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Vysledky

Byly testovany dva prebiotické preparaty Orafti GR a Viva-
star Dietary Fibre s obsahem vldkniny z ceredlii a psylia.

1. Kysany mlécny vyrobek s Orafti GR

Miéko 3,5 % tuku s pridavkem 2 % Orafti GR bylo
vysoce pasterovano (85 °C/ 10 minut) a zaockovano smés-
nou mlékarskou kulturou o slozeni CCDM 144 v davce
1 %, CCDM 151 v davce 0,1 % a CCDM 94 v davce 0,1 %.
Zaockované mléko bylo kultivovano pfi teploté 37 °C po
dobu 15 hodin. Poté zchlazeno na teplotu 4 °C.

Po kultivaci byla stanovena aktivni kyselost a senzorické
vlastnosti kysaného vyrobku panelem 3 hodnotitelt (Tab. €. 3).

Tab. 3 Stanoveni aktivni kyselosti a zhodnoceni senzorickych
vlastnosti kysaného ndpoje s 2 % Orafti GR
Aktivni kyselost (pH) Vzhled a konzistence

42 Hustd aZ viskozni konzistence
bez uvoliiovani syrovatky

Chut a viiné
Lahodnd, miécnd

2. Kysany mlécny vyrobek s Vivastar Dietary Fibre

Miléko 3,5 % tuku bylo vysoce pasterovano (85 °C/10 mi-
nut) a zaockovano smésnou mlékarskou kulturou o sloZeni
CCDM 144 v davce 1 %, CCDM 151 v davece 0,1 %
a CCDM 94 v davce 0,1 %. Mléko bylo kultivovano pfi
teploté 37 °C po dobu 15 hodin. Poté zchlazeno na teplotu
4 °C a byla priddna vlaknina Vivastar Dietary Fibre s ochu-
cenim vanilka v déavce 80 g na 1 1 mléka.

Po kultivaci byla stanovena aktivni kyselost a senzorické
vlastnosti kysaného vyrobku panelem 3 hodnotitelt (Tab. ¢. 4).

Tab. 4 Stanoveni aktivni kyselosti a zhodnoceni
senzorickych viastnosti kysaného napoje
S 8 % Vivastar Dietary Fibre

Vzhled a konzistence

42 Husta aZ viskdzni konzistence
bez uvoliiovani syrovatky

Chut a viiné

Lahodnd,
po ochuceni - vanilka

Aktivni kyselost (pH)

Pokusy bylo zjiSténo, ze kysany mlécny vyrobek s pro-
biotickymi mikroorganismy lze obohatit o prebiotickou
vlakninu bez negativniho vlivu na konzistenci a chut
vyrobku. Mléény vyrobek s Orafti GR je vhodny produkt
pro vydej v Milkbaru i pro skladovani. Kysany mlécny
vyrobek s probiotiky a vlakninou Vivastar Dietary Fibre je
mozno pripravovat pouze jako napoj pro okamzitou konzu-
maci pro pfimy vydej v Milkbaru.

Uvedené vysledky vznikly za podpory TA02011293,
ROO0513.
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Simply method of DNA isolation from bacterial
cells of genus Lactobacillus

Souhrn

Identifikace bakterialni DNA se sklada z nékolika kroku:
ptiprava DNA ve vhodné kvalité, kterd zahrnuje lyzi buné€k,
extrakci a purifikaci DNA. Poté nasleduje vlastni identi-
fikace bakterii pomoci polymerdzové tetézové reakce
(PCR) a jinych molekularné diagnostickych metod. Pomoci
roztoku praciho prasku (obsahujicich enzymy pro
degradaci bakterialnich bunék) byly pfipraveny hrubé lyza-
ty bunék Lactobacillus plantarum CCM 7039, Lacto-
bacillus fermentum CCM 7192, Lactobacillus rhamnosus
CCM 1825 a Lactobacillus casei subsp. casei CCM 7088.
Z hrubych lyzatd bunék byla izolovana DNA za pouziti
metody vysolovani roztokem NaCl. Kvalita DNA a pfitom-
nost cilové DNA byla ovéfena PCR, ve které byly pouzity
primery specifické pro rod Lactobacillus.

Klicova slova: bunécné lyzaty, Lactobacillus, DNA,
polymerazova fetézova reakce (PCR), NaCl

Abstract

Identification of bacterial DNA consists of several steps:
preparation of DNA in a suitable quality. The process
includes cell lysis, extraction and purification of DNA
followed by identification of the bacterial species using
polymerase chain reaction (PCR) and other molecular diag-
nostic methods. Cell lysates of Lactobacillus plantarum
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CCM 7039, Lactobacillus fermentum CCM 7192,
Lactobacillus rhamnosus CCM 1825, and Lactobacillus
casei subsp. casei CCM 7088 were prepared using washing
powder solutions (containing enzymes for bacterial cell
destruction). DNA was salted out by NaCl solution from
these crude cell lysates. The quality of isolated DNA and
the presence of the target DNA were verified by PCR using
primers specific to the genus Lactobacillus.

Key words: cell lysates, Lactobacillus, DNA, poly-
merase chain reaction (PCR), NaCl

1. Uvod

Nékteré druhy bakterii mlécného kvaseni (BMK) jsou po
staleti pouZivany pfi pfipravé fermentovanych potravin
(mléko a mlééné vyrobky, zelenina, maso) a jsou
povazovany za zcela bezpecné (maji status GRAS -
Generally Recognized As Safe) [1]. Jsou dilezité pro lidské
zdravi, nebot pozitivné ovliviiuji funkci gastrointestindl-
niho traktu [2]. Pro praktické vyuziti je dialezita identi-
fikace druht, tj. jejich pfifazeni do stavajicich taxond.
Moderni bakteridlni taxonomie vyuZiva analyzy makro-
molekul, zejména DNA. V soucasné dobé existuje velké
mnozstvi molekuldrné-biologickych metod, pomoci
kterych je mozno identifikovat cilovy mikroorganismus.
Nejrozsitenéjsi molekularné diagnostickou metodou v la-
boratofich je polymerazova fetézova reakce (PCR), kterd
byla pouzita i pro identifikaci bakterii rodu Lactobacillus
[3-4]. Identifikace bakteridlni DNA se sklada z n€kolika
krokt: lyze bunék, extrakce a purifikace DNA a identi-
fikace bakteridlniho druhu pomoci PCR. Prvnim krokem je
izolace bakteridlni DNA v Cistoté vhodné pro PCR. Nejvice
pouzivanymi postupy izolace DNA jsou fenolova extrakce
[5], chelata¢ni ¢inidla [6], adsorpce na magnetické Castice
[7] a vysolovani [8, 9]. Enzymy pouZivané pro piipravu
hrubych lyzati bakterialnich bunék jsou pomérné drahé
a narocné na skladovani. Tento problém muZe byt vyfeSen
pouZitim alternativni metody - pouZziti pracich praska
obsahujicich enzymy pro degradaci bakteridlnich bunék
s nasledujicim vysolovanim DNA.

Cilem prace bylo ovérit vhodnost pouZiti metody pripravy
hrubych lyzatd bunék rtznych druht rodu Lactobacillus
pusobenim enzymi z praciho prostfedku; z hrubych lyzata
bunék izolovat DNA vysolovanim roztokem NaCl a oveéfit
kvalitu izolované DNA pouzitim v PCR.

2. Material a Metody

2.1. Chemikadlie a bakteridlni kultury

Primery pro PCR byly syntetizovany ve firmé Generi-
Biotech (Hradec Kralové, CR); Tagl a Tag Purple DNA
polymerasy byly od firmy Bio-Tech (Praha, CR). DNA
standard -100 bp Zebficek (1500, 1200, 1000, 900, 800,
700, 600, 500, 400, 300, 200 a 100 bp) pro gelovou elek-
troforézu byl z Malamité (Moravské Prusy, CR).
Analyzované kmeny Lactobacillus plantarum CCM 7039,
Lactobacillus fermentum CCM 7192, Lactobacillus rham-

nosus CCM 1825, Lactobacillus casei subsp. casei CCM
7088. byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganismi (CCM
Brno, CR). Ostatni chemikalie byly istoty p.a. a pochaze-
ly z béZnych komerc¢nich zdrojt. Pro lyzi bunék byl pouzit
roztok praciho prasku Persil zakoupeného v komeréni siti.

2.2. Zarizeni

Byly pouzity nasledujici pfistroje a pomticky: programo-
vatelny cyklator PTC-100 (MJ Research, Watertown,
USA), vana pro horizontélni agarosovou gelovou elektro-
forézu (Bio-Rad, USA), UltraLum EB-20E UV transillu-
minator (Paramount, USA), UV/Vis NanoPhotometer
(Implen, Némecko).

2.3. Metody

Jeden ml prfes noc narostlé bunécné suspenze byl cen-
trifugovan pfi 15 000 g a pelet byl resuspendovan v 1 000 pl
roztoku A (10 mM Tris-HCI, pH 7.8; 5 mM EDTA, pH
8.,0). Po dalsi centrifugaci (14 000 ot/min) byl pelet resus-
pendovan v 500 pl 4% roztoku praciho prasku a inkubovan
pii 55 °C pres noc s cilem pfipravit hrubé lyzaty bunck.
K 500 pl hrubého lyzatu (HL) byl pridan definovany objem
5,5 M NaCl a sterilni destilované vody do objemu 1 ml
(Tabulka 1). Smés byla promichdvana 10 minut, centrifu-
govana pii 14 000 otackach po dobu 15 minut a odebran
supernatant. K 50 pl supernatantu bylo pfiddano takové
mnozstvi sterilni destilované vody, aby vysledna koncen-
trace NaCl byla asi 0,3 M, a 2,5 objemu ethanolu. DNA
byla sraZzena 15-30 minut pfi -20 °C a byla centrifugovana
15 minut pfi 14 000 otickach. Sediment byl vysusSen
v exikatoru a resuspendovan v 120 pl TE pufru. Kvalita
a pritomnost cilové DNA byla ovéfena pomoci PCR, ve
které byly pouzity primery specifické pro rod Lactobacillus
LBLMA 1-rev (5'- CTC AAAACT AAA CAA AGT TTC -
3') aR16-1 (5'- CTT GTACAC ACC GCC CGT CA - 3).
[3]. Velikost produktu PCR byla asi 250 bp. Pfi amplifikaci
byla pouZita smés o nasledujicim sloZeni: PCR voda- 19 pl,
10x reakéni pufr kompletni (10x) 2,5 pl; dNTP smés
(10 mM) 0,5 pl; primer LBLMA 1-rev (10 pmol/ul) 0,5 ul
a primer R16-1 (10 pmol/ul) 0,5 pl; 7ag DNA polymerasa
1.1 (1 U/ul) 1 ul a DNA matrice 1 pl. Celkovy objem PCR
smési byl 25 pl. Podminky amplifikace byly nasledujici:
denaturace DNA 94 °C/60 s, hybridizace primert 55 °C/60 s
a syntéza komplementarniho fetézce 72 °C/120 s. Pred
prvnim cyklem byla smés zahfivana pri 94 °C/5min;
v poslednim cyklu byla syntéza fetézce pii 72 °C prodlou-
Zena na 7 min. Produkty PCR byly detegoviny pomoci

Tab. 1 Izolace DNA z hrubych lyzatd (HL) bunék
vysolovanim s pouZzitim roztoku chloridu sodného

Postup HL 5,5 M NaCl H20 Koncentrace NaCl
) ()
1 500 100 400 0,55
2 500 200 300 1,10
3 500 300 200 1,65
4 500 400 100 2,20
5 500 500 0 2,75

v
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Obr. 1 Agarosovd elektroforéza produkti PCR

jako vhodna pro lyzi bunék rodu

1 234567891011121314151617181920 21 22

Lactobacillus. Rozdily v intenzité produk-

2324 25| 4 PCR ziskanych po amplifikaci DNA

izolované vysolovanim stejnou koncen-
traci NaCl mohou odrdZet rozdily v lyzi
bunék pracim praskem. Tyto rozdily
mohou byt zptsobeny rozdily ve slozZeni
bunéénych stén testovanych druhu.
Vysledky dosazené uvedenymi postupy
jsou srovnatelné s vysledky metod izolace
DNA magnetickymi nosi¢i ¢i fenolovou
extrakci, pfi nichZ se pfi pfipravé hrubych
lyzatd bunék pouZzivaji purifikované
enzymy. Vyhodou této metody je skutec-
nost, Ze se nemusi pracovat s organickymi

Podminky: 1,8 % agarosovy gel, TBE pufr (45 mM kyselina boritd, 45 mM Tris-bézse, 1 mM EDTA (pH 8,0)).

toxickymi latkami.

Behy: 1 - 4: postup 1; 5 - 8: postup 2; 9, 11-13: postup 3; 4 - 17: postup 4; 18 - 21: postup 5; 10, 22: DNA
standard (100 bp Zebricek); 23: pozitivni kontrola; 25: negativni kontrola; druhy v poradi: Lactobacillus plantarum

CCM 7039, Lactobacillus fermentum CCM 7192, Lactobacillus rhamnosus CCM 1825 a Lactobacillus casei subsp.

casei CCM 7088.

agarosové gelové elektroforézy na 1,8 % agarosovém gelu
v TBE pufru (45 mM kyselina borita, 45 mM Tris-baze,
1 mM EDTA, pH 8,0). DNA v gelu byla nabarvena pomoci
ethidium bromidu (0,5 pg/ml), gel byl oplachnut ve vodé
a fotografovan v UV svétle (305 nm). Jako DNA standard
byl pouZzit 100 bp Zebficek. Jako pozitivni kontrola byla
pouzita DNA (koncentrace 10 ng/ul) izolovana fenolovou
extrakci [5] z Lactobacillus casei subsp. casei CCM 7088.
Jako negativni kontrola byla pouzita smés PCR bez DNA.

3. Vysledky a diskuse

Byla optimalizovana metoda pfipravy hrubych lyzata
bunék z riznych druhti rodu Lactobacillus s naslednou izo-
laci DNA vysolovanim. K lyzi bunék byl pouZzit 4% roztok
praciho prasku. Pri izolaci DNA byly testovany ruzné
koncentrace NaCl (0,55 - 2,75 M) (Tabulka 1). Amplifi-
kovatelnost takto izolované DNA byla ovéfena pomoci
polymerazové fetézové reakce (PCR) s pouZitim primerd
specifickych pro rod Lactobcillus. Vysledky agarosové
gelové elektroforézy produkti PCR jsou uvedeny na
Obr. 1. Z Obr. 1 je patrné, Ze byla prokazana pritomnost
produktt PCR, to znamena Ze byla ziskana amplifikovatel-
nd DNA (dostatecné mnozstvi DNA o vhodné kvalité).
Jako nejvhodnéjsi koncentrace NaCl pro izolaci DNA byla
zjiSténa koncentrace 1,65 M a 2,2 M (postupy 3 a 4 - viz.
Tabulka 1). V téchto pfipadech byly po amplifikaci DNA
izolované ze vSech testovanych bakterialnich druhd dete-
govany specifické produkty PCR (Obr. 1, béh €. 11-17). Pri
pouziti niz§ich koncentraci NaCl (0,55 a 1,10 M) byly dete-
govany produkty PCR niZsi intenzity (Obr. 1, béh €. 1-9).
Postup 5 s 2,75 M NaCl byl vyhodnocen jako nejméné
ucinny, protoZe po amplifikaci DNA produkty PCR nebyly
detegovany (Obr. 1, béh €. 18 az 21).

Z vysledkt vyplyva, Ze pro lyzi bakteridlnich bunék lze
pouzit roztok praciho prasku. Metoda izolace DNA z lyza-
tu bun¢k vysolovanim roztokem chloridu sodného se jevi

4. Zavér

Z hrubych lyzatd bunék rdznych druht
rodu Lactobacillus pripravenych lyzi pracim praskem lze
vysolovanim izolovat DNA amplifikovatelnou v PCR.
Metoda je jednoducha, rychla a levnd, vhodna zejména pro
izolaci bakteridlni DNA z velkého mnoZzstvi vzorku v kva-
lit¢ dostatecné pro PCR .
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