DGGE a PCR se specifickymi primery
se osvédcila jako jedna z nejvyhodnéjSich metod pro identi-
fikaci bakterii Clostridium sp. v syrech poskozenych pozd-
nim dufenim (Cocolin a kol., 2004). Ve zrajicich syrech se
nejcastéji vyskytuji spory druhtt C. tyrobutyricum, C. bei-
Jjerinckii, C. butyricum, C. sporogenes, C. pasteurianum,
C. tetanomorphum, C. tertium a C. perfringens (Le Bourhis
a kol., 2007).

Cil prdce

Cilem této prace byla identifikace a charakterizace
vybranych kment bakterii rodu Clostridium izolovanych
z mléka a syrG pomoci DNA amplifikaénich metod.
Pfibuznost mezi jednotlivymi kmeny byla stanovena
molekularné typizaénimi metodami.

2. Material a metody

2.1. Chemikalie a bakterialni kultury

V experimentech byly pouZzity nasledujici chemikalie:
agarosa pro elektroforézu DNA (Serva, Heidelberg, SRN),
dodecylsulfat sodny (SDS) (Serva, Heidelberg, SRN),
ethidiumbromid (EtBr) (Sigma, St.Louis, USA), ethylen-
diamintetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg,

SRN), M.R.S. Broth (Oxoid, Velka Britanie), proteinasa K
(Sigma, St.Louis, USA). Primery pro PCR byly synteti-
zovany ve firmé Generi-Biotech (Hradec Kralové, CR);
Tagl DNA polymerasa byla od firmy Bio-Tech (Praha,
CR), DNA standard 100 bp Zebficek byl od fy Malamité
(Moravské Prusy, CR). Ostatni chemikalie byly Cistoty p.a.
a pochazely z béZnych komercénich zdroji.

Analyzované kmeny klostridii byly ziskdny ze spo-
le¢nosti MILCOM Praha (pracovist¢ Tabor). Jednd se
o bakteridlni kmeny izolované z mléka a syru. Jako kontro-
la byly pouzity kmeny Clostridium tyrobutyricumm DSM
2637" a Clostridium butyricum DSM 10702 (DSMZ -
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen, Braunschweig) a Clostridium sporogenes
CCM 4423" 7 Ceské sbirky mikroorganismii (CCM -
Czech Collection of Microorganisms, Brno, CR).

2.2. Zarizeni

Koncentrace a Cistota izolované DNA byla méfena na
spektrofotometru NanoPhotometer (Implen, Miinchen,
Némecko). K amplifikaci PCR smési byl pouzit programo-
vatelny cyklator Termocykler DNA Engine, Peltier
Thermal Cycler-200 (Bio-Rad, Philadelphia, USA). K sep-
araci amplikonll bylo pouZito zafizeni pro elektroforézu
Easy-Cast, B1 (Owl Scientific, Rochester, USA) a zdroj
elektrického napéti pro elektroforézu Enduro 300 V
(Labnet International, Woodbridge, USA). K identifikaci
produktd PCR byl pouzit transiluminidtor TVR-312A
(Spectroline, Albany, USA) a vysledky byly dokumen-
tovany digitdlnim fotoaparatem.

2.3. Metody
2.3.1. Kultivace buné€k a izolace DNA

Lyofilizaty bunék rozpusténé v tekutém RCM médiu
(Oxoid, Basingstoke, Velka Britanie) byly nao¢kovany do
tekutého RCM média a kultivovany pti 37 °C po dobu
24 hodin. Buriky z 1 ml kultury byly centrifugovany pfi
15 000 ot po dobu 5 min, promyty ve vodé a resus-
pendovany v 500 pl lyzac¢niho pufru (10 mM Tris HCI, pH
7,8; 5 mM EDTA, pH 8,0; lysozym 3 mg/ml). Smés byla
inkubovana 1 hodinu pfi laboratorni teploté a poté bylo
pridano 12,5 ul 20 % SDS (dodecylsulfat sodny - detergent)
a 5 pl proteinasy K (100 pg/ml) a vzorky byly inkubovany
pfi 55 °C pres noc (18 hodin). DNA byla extrahovana
metodou fenolové extrakce (Sambrook a Russel, 2001).
DNA byla sraZena ethanolem pifi -20 °C po dobu 15 min
a nasledné centrifugovéana ptfi 15 000 ot/min po dobz 15
minut. Supernatant byl slit a DNA byla vysuSena v exsika-
toru. Poté byla DNA rozpus§téna v 100 ul TE pufru (10 mM
Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7.8). Pfitomnost a integrita
izolované bakterialni DNA byla zjisSfovana pomoci gelové
elektroforézy na agarose. Koncentrace DNA byla stanove-
na spektrofotometricky z hodnoty absorbance pii 260 nm
(A260nm) (Sinden, 1994). Z poméru hodnot absorbanci
As6onm/Azsonm byla stanovena cistota DNA. Po stanoveni
koncentrace byly vzorky DNA fedény TE pufrem na
vyslednou koncentraci 10 ng/pl.
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Tab. 1 Rodové a druhoveé specifické primery pro identifikaci bakterii rodu Clostridium sp. a jejich typizaci

Rod/druh Primer Sekvence 5’ — 3’ Amplikon (bp) Reference
Rod F1 CTCAACTTGGGTGCTGCATTT
1 Rekh I, 2
Clostridium P2 ATTGTAGTACGTGTGTAGCCC 619 ekha a spol., 2006
) CtiF AACTGAAACAGCATGACT
C. tyrobutyricum CHIR TETAGATAAAGGTCAAGC 233 Herman a spol., 1995
) CBISF CCTCCTTTCTATGGAGAAATCTAGCA
. 262 Nakanishi l,2
C. butyricum CBISR TGTAGCTTGACCTTTTTAAGTTTTGA 6 akanishi a spol., 2005
rep-PCR (GTG)s GTGGTGGTGGTGGTG 420-2 500 Gevers a spol., 2001
165-23S rDNA Pri GGTGCGGGAA 500-1 460 Nakanishi a spol., 2005
16S-23S rDNA Pré CCCGTCAGCA 230-1 550

Tab. 2 SloZeni smési pro PCR

Slozka Primer/objem (pl)
Rod Clostridium  Clostridium butyricum  Clostridium tyrobutyricum (GTG)s RAPD
Voda pro PCR 19,0 12,5 18,0 8,0 12,0
Pufr pro PCR kompletni 2,5 2,5 2,5 0
Pufr pro PCR bez MgCl2 0 0 0 2,5 2,5
MgCl2 (25 mM) 0 0 1,0 5,0 5,0
DMSO pro PCR 0 0 0 0,5 0,5
dNTP (10 mM) 05 1,0 05 1,0 1,0
5" primer (10 pmol/ul) 0,5 1,0 0,5 2,0 2,0
3’ primer (10 pmol/ul) 0,5 1,0 0,5 0 0
DNA polymerasa 1.1 (1 U/ul) 1,0 2,0 1,0 1,0 1,0
Matrice DNA (10 ng/ul) 1,0 5,0 1,0 5,0 1,0

2.3.2. Amplifika¢ni metody

K urceni identity pouzitych kment byla pouZzita PCR speci-
fickd pro rod Clostridium a druhy Clostridium tyrobutyricum
a Clostridium butyricum. Sekvence primerti je uvedena
v Tabulce 1. SloZeni smési pouzitych pri amplifikaci je uve-
deno v Tabulce 2. Celkovy objem smési pro PCR byl 25 pl.
Amplifikace probihala za podminek: rod Clostridium:
95 °C/30 s - denaturace DNA, 53 °C/30 s - hybridizace
primerd, 72 °C/lmin - syntéza DNA fetézce; druh
Clostridium tyrobutyricum: 95 °C/30 s - denaturace DNA,
60 °C/30 s - hybridizace primert, 72 °C/30 s - syntéza DNA
fetézce a druh Clostridium butyricum: 95 °C/30 s - denaturace
DNA, 55 °C/30 s - hybridizace primerd, 72 °C/30 s - syntéza
DNA fetézce. Amplifikace probéhla vzdy v 30 cyklech. Pred
prvnim cyklem byla smés zahfivana pii 95 °C/5 min;
v poslednim cyklu byla syntéza fetézce pii 72 °C prodlouzena
na 7 min. Poté byla reak¢ni smés ochlazena na 10 °C.

K typizaci studovanych kment byla pouZita interrepeti-
tivni polymerazova retézova reakce (rep-PCR) s vyuzitim
primeru (GTG)s5, (Gevers a kol., 2001). SloZeni optimali-
zované smési pro PCR je uvedeno v Tabulce 2. Amplifikace
probihala za podminek: 94 °C/1 min - denaturace DNA,
46,3 °C/1min - hybridizace primerti, 72 °C/1 min - syntéza
DNA fetézce. Amplifikace probéhla v 35 cyklech. Pred
prvnim cyklem byla smés zahfivana pii 94 °C/5 min;
v poslednim cyklu byla syntéza fetézce pri 72 °C prodlou-
Zena na 10 min.

K typizaci studovanych kment byla pouzita RAPD
s vyuzitim primerd PR1 a PR6 (Nakanishi a kol., 2005).
Slozeni optimalizované smési pro PCR je uvedeno
v Tabulce 2. Amplifikace probihala za podminek:

95 °C/1min - denaturace DNA, 36 °C/1min - hybridizace
primerti, 72 °C/2 min - syntéza DNA fetézce. Amplifikace
probéhla v 45 cyklech.

K separaci amplikonti byly pouzity gely o hustoté
agarosy: 1,8 % pro rodové a druhové specifické PCR, 1,4 %
pfi rep-PCR a RAPD.

Obr. 1 Citlivost rodové specifické PCR pro rod Clostridium

2 3 doab b TaIReg 9" 10

Podminky: 1,8 % agarosovy gel, TBE pufr (45 mM kyselina boritd, 45 mM Tris-base,
1 mM EDTA (pH 8.0)). Béhy - (S): DNA standard (100-1500 bp), (1) - (9): amplikony
amplifikované z bakteridini DNA (10 ng, 1 ng, 100, 10, 1 pg, 100, 10, 1 fg, and

100 ag/ul), (10): negativni kontrola (bez DNA). DNA byla izolovana z typového kmene
Clostridium butyricum DSM 10702. Naneseno bylo 25 ul vzorku.
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Obr. 2 Gelova elektroforéza produkti PCR na agarose pfi
optimalizaci teploty hybridizace primeru (GTG)s

S 1
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Podminky: 1,4 % agarosovy gel, TBE pufr (45 mM kyselina boritd, 45 mM Tris-base,

1 mM EDTA (pH 8.0)). Béhy - (S): DNA standard (100-1500 bp), (1) - (11): amplikony
amplifikované z bakteridini DNA (teplota hybridizace - 45,0; 45,4; 46,3; 47,5; 49,2;
51,4; 53,9; 56,0; 57,7; 58,8; 59,7 a 60,0 °C). DNA byla izolovdna z typového kmene
Clostridium tyrobutyricum DSM 2637". Naneseno bylo 5 ul produktu PCR.

3. Vysledky a diskuze

Byl analyzovan soubor 40 kment, které byly izolovany
z mléka a syrti s pozdnim dufenim. Pomoci rodové specifické
PCR bylo potvrzeno zarazeni izolati do rodu Clostridium.
Pomoci druhové specifickych PCR bylo 5 kment zarazeno
do druhu C. butyricum a 26 kment do druhu C. tyrobu-
tyricum. Citlivost rodoveé specifické PCR je uvedena na
Obr. 1. Nejnizs§i mnoZzstvi DNA, amplifikovatelné v PCR za
vzniku detegovatelného produktu PCR, byl 1 pg (béh €. 5).

Pfi optimalizaci PCR primery specifickymi pro druh
C. tyrobutyricum byla zjiSténa tvorba nespecifickych amp-
likonti velikosti 300-500 part bazi (bp). Nespecifické amp-
likony vznikaly pfi vSech testovanych teplotich hybridizace
(v rozmezi 50-60 °C) a to v intenzité, kterd odpovidala
intenzité specifického produktu PCR. Vyrazny vliv na inten-
zitu nespecifickych produkti meéla koncentrace DNA
matrice. Tvorba slabych nespecifickych amplikonti byla
rovnéz uvadéna v puvodni praci (Nakanishi a kol., 2005).

Pfi identifikaci kmend druhu C. tyrobutyricum byl pouZit
vnéjsi par primerd z hnizdové PCR (Herman a kol., 1995).
I kdyZz v ptvodni praci je uvedeno, Ze vnéj$i i vntini par
primerd jsou specifické pro druh C. tyrobutyricum, byla
zjiSténa tvorba nespecifickych amplikond. Stejny poznatek
je popsan i v praci Tama a kol., 2008. Primery byly
odvozeny z mezernikové oblasti 16S-23S rDNA a tvorba
nékolika amplikond miZe byt zplisobena variabilitou
v mezernikové oblasti (Garcia-Martinez a kol., 1996;
Boyer a kol, 2001).

Obr. 3 Gelova elektroforéza produktii PCR na agarose pfi
optimalizaci teploty hybridizace primeru Pr6 pri RAPD

2083 R Be LML 687 & -8: 7.9~ 10.%11 712
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Podminky: 1,4 % agarosovy gel, TBE pufr (45 mM kyselina boritd, 45 mM Tris-base,

1 mM EDTA (pH 8.0)). Béhy - (S): DNA standard (100-1500 bp), (1) - (12): amplikony
amplifikované z bakteridlni DNA (teplota hybridizace - 33,0; 33,2; 33,5; 34,0; 34,7;
35,6; 36,6; 37,5; 38,1; 38,5; 38,9 a 39,0 °C). DNA byla izolovdna z typového kmene
Clostridium tyrobutyricum DSM 2637". Naneseno bylo 5 ul produktu PCR.

Variabilita jednotlivych kment v uvedenych druzich byla
hodnocena pomoci rep-PCR a RAPD. Vliv teploty
hybridizace primeru (GTG)s na pocet amplikontl je uveden
na Obr. 2. Jako optimélni teplota hybridizace primeru (GTG)s
byla zvoleno 46 °C. Interrepetivni polymerazova fetézova
reakce (rep-PCR), zaloZena na amplifikaci repetitivnich ele-
mentt, byla pouzita v fadé pripadt i pfi typizaci mikroorga-
nismu, které se znac¢né odliSovaly od mikroorganismu, ve
kterém repetitivni sekvence byly puvodné nalezeny
(Escherichia coli) (Versalovic a kol., 1991). Primery (GTG)s
pro rep-PCR byly s tispéchem pouzity k identifikaci a charak-
terizaci bakterii druhtt Bifidobacterium (Ktizovd a kol.,
2008), Lactobacillus (Gevers a kol., 2001) a Lactococcus
(Prodélalova a kol., 2005). Dale byl optimalizovan vliv teplo-
ty hybridizace primerti PR1 a PR6 na pocet amplikonti. Jako
optimalni teplota hybridizace primerti Pr1 a Pr6 bylo zvoleno
36,0 °C. Tato teplota hybridizace se shoduje s teplotou uvade-
nou v literatufe (Nakanishi a kol., 2005). Jako vhodnéjsi se
jevila amplifikace za pouziti primeru PR6. Vliv teploty pro
primer PR6 je uveden na Obr. 3.

Pii pouziti typizaCnich metod vSak nedoslo k vytvoreni od-
délenych shluku, které by zahrnovaly kmeny pouze jednoho
druhu. Vzhledem k malému poctu kmenti C. butyricum v ana-
lyzovaném souboru je predCasné vyvozovat zaveéry o vhod-
nosti pouziti nékteré z vySe uvedenych typizacnich metod.

4. Zavér

Postupy uvedené v praci jsou vhodné pro rodovou
a druhovou identifikaci druhti Clostridium tyrobutyricum
a Clostridium butyricum, které se nejcastéji vyskytuji
v syrech s vadou pozdniho dufeni. PouZiti metod rep-PCR
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a RAPD k charakterizaci vySe uvedenych bakterialnich
druhi vyZzaduje dalsi ovéreni.

Podékovdani
Tato prace byla podporovdna grantem ¢. 2B08070
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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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