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ABSTRAKT

Soubor 68 kmenl izolovanych ze stolice plné kojenych déti a dalSich zdroji byl
identifikovan pomoci polymerdzové fetézové reakce (PCR) s primery specifickymi pro rod
Lactobacillus, druhové specifickymi primery véetné multiplexni PCR, pheS PCR, rep-PCR, RAPD-
PCR a srovndnim sekvenci genll pro 16SrRNA. Ddle byla sledovana produkce antimikrobialnich
latek pomoci agarového kapkového testu a agarového difuzniho testu. Antimikrobialni
bilkovinné latky v dostate¢né koncentraci v supernatantu produkovalo 7 kmen(. U vybranych 3
kmenl byl sledovan vliv teploty, pH a pfitomnosti detergentll na inhibi¢ni vlastnosti
supernatantu. Uvedené kmeny produkovaly teplotné stabilni antimikrobidlni bilkovinné latky,
jejichZ antimikrobidlni vlastnosti neovliviiovaly testované detergenty s vyjimkou SDS.

Skrining DNA na pfitomnost genl pro produkci bakteriocind pomoci PCR a DNA/DNA
hybridizace ukazal jejich pfitomnost u 14 kmenl. U 3 kmenu byly identifikovany geny shodné
s geny v genovych klastrech pro gassericin K7A nebo gassericin K7B. Specifické produkty PCR
byly sekvenovany a analyzovany pomoci algoritmu BLAST a programu CLUSTAL W2. U 2 kmen
byla nalezena v databazi GeneBank 100% shoda nukleotidovych sekvenci se sekvencemi pro
Casti genovych klastrl gassericinu K7B, gassericinu T a acidocinu LF221B.

Kmeny skupiny Lactobacillus acidophilus byly dale testovany na odolnost vic¢i podminkam
gastrointestinalniho traktu, na adhezi na Caco-2 buriky a na rezistenci vici antibiotikm.

Skriningem DNA vSech kmenl pomoci specifickych primer( byla zjisténa pfitomnost genu
pro produkci histidin dekarboxyldzy u 7 kmend, gen pro produkci tyrosin dekarboxylazy byl
detegovan u 1 kmene a gen pro linoleat izomerazu u 4 kmend.

Pomoci optimalizovaného postupu imunomagnetické separace bunék s vyuZitim
biotinylované protilatky anti-Lactobacillus a magnetickych nosi¢l s navazanym streptavidinem
byly buriky kmene L. rhamnosus LOCK 0900 separovany z tekutého MRS media, UHT mléka a
bilého jogurtu v dostatecném mnoZstvi pro detekci pomoci PCR.

KLICOVA SLOVA

Lactobacillus, identifikace, PCR, antimikrobialni latky, bakteriociny, probiotické vlastnosti,
imunomagneticka separace bunék, DNA/DNA hybridizace



ABSTRACT

The sixty-eight strains isolated from breastfed full-term infant feces and from another
sources were identified using genus-specific polymerase chain reaction (PCR) for Lactobacillus,
species-specific PCRs, multiplex PCR, pheS PCR, rep-PCR, RAPD-PCR and 16S rDNA sequencing
into Lactobacillus species or group of species. Seven strains produced antimicrobial
proteinaceous substances in the supernatants. Antimicrobial proteinaceous substances of three
strains were tested on temperature, pH a detergent stability. All tested strains produced
temperature-stable antimicrobial proteinaceous substances. Antimicrobial activity was not
influenced by detergents with exception of SDS.

Presence of genes for production of bacteriocins (acidocin B, gassericin A, gassericin T,
gassericin K7A and gassericin K7B) were detected in DNA of fourteen strains using PCR and
DNA/DNA hybridization. Selected PCR products were sequenced and analyzed using BLAST
algorithm and CLUSTAL W2 programme. The sequences of specific PCR products in DNA of two
strains had 100% similarity with the sequences from the database GeneBank.

Selected strains of Lactobacillus acidophilus group were tested for the surveillance in
gastrointestinal tract, for the production of antimicrobial substances, for the adhesion on Caco-
2 cells and for the presence of genes of antibiotic resistance.

DNA of strains was tested using specific primers on the presence of genes for histidine-
decarboxylase, tyrosine-decarboxylase and linoleate isomerase. The gene for histidine-
decarboxylase production was detected in DNA of seven strains, for tyrosine-decarboxylase
production in DNA of one strain and for linoleate isomerase in DNA of four strains.

Imunomagnetic separation of the cells was optimized. Magnetic particles functionalized
with streptavidin and the anti-Lactobacillus antidote was used for the separation of the cells of
Lactobacillus rhamnosus LOCK 0900 from MRS medium, UHT milk and from the yogurt. The IMS-
PCR was used for detection of imunomagnetic separated bacterial cells.

KEYWORDS

Lactobacillus, identification, PCR, probiotic properties, antimicrobial substances, bacteriocins,
imunomagnetic separation, DNA/DNA hybridization
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1. UVOD DO PROBLEMATIKY

Bakterie mlééného kvaseni (BMK) osidlujici lidsky gastrointestindlni trakt jsou Uzce spojeny
se zdravim. Jsou dulezitym biologickym ochrannym faktorem zabrafujicim kolonizaci a
nasledovné proliferaci patogennich bakterii v lidském stfevé. Probiotické bakterie mlécného
kvaseni jsou nyni soucasti fady vyrobk( potravinarského primyslu. Dfive byly tyto zdravi
prospésné bakterie pridavany pouze do mlécnych vyrobkd (jogurty, jogurtova mléka Ci syry). V
soucasné dobé jsou vyuzivany i v mnoha jinych potravinach a napojich od cereadlii az k ovocnym
dZuslim. ,Probioticky prlmysl“ zaujima asi 10 % na svétovém trhu s potravinami. Nedavno
publikované studie ukazuji, Ze mnoZstvi produktll obsahujicich probiotické bakterie mlééného

Ill

kvaseni kazdoro¢né vzrlistd napfi¢ vsemi kontinenty a ,probioticky primysl“ je tak velkym
pfislibem i do budoucna. Probiotické vyrobky totiz uzivaji i konzumenti, ktefi jsou zdravi.
Konzumuji je zdlvodu, Ze chtéji redukovat potencialni riziko onemocnéni strev, ledvin,
respiracniho traktu nebo srdce. Konzumace probiotickych vyrobk( vsak nemdze nahradit zdravy
Zivotni styl a vyvdZenou stravu.

Produkce antimikrobialnich latek probiotickymi kmeny muze byt vyuzivdna pro konzervaci
potravin, do kterych jsou probiotika pfidavana. Pfedevsim je tak inhibovan vyskyt nezadoucich a
patogennich mikroorganism(, ¢imZz dochazi k prodlouZeni Zivotnosti potravin a k zvyseni jejich
bezpecnosti z hlediska konzumenta. Vyhodou je, Ze se jednd o konzervaci potravin bez pridani
Mimo to lze také nahradit intenzivni zahfivani nékterych potravin, coz mda pozitivni vliv na
organoleptické a nutri¢ni vlastnosti potravinarskych vyrobkd.

NarUstajici rezistence bakterii vici antibiotikim je ve svété ¢im dal tim vétSim problémem,
a to nejen v klinické mikrobiologii, ale také ve veterindrni mikrobiologii a potravinafstvi. Obava
ztoho, Ze vbudoucnu nebude moZiné inhibovat nékteré patogenni kmeny antibiotickymi
preparaty a lécCit tak nékteré infekce, se stdva velmi redlnou. Na naduZzivani antibiotickych
preparatll ¢i jejich nespravné pouzivani upozornuje i Evropska Komise. Proto je nutné hledat
ucinné alternativy. Produkce bakteriocinG by mohlo byt vyuZito nejen v potravindrském
pramyslu, ale predevsim v klinické mikrobiologii jako alternativa k antibiotickym preparatim.
Navzdory mnoha vysledkim védy, nalezeni efektivni 1é¢by infekénich onemocnéni zlstava
globalnim problémem, pricemz nedostatecné reseni zplsobuje ztratu miliéna Zivotd kazdy rok.

Zvyse uvedenych dlvodl je velmi dullezitd a Zadana izolace, identifikace a studium
vlastnosti u novych potencidlnich probiotickych kmen0 bakterii mlé¢ného kvaseni, které
produkuji antimikrobidlni substance.



2. TEORETICKA CAST
2.1 Vyuziti bakterii mlé¢ného kvaseni v potravinarském priamyslu

Bakterie mlé¢ného kvaseni (BMK) netvofi jednotnou fylogenetickou skupinu, ale skupinu
bakterii patfici do kmene Firmicutes, které maji podobné metabolické vlastnosti. Do této
skupiny jsou fazeny rody Aerococcus, Alloiococcus, Atopobium, Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Paralactobacillus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus a Weissella. Ke skupiné BMK jsou casto
z historickych dlvodi na zakladé podobnych biochemickych a fyziologickych vlastnosti fazeny i
rody Bifidobacterium, Gardnerella, Scardovia a Parascardovia, ackoliv fylogeneticky patii do
kmene Actinobacteria (Pot a Tsakalidou 2009).

Nékteré druhy BMK jsou po staleti pouzivany k fermentaci nejriznéjsich potravin. Proto
jim byl pridélen status GRAS (Generally Recognized As Safe) tzn., Ze jsou povazovany za zcela
bezpe¢né. Rada druhl BMK je vyuZivdna v mlékdrenském primyslu pfi vyrobé jogurtd jako
startovaci kultury (Streptococcus thermophilus a Lactobacillus bulgaricus) nebo pti vyrobé a
zrani syrl (Lactococcus lactis, Lactobacillus helveticus, Streptococcus thermophilus a mnohé
dalsi). Svou pritomnosti a fermentaci substratu ovliviuji organoleptické a reologické vlastnosti
vysledného mlécného vyrobku. Napfiklad béhem fermentacniho procesu se v jogurtech zvysuje
koncentrace folatd (kyselina listova a jeji derivaty, které jsou dllezité v mnoha metabolickych
drahach napf. pfi biosyntéze nukleotidd). Vybrané druhy BMK, které produkuji zvySené
mnozstvi foldtl, mohou byt vyuZity jako startovaci kultury pfi fermentaci mléénych vyrobkd a
tim zvysit jejich nutriéni hodnotu (Smid a Wood 2011).

Vybrané druhy BMK jsou také pouzivany pfi vyrobé fermentovanych masnych vyrobkd. Je
vyuzivadno vlastnosti BMK produkovat kyselinu mléénou, ktera spolu s pfitomnymi solemi chrani
Cerstvé maso (predevsim ryby) a masné vyrobky pred kazenim. Nevyhodou jejich aplikace je
vysledna kyseld chut masa. Pfi fermentaci klobas se predevsim pouzZivaji druhy Lactobacillus
curvatus a Lactobacillus sakei. Ty sice sami o sobé neutvareji typické organoleptické vlastnosti
této potraviny, ale slouZi k ochrané pred nezadouci bakteridlni mikrobiotou. BMK jsou vyuzivany
i pfi fermentaci zeli, oliv ¢i okurek a patfi mezi dominantni mikroorganismy vyskytujici se v
téchto substratech (Smid a Wood 2011). VySe popsané vyuZiti BMK pfi zpracovani rliznych
fermentovanych potravin je jen malou ukazkou velké rozmanitosti v aplikacich druht BMK a ani
zdaleka neni Uplné. Vzhledem k bezpecénosti a schopnosti produkovat nejriiznéjsi antimikrobialni
latky Ize na nékteré kmeny s pfislibem pohlizet jako na potencialni probiotika. Pozornost je
predevsim zamérena na kmeny rtznych druht rodu Lactobacillus.



2.1.1 Rod Lactobacillus

Rod Lactobacillus patfi fylogeneticky do kmene Firmicutes, tridy Bacilli, tadu
Lactobacillales a celedi Lactobacillaceae. Zastupci rodu Lactobacillus jsou gram-pozitivni
nesporulujici pravidelné tycky ¢i kokotycky, které tvori kratké retizky Ci palisady (Obr. 1). Jsou
kataldza negativni, zfidka pohyblivé peritrichalnimi biciky, fakultativné anaerobni, mikroaerofilni
¢i anaerobni. Rostou na bohatych komplexnich médiich a jejich rist podporuje atmosféra s 5%
oxidu uhli¢itého. Na zakladé konecnych produktli fermentace je mozné laktobacily rozdélit do
tri skupin (Sedlacek 2007):

° obligdtné homofermentativni (fermentuji hexdzy vyhradné na kyselinu mlécnou),

° fakultativné heterofermentativni (fermentuji hexdzy na kyselinu mlé¢nou nebo na smés

kyseliny mlécné, octové, mravenci a ethanolu; pentdzy fermentuji na kyselinu mlé¢nou a
octovou),

° obligdtné heterofermentativni (fermentuji hexdzy na kyselinu mlé¢nou, octovou ¢i ethanol

a oxid uhlicity; pentdzy fermentuji na kyselinu mlé¢nou a octovou).

Bakterie rodu Lactobacillus se pfirozené nachazeji v lidském i zvifecim téle, na rostlinach, v
rostlinnych materidlech a ve fermentovanych potravinach (syry, jogurty, fermentované mléko,
maso, zelenina). Laktobacily patti k béZzné mikrofléfe gastrointestindlniho traktu zdravého
¢lovéka; jsou pfitomny v Ustni dutiné, v koncové Casti tenkého stfeva, v tlustém stfevé a jsou
dominantnimi mikroorganizmy ve vaginé (Bernardeau a kol. 2008). Pouze vzacné jsou nékteré
kmeny patogenni (Sedlacek 2007). Zcelkového mnozstvi bakterii detegovanych ve stolici
dospélého Clovéka, je zastoupeni bakterii rodu Lactobacillus velmi nizké (0,01 - 0,6 %)(Leeber a
kol. 2008). Maji fadu vlastnosti, které pozitivné ovliviuji zdravi hostitele (Kirtzalidou a kol. 2011,
Vesterlund a kol. 2005). Druhy rodu Lactobacillus patfi mezi jedny z nejvice studovanych bakterii
izolovanych z lidského téla.



Obr. 1: Morfologie bunék bakterii druhu Lactobacillus acidophilus (zvétSeni neuvedeno)
(prevzato a upraveno dle www.cals.ncsu.edu/food_science KlaenhammerLab/Project.html)

2.2 Probiotika

Termin probiotika je odvozen z feckého ,pro bios“ coz znamena ,pro Zivot“. Probiotika
jsou definovana jako Zivé organismy, které pokud jsou konzumovany v adekvatnim mnozstvi,
pozitivné ovliviiuji zdravi hostitele (Quigley 2011). Ackoliv bylo prokdzano, Zze mrtvé bakterie,
Casti bakterialnich bunék, bakterialni DNA a uvolfiované substance maji antibakterialni,
protizanétlivy, imunomodulacni a dalsi efekty podobné tém, které vykazuji zivé bakterialni
buriky, omezeni terminu probioticky je dosud vyhrazeno vyhradné pro Zivé bunky (Quigley
2011). Otazka Zivotnosti probiotickych bakterii je vSak v soufasné dobé casto diskutovana.
Mnoho prospésnych Gcink( bylo pfipsano také UV-inaktivovanym nebo mrtvym probiotickym
kmendm (Ishikawa a kol. 2010, Kataria a kol. 2009, Lopez a kol. 2008).

Probiotika a jejich pozitivni Ucinek na lidské zdravi je zndm jiz od pocatku dvacatého
stoleti, presto vSak jsou dosud malo prostudované. Bylo zjisSténo, Ze probiotické druhy jsou
schopny rozpozndavat, syntetizovat a uvolfiovat nizkomolekuldrni bioaktivni latky rdzného
chemického slozeni, které mohou penetrovat do intestinalniho traktu, prilehlych tkani a bunék a
modifikovat fyziologické nebo metabolické procesy v lidském téle vyustujici ve zdravi prospésny
efekt. Probiotické kmeny mohou také spoustét kaskadu udalosti spojenou s expresi rliznych
gend, jejichz produkty mohou ovliviiovat interakce mezi bakteriemi navzajem nebo mezi
bakteriemi a bunikami lidského téla. Mechanismus je u rliznych probiotickych kmenU odliSny
(Shenderov 2011).


http://www.cals.ncsu.edu/food_science

2.2.1 Probiotika a lidsky gastrointestindlni trakt

Pfed narozenim je lidsky gastrointestinalni trakt (GIT) sterilni. Hned po narozeni se zacina
osidlovat okolnimi mikroorganismy nebo mikroorganismy z potravy. Mikroorganismy vyskytujici
se v GIT se nazyvaji mikrobiota (termin dnes nahrazuje dfivéjsi oznaceni mikrofléra). Mikrobiota
se s vékem vyviji a stava se stabilni. Pokud je narusena tfeba uzivanim antibiotik, ma schopnost
se rychle obnovit (Quigley 2011).

IntestindIni mikrobiota je vIlumenu stfeva oddélena od hostitelskych tkani epitelidlni
vystelkou, kterd tvofi bariéru mezi stfevnim lumenem a lamina propria (vrstva nachazejici se
pod epitelem a obsahujici rzné typy imunitnich bunék)(Wells a kol. 2011). Gastrointestinalni
epitelidIni vystelka se skldda z mnoha druh( bunék, z nichz nejdlleZitéjsi jsou stievni buriky -
enterocyty, které jsou navzajem propojeny a komunikuji mezi sebou pomoci tzv. tésnych spojl
(tight junction) (Snoeck a kol. 2005).

Mikrobiota je v uzkém kontaktu se stfevni mukdzou a epitelidlni vystelkou stfeva, jejiz
povrch méfi kolem 250-400 m? v zavislosti na daném jedinci. Mikroorganismy tvofici mikrobiotu
(mimo jiné i rizné druhy BMK) jsou nepravidelné rozloZeny v celém travicim traktu a jsou
rozpoznavany bunkami GIT, které odpovidaji na podnéty sekreci chemokin(i a cytokint (Obr.
2)(O’hara a Shanahan 2006).
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Obr. 2: Interakce BMK a hostitelskych bunék v GIT (prevzato a upraveno dle Remus a kol. 2011)

Kmeny riznych druht BMK jsou schopné interagovat s epitelidlnimi burikami vazbou na specifické receptory.
Receptory rozpozndvaji specifické molekuldrni struktury, véetné kapsuldrnich polysacharidi (CPS), teichoovych
kyselin (WTA, LTA), peptidoglykanu (PG), proteinii a glykoproteind. Interakce ovlivriuji expresi proteint a podporuji
diferenciaci T bunék, ¢imZ dochdzi k produkci cytokini. DC - dendritické buriky; M — M buriky; MAPK- mitogenem
aktivované proteinkindzy; NFkB - transkripcni faktory ovliviiuji expresi gend.

Pocet bakterii ve stfevech je asi desetkrat vétsi nez celkovy pocet bunék lidského téla. V
komplexnim ekosystému GIT se nachazi asi 1000-1150 bakterialnich druhd; 10" - 10 bunék
mikroorganismuU s nejvétsi denzitou a diverzitou se nachazi v tlustém stfevé (Lee a Mazmanian
2010). SloZeni stfevni mikrobioty neni u vSech jedincl stejné. Pomoci DNA sekvenovani bylo
ukazano, Ze bakteridlni komunita GIT se liSi v zavislosti na regionu a méni se v prlibéhu Zivota
kazdého jedince (Dominguez-Bello a kol. 2011). Bylo také zjisténo, Ze existuje asi 57
bakterialnich druh(, které jsou pro vSechny spolecné. Mezi nejvice zastoupené patii bakterie
taxonomicky fazené do kmenU Bacteroides a Firmicutes. Bakterie patfici do téchto dvou kmen(
pak tvofi zhruba 90 % podil vSech bakterii detegovanych v lidském GIT (Arakawa a kol. 2009).



Mikroorganismy vyskytujici se v GIT umoziuji mimo jiné zpracovavani nékterych
nestravitelnych Zivin (napfiklad umoZnuji hydrolyzu nékterych, jinak nevstfebatelnych
sacharidl), chrani pfed kolonizaci stfeva nezadoucimi patogennimi bakteriemi, udrzuji integritu
epitelidIni bariéry a vyznamné ovliviuji vyvoj imunitniho systému (Arakawa a kol. 2009, Quigley
2011).

Pro charakterizaci novych probiotickych kmen0 bakterii je nutné dobfe pochopit procesy
probihajici v GIT na molekuldrni Urovni, véetné interakci mezi potencidlnimi probiotickymi
kmeny laktobacil( a stfevnimi burikami (Kleerebezem a kol. 2010).

2.2.2 Identifikace probiotického bakteridalniho kmene

Velky zajem o probiotika vyustil na pocatku 21. stoleti v obrovsky pocet nové
popisovanych probiotickych kmend. Rada nové izolovanych kmend BMK s potenciondlnimi
probiotickymi vlastnosti byla izolovano z GIT (Tulumoglu a kol. 2013). Z tohoto dlivodu bylo
nutné stanovit pravidla pro popis novych probiotickych kmend vyuZivanych v potravinach a
krmivech. Tato kritéria spolu s doporucenou metodikou byla sestavena a schvalena pracovni
skupinou pfi FAO (2006) a dale rozsifena a uptesnéna (Pineiro a Stanton 2007).

Probiotické vlastnosti jsou kmenové specifické, a proto musi byt molekuldrni vyzkum
laktobacilG a jejich probiotickych vlastnosti zaméren na kmen. To znamend, Ze vysledky
dosazené pro jeden kmen nelze generalizovat a pfisuzovat celému druhu. Pouze jeden urcity
probioticky kmen urcitého druhu rodu Lactobacillus mize byt spojovan s danym efektem, s
danym mnoiZstvim a expresi urcité molekuly nebo se sekreci urcitého proteinu a metabolitu
pfimo interagujiciho s hostitelskou burikou (Lebeer a kol. 2008). Proto je k ptifazeni specifickych
zdravotnich efektl velmi dUlezitd identifikace kmene. Pro identifikaci probiotického kmene je
tfeba pouzit vice metod, a to jak metod fenotypovych (fyziologickych a biochemickych), tak
metod genotypovych — tzv. polyfazni pfistup.

Z fenotypovych metod se vyuZiva predevsim biochemicky test APIS0CH (Pot a Tsakalidou
2009). Ackoliv rozsahld charakteristika fyziologickych a biochemickych vlastnosti ma dulezity
vyznam v praktickych aplikacich téchto bakterii, je méné vyznamnd pro klasifikacni a
identifikacni ucely, zejména u blizce pfibuznych druhl. K taxonomickym ucelim se vyuzivaji
predevsim molekuldrné-biologické metody (Ehrmann a Vogel 2005). Pfesto je nutné zdlraznit,
Ze existuje celd rada kultivacnich medii, ktera jsou selektivni pro dané rody (Rada a kol. 2000).

Genotypové techniky se déli na metody zalozené na polymerazové retézové reakci (PCR) a
metody nevyuZivajici PCR. Mezi molekularné-biologické metody zaloZzené na PCR patfi
standardni PCR (rodové ¢i druhové specifickd), interrepetitivni polymerazova retézova reakce
(rep-PCR), ndhodné amplifikovand polymorfni DNA (RAPD), denaturacni gradientova gelova
elektroforéza produktli PCR (DGGE), teplotni gradientova gelova elektroforéza produktd PCR
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(TGGE), polymorfizmus délky amplifikovanych fragmentl (AFLP) nebo restrikéni analyza
amplifikované ribozomalni DNA (ARDRA)(Ehrmann a Vogel 2005, McCartney 2002). Mezi
molekuldrné-biologické techniky nevyuzivajici PCR patfi pfedevsim ribotypizace, polymorfizmus
délky restrikénich fragment( (RFLP) a pulzni gelova elektroforéza (PFGE)(Singh a kol. 2009).

Sekvenovani genu pro 16S rRNA (asi 1500 par( bazi) je v soucasné dobé jednou
z nejpouzivanéjSich metod pro identifikaci mikroorganism(. Vzhledem k jeho univerzalni
pfitomnosti ve vSech burnikach a konzervativnimu slozeni je gen vhodny pro studium
fylogenetickych vztah(. Gen kddujici 16S rRNA mize byt sekvenovan pfimo po amplifikaci v PCR
s vyuZitim univerzdlnich 16S primer(. Verejné dostupné databaze obsahuji relativné velké
mnozstvi ¢astecnych sekvenci genu pro 16S rRNA (Pot a Tsakalidou 2009).

V posledni dobé se rychle rozviji metoda sekvenovani bakteridlnich genomd (Singh a kol.
2009). Analyza genomu muze poskytnout informace o vlastnostech daného mikroorganizmu,
jeho metabolickych funkcich, fyziologii, biochemickych vlastnostech a schopnostech adaptace
na rtizné podminky a prostredi. Sekvenovani celého genomu a srovnavani genomu jednotlivych
kmenl umoziuje urcit odliSnosti ¢i podobnosti mezi kmeny a objeveni genovych funkci,
unikatnich pro dany kmen (Klaenhammer a kol. 2005). Vzhledem k tomu, Ze existuje velké
mnozstvi molekuldrné-biologickych metod, Ize vybrat vhodnou metodu s ohledem na vybaveni
laboratore, ndrocnost a rychlost metody (Wall a kol. 2007).

2.2.3 In vitro testovdni vlastnosti probiotickych kmenti

Vyuziti probiotického kmene zavisi mimo jiné na jeho schopnosti prezit v dostateéném
mnozstvi priichod GIT. Vieobecné se udava, ze 10° CFU/g je dostateéna davka pro projeveni se
probiotického efektu (Tannock 2003). Tyto testy jsou provadény in vitro (Marianelli a kol. 2010).
Rada autor( se snaZila simulovat co nejv&rohodné&ji podminky GIT pouZitim reaktor(, ve kterych
byla kontrolovana teplota, doba priichodu, michani, pH a koncentrace Zlucovych soli (Mainville a
kol. 2005, Molly a kol. 1993).

Pro studium probiotickych kmen( jsou nejvice pouzivanymi nasledujici testy in vitro (FAO
2006):

e rezistence k Zalude¢nim kyselinam (nizkému pH)

e rezistence k Zlu¢ovym solim a schopnost je hydrolyzovat

e adherence k lidskym epitelidlnim burikdm (bunécénym liniim)

e inhibice patogennich kmen( - antimikrobialni aktivita

e schopnost redukovat adhezi patogent k povrchu epitelialnich bunék



Kritickym krokem infekce je pro patogenni bakterie adheze na enterocyty, coz jim umozni
uvolnéni enzymu a toxinU, které jsou nutné k zapoceti nekrotizujicich procest (Jankowska a kol.
2008). Jako experimentdlni model studii zabyvajicich se interakci enterocytli a bakteridlnich
bunék Ize vyuZit linie epitelidlnich Caco-2 bunék (human colon carcinoma cell line), které po
tritydenni diferenciaci v laboratornich podminkach exprimuji nékolik markerG charakteristickych
pro enterocyty. Dulezita je jejich schopnost adheze na povrch epitelidlnich bunék lidského
gastrointestindlniho traktu, které zabranuji adhezi patogennich mikroorganismi (Jepson a kol.
1996).

Navzdory vysoké védecké hodnoté téchto in vitro testl je prevedeni vysledkd na situaci
in vivo znacné obtizné, protoze neni zahrnuta komunikace mezi burikami navzajem, komunikace
mezi bunkami a hostitelem a vliv mikrobialni komunity jedince (Remus a kol. 2011). Proto je
snaha data z in vitro testl doplnit informacemi o chovani probiotického kmene in vivo
(Marianelli a kol. 2010).

| kdyZz bakterie rodu Lactobacillus jsou povazovany za bezpecné (maji status GRAS) u
potencialnich probiotickych kmen( je presto doporuéeno, pred jejich pouzitim v potravinarstvi
¢i jinych oblastech, provést nasledujici testy (FAO 2006):

° stanoveni rezistence k vybranym antibiotikim

° zhodnoceni vSech nezadoucich projevi u konzument( daného vyrobku

° zhodnoceni zda kmen patfi k druhu, ktery je zndm produkci toxin(

° zhodnoceni zda kmen patfi k druhu, ktery je zndmy hemolytickou aktivitou

Existuje totiz nékolik studii, které naznacuji, Ze nékteré probiotické kmeny riznych druh
rodu Lactobacillus mohou byt potencidlné patogenni a zodpovédné za nékteré systémové
infekce a nadmérné stimulace imunity u citlivych jedincd (Marteau 2001). Je vSak pouze nékolik
zdokumentovanych ptipadd a vSechny byly pozorovany u jedincl dlouhodobé nemocnych nebo
u jedincl s oslabenou imunitou (FAO 2006).

V potravinarském primyslu je také dllezité zabezpecit, aby pouZité probiotické kmeny
netvofily v potravinach biogenni aminy. V nizkych koncentracich jsou biogenni aminy pfirozenou
slozkou predevsim fermentovanych potravin. Mezi nej¢astéji se vyskytujici biogenni aminy patfi
histamin, tyramin, fenylalanin, putrescin a kadaverin (Coton a kol. 2010). Biogenni aminy
(histamin, tyramin) vznikaji v dlsledku aktivity dekarboxyldz produkovanych gram-pozitivnimi
bakteriemi. BéZzné neznamenaji biogenni aminy pro zdravé osoby Zadny problém.  P¥i
nadmérnému pfijmu mudze vSak dochazet k porucham centrdlniho nervového systému,
porucham krevniho obéhu, zhorsené funkci jater, bolestem hlavy, buseni srdce, zvraceni a
prdjmém (Shalaby 1996, Coton a Coton 2005). Ceskd a evropska legislativa stanovuje limity pro



potraviny, které by mohly znamenat nejvétsi riziko (napf. limit pro tyramin v syrech nebo
histamin v rybach).

Velmi zajimavym tématem je produkce konjugovanych kyselin linoleovych (CLA), které jsou
smési pozi¢nich a geometrickych izomer( linoleovych kyselin o 18 uhlicich. BéZné se nachazeji
v hovézim mase, jehnécim mase ¢i v mlécnych vyrobcich. Zdravotni efekty kongujovanych
linoleovych kyselin byly prokazany a jsou to napfiklad prevence vici atheroskleréze, rliznym
typlm rakoviny, vysokému krevnimu tlaku a také zlepsuji imunitni funkce. Celkem bylo popsano
28 rliznych CLA izomerd, pficemzZz nejcastéji se vyskytuji izomery cis-9 a trans-11 (ptijem
z potravy vice nez 90% ) (Bhattacharya a kol. 2006).

2.2.4 In vivo studie potencidlnich probiotickych kmenii

Studie in vivo jsou provadény predevsim na zvifecich modelech, nasledné pak probihaji
klinické studie (Snel a kol. 2010). Hlavnim cilem téchto studii je prokazani prospésného efektu
na zdravi lidi (napt. sniZeni rizika uréitych nemoci nebo rychlejsi zotaveni z nemoci). Zdravotni
efekt se vétSinou tykd onemocnéni spojenych s GIT (akutni prljmy bakteridlniho i virového
pavodu, prajmy zpUsobené nozokomialnim druhem Clostridium difficile a prljmy po terapii
antibiotiky). Mimo jiné byly prokdzany i efekty redukujici vyskyt alergii ¢i naopak stimulujici
imunitni systém (Pineiro a Stanton 2007). Pro potvrzeni zdravotniho efektu se délaji nahodné
tzv. dvojité-zaslepené placebem kontrolované (DBPC) testy. Studie musi zohlednit i pfipadnou
potravinu, ve které by se potencionalni probioticky kmen mohl v budoucnu pouzivat (FAO
2006).

Molekularni mechanismy zpUsobujici vétSinu zdravi prospésnych efektl, nejsou zcela
zndmy. Je jasné, Ze se lisi od jednoho probiotického kmene k druhému a mohou byt kombinaci
mnoha faktor(l. Nékteré mechanismy jsou vSak definovany dobfe, napf. schopnost jistych
kmen( probiotik zmirnit laktdzovou intoleranci produkci enzymu [B-galaktosidazy, ktery
hydrolyzuje laktézu (Pineiro a Stanton 2007).

2.2.5 VyuZiti probiotickych kmenii BMK v potravindrském priimyslu

Nejvyznamnéjsi zdrojem probiotickych kmen( bakterii jsou pro spotfebitele mlécné
vyrobky (Champagne a kol. 2011). Pro samotnou fermentaci pasterizovaného mléka pfi pfipravé
fermentovanych mléénych vyrobk( nejsou tyto probiotické kmeny vyzadovany, ale jsou
pridavany aby ,kofermentovaly” sacharidy spolu se startovacimi kulturami (Ng a kol. 2011).
Ackoliv se udava, ze mlécné vyrobky jsou nejlepsi matrice, jejich nevyhodou je skutecnost, ze
nemohou byt konzumovany osobami s laktézovou intoleranci (Heenan a kol. 2004). Proto se
pozornost obraci i na moznosti vyuZiti probiotickych potravin vyrobenych z jinych nez mléénych
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matric. Jednda se o masné vyrobky, ceredlie, séju, ovocné dzusy, zeleninu a dalsi)(Champagne a
kol. 2011, Giraffa a kol. 2010, Rivera-Espinoza a kol. 2010).

Ackoliv nejdllezitéjsi charakteristikou probiotickych bakterii je jejich pozitivni efekt na
zdravi hostitele, je také nesmirné dulezité zhodnoceni jejich technologickych vlastnosti
(Vinderola a kol. 2002). Mezi nejdllezitéjsi vlastnosti patfi schopnost probiotické kultury
zachovat si Zivotnost béhem zpracovani a uchovani potraviny (Kanmani a kol. 2011). Zivotnost
probiotickych kmenU v potravni matrix zavisi na celé rfadé faktord (Kataria a kol. 2009, Mattila-
Sandholm a kol. 2002, Rivera-Espinoza a kol. 2010, Tannock 2003):

° fyziologicky stav probiotického kmene (ve které fazi Zivotniho cyklu byl do vyrobku ptidan)

° koncentrace bunék v case konzumace daného vyrobku (optimalni mnozZstvi pfijatych
bunék pro projeveni zdravi prospééného efektu je 10° CFU/g)

o fyzikalni podminky béhem skladovani vyrobku s probiotickym kmenem (teplota
skladovani, hladina kysliku)

o chemické sloZzeni produktu, ke kterému je probioticky kmen pfiddn (pH, pfitomnost
inhibitord rlstu a aktivity probiotického kmene)

° interakce probiotického kmene s plvodni mikroflérou potraviny

Probiotické potravinové vyrobky v soucasnosti dostupné na trhu jsou vétSinou ve stavu
tekutém. Pozornost je vSak vénovdna i suSenym formam, které umoznuji vyssi preZiti bakteridlni
probiotické kultury pti prdchodu GIT (Klayraung a kol. 2009). Mezi na trhu dostupné potravinové
vyrobky se susenymi probiotiky patfi ceredlie, détska vyziva a susené mléko.

Dnes jsou dostupné nasledujici formy vyrobk( obsahujici susené probiotické kmeny
(Champagne a kol. 2011):

° mikrokapsle (produkty obsahuji ¢astice o velikosti 50 az 250 um)
° tablety

Mikroenkapsulace se pouZziva pro baleni bakteridlnich bunék do miniaturnich kapsli, které
mohou uvolfiovat svlj obsah kontrolovanou rychlosti za specifickych podminek (Anal a Singh
2007). K vytvoreni mikrokapsli mohou byt pouzity rizné polymery a gelové matrice biologického
pGvodu jako je $krob, kyselina alginova, karagenan a xanthan (Semyonov a kol. 2010). Zivotnost
probiotického kmene L. rhamnosus E-97800 enkapsulovaného do Skrobovych granuli, ktery byl
skladovdan pfi pokojové teploté a za normalni atmosférické vihkosti, byla nejméné Sest mésicQ,
pfi zmrazeni 18 mésicl. Pouziti téchto kapsli pti prlichodu GIT ukazalo, ze material kapsli byl
rezistentni k horni ¢asti GIT, Cili nizkému pH a Zlu¢ovym solim (Mattila-Sandholm a kol. 2002).
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Z testl je patrné, Ze enkapsulované bunky jsou uvolfovany z kapsli na konci ilea a na zacatku
tlustého stfeva (Chan a Zhang 2005). Vyhodou mikroenkapsulace je také zakomponovani
kryoprotektivnich a osmoprotektivnich komponent do kapslové matrice, které zvySuje preziti
bunék béhem zpracovani a uskladnéni vyrobku (Anal a Singh 2007).

Kromé kapsli mohou byt probiotické kmeny poddvany ve formé tablet, které vsak
nedosahuji ochranného potencialu kapsli obsahujicich probioticky kmen (Klayaung a kol. 2009).
Je doporuceno, aby na obalu potraviny obsahujici probioticky kmen byl vyznacen minimalni
pocet Zivych bunék na konci trvanlivosti potraviny, zdravotni uUcinek, doporuceny zplsob
skladovani a predevsim rodové a druhové jméno a oznaceni kmene probiotické bakterie (Pineiro
a Stanton 2007).

2.3 Antimikrobialni latky produkované kmeny BMK

Bakterialni antagonismus je zndm jiz dlouhd staleti. Prikopnikem laboratornich studii
bakteridlniho antagonismu byl Louis Pasteur na konci devatenactého stoleti. Mezi
nejvyznamnéjsi antimikrobidlni latky, produkované kmeny rlznych druhl rodu Lactobacillus,
patfi organické kyseliny, peroxid vodiku, antimikrobialni peptidy - bakteriociny (Ghanbari a kol.
2013) a oxid uhlicity (Lebeer a kol. 2008). Produkce je zavisla na kultivacnich podminkach, druhu
metabolismu BMK a také na substratu (Alvarez-Martin a kol. 2008).

Zpocatku byla vénovana pozornost predevsim schopnosti bakteridlnich bunék inhibovat
patogeny. S nastupem antibiotik se dostaly dal$i antimikrobialni latky do pozadi. V soucasné
dobé se pozornost opét obraci na produkci antimikrobialnich latek BMK (Lacroix 2011). VétSina
bakterii mlééného kvaseni vykazuje antimikrobidlni aktivitu proti fadé patogenl v nizkych
koncentracich (Chahad a kol. 2012, Belguesmia a kol. 2011, Messaoudi a kol. 2013). Nékteré
kmeny BMK mohou inhibovat methicilin rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) a
vankomycin rezistentni enterokoky (VRE) (Karska-Wysocki a kol. 2010). Vliv na viry nebyl dosud
spolehlivé dokumentovan na molekularni drovni (Lebeer a kol. 2008).

2.3.1 Organické kyseliny

Druhy rodu Lactobacillus produkuji béhem fermentace substratu rdzné typy organickych
kyselin. Antimikrobidlni efekt je zpUsoben tim, Ze nedisociované organické kyseliny zpUsobuji
kolaps elektrochemického gradientu, narusuji integritu membrany, coz vede k poruse
transportniho systému. Samotné sniZeni pH okolniho prostfedi je inhibi¢ni pro bakterie citlivé
k nizkému pH (Lacroix 2011, Podolak a kol. 1996, Snijders a kol. 1985).

Kyselina mlécna je klicova antimikrobidlni sloucenina produkovana viemi rody BMK a
predevsim pak druhy rodu Lactobacillus. Kyselina mlé¢na sniZzuje pH a v nedisociované formé
zpUsobuje permeabilizaci vnéjsi membrany gram-negativnich bakterii a umoznuje tak pfristup
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dalSich antimikrobialnich latek k cytoplazmatické membrané bakterialni buriky. Kromé naruseni
membrany muize kyselina mlééna porusovat homeostazu vnitfniho prostfedi bakterialni burky
(Salam a kol. 2008). Popsan byl i synergicky efekt dalSich antimikrobidlnich sloucenin s kyselinou
mlécnou. Kromé toho muize kyselina mlécna vazat prvky esencialni pro rlist mikroorganismd,
jako je napriklad Zelezo. Tim zabranuje nebo zpomaluje jejich rast (Alakomi a kol. 2000, Lebeer a
kol. 2008). Kombinace kyseliny mlééné a médnatych iontl v urcité koncentraci inhibuje rdst
potravinovych patogent (Salam a kol. 2008). Bylo zjisténo, ze kmeny rodu Lactobacillus
izolované z Ustni dutiny produkuji méné kyseliny mlécné nez kmeny izolované ze stolice.
VSeobecné bylo prokdzano, Zze kmeny produkuji méné kyseliny mlécné, pokud jsou kultivovany
za pritomnosti kvasni¢ného extraktu a sachardzy; vice pak za pritomnosti glukézy, fruktozy a
laktdzy (Bosch a kol. 2012).

Vidy je dllezité zvazit budouci aplikaci kmene. Produkce kyselin ve zvySeném mnoZstvi
snizuje pH a tim miZe redukovat mnoZstvi patogen(. Na druhou stranu pfi aplikaci
probiotického kmene v uUstni dutiné (redukce vyskytu onemocnéni jako jsou periodontitida,
gingivitida ¢i zubni kaz) je vysokd produkce kyselin nezadouci kvuli jejich vlivu na zubni sklovinu
(Bosch a kol. 2012).

2.3.2 Peroxid vodiku

Peroxid vodiku je produkovan v pfitomnosti kysliku jako vysledek cinnosti
flavoproteinovych oxiddz nebo nikotinamidadenindinukleoidovych peroxiddz. Antimikrobidlni
efekt peroxidu vodiku je zalozen na oxidaci sulfyhydrylovych skupin zpUsobujicich denaturaci
mnoha enzym (tvorba disulfidickych skupin) a na peroxidaci membranovych lipidl, coz vede k
zvySeni membranové permeability (Kong a Davison 1980). Pfesny molekuldrni mechanismus
vsak neni Uplné zndm (Lebeer a kol. 2008). Peroxid vodiku mulze byt taktéZ prekurzorem
produkce superoxidovych (O,) a hydroxylovych (OH') radikald, které mohou poskozovat DNA
(Byczkowski a Gessner 1988).

Peroxid vodiku patfi mezi klicové antimikrobidIni Iatky, které se tvofi predevsim u bakterii
rodu Lactobacillus ve vaginé zdravych Zen. Bylo prokazano, Ze u zdravych Zen v produktivnim
véku je procento producentl peroxidu vodiku velmi vysoké (96-98%) (Dimitonova a kol. 2007).
Mnoho in vitro studii ukazuje, Ze laktobacily produkujici peroxid vodiku maji toxicky a inhibi¢ni
efekt na patogeny vyskytujici se ve vaginé, jenz zpUsobuji bakterialni vagindzy (Mijac¢ a kol.
2006), vulvovagindlni kandiddzy nebo trichomoniazy (zodpovédné za vice nez 90% infekénich
vaginitid). Inhibice patogennich kmen( kvasinek ve vaginé Zen vsak ¢asto neni vysledkem pouze
produkce peroxidu vodiku, ale jedna se o kombinovany inhibi¢ni efekt vice antimikrobidlnich
latek (Tomas a kol. 2011).
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2.3.3 Oxid uhlicity

Oxid uhlicity je produkovan predevsim heterofermentativnimi laktobacily a podili se na
tvorbé anaerobniho prostredi, které inhibuje nékteré enzymy. Také akumulace oxidu uhlicitého
ve fosfolipidové dvojvrstvé muize zpUsobit disfunkci v permeabilité membrany (Eklund 1984).
Oxid uhli¢ity mlze efektivné inhibovat rist mnoha patogenl v potravinach, hlavné gram-
negativnich bakterii. V koncentraci 10 % muze snizit rlst nékterych patogenl az o 50 %, a
v koncentraci 20-50 % ma silnou antifungalni aktivitu (Lindgren a Dobrogosy 1990). Kombinaci
bakteriocinu nisinu a 100 % atmosféry oxidu uhli¢itého byl zvySen antilisteridini efekt
bakteriocinu (Nilsson a kol. 1997).

Oxid uhli¢ity za vysokého tlaku se pouzivd k ochrané potravin pred nezadoucimi
mikroorganismy. Tato aplikace nevyZzaduje vysokou teplotu. Z tohoto ddvodu je minimalizovan
vliv vysoké teploty na kvalitu potravin. Pfesny mechanismus antimikrobidlniho ucinku oxidu
uhlic¢itého za vysokého tlaku neni plné znam. NejspiSe se jednad o ireverzibilni modifikaci
membrany, zménu konformace bakteridlni DNA a inaktivaci klicovych enzym( bakteridlniho
metabolismu (Garcia-Gonzalez a kol. 2010).

2.3.4 Antimikrobidlni peptidy - bakteriociny

V poslednich dvou desetiletich vzrostl zidjem o produkci antimikrobidlnich peptidd a
proteind jako alternativy k chemickym konzervaénim latkdm a antibiotikim. Mezi
nejstudovanéjsi producenty antimikrobidlnich peptidd patfi predevSsim kmeny rodu
Lactobacillus (Mkrtchyan a kol. 2010, Delavenne a kol. 2013).

Bakteriociny jsou pfirodni antimikrobialni peptidy nebo proteiny o velikosti 30 az 60
aminokyselinovych zbytkd ribozomalné syntetizované nékterymi bakteriemi. Jsou uvolfiovany
extracelularné. Obvykle inhibuji bakterialni druhy blizce pribuzné k producentovi (Arakawa a kol.
2009, Todorov 2009). Produkce bakteriocint je duleZitou charakteristikou pro probioticky kmen.

Pro nékteré antimikrobidlni proteinové latky se pouziva termin bakteriocinim podobné
substance. Tyto substance nejsou kompletné definované a neodpovidaji kritériim pro
bakteriociny, ale maji inhibi¢ni vlastnosti a jsou bilkovinné povahy. Casto jsou produkovany
kmeny rodu Lactobacillus (Atanassova a kol. 2003).

Faze rGstového cyklu bunék, kdy jsou bakteriociny produkovany, se liSi mezi kmeny i
samotnymi bakteriociny. Bylo zjisténo, Ze nékteré bakteriociny rodu Lactobacillus jsou
produkovany béhem exponencialni faze (Pringsulaka a kol. 2012). Na druhou stranu existu;ji
studie, ve kterych jsou nékteré bakteriociny produkovany béhem stacionarni faze rlistu nebo v
pozdni stacionarni fazi rlistu (Castro a kol. 2011, Jiang a kol. 2012).

Bylo také zjisténo, Ze kmeny rliznych druhli BMK mohou produkovat stejné bakteriociny.
Pfesto, Ze jsou totozné, jsou produkovany v jiné fazi zivotniho cyklu producenta. Prikladem
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mohou byt bakteriociny sakacin A a curvacin A, produkované kmeny Lactobacillus sakei Lb706 a
Lactobacillus curvatus LHT1174. Sakacin A je produkovan béhem celé exponencialni faze ristu,
naproti tomu curvacin A je produkovan v pozdni exponencialni fazi rdstu (Lacroix 2011).

2.3.4.1 Klasifikace bakteriocini BMK

Klasifikace bakteriocin(i BMK je slozita a byla nékolikrate pozménéna. Pascual a kol. (2008)
uvadi rozdéleni bakteriocinG do péti ttid; Todorov (2009) je déli na tfi hlavni tfidy, které jsou
dale ¢lenény do podtrid a Lacroix (2011) pak na ctyfi hlavni tfidy rozdélené do podtfid. Dale
budou podrobnéji probrany jen prvni dvé tfidy, do kterych patfi vétSina bakteriocinti BMK a je
na né zaméfen vyzkum (Lacroix 2011), protoZe maji nejvétsi potencidl pro vyuZziti
v potravinarském pramyslu (Nes a kol. 1996).

2.3.4.1.1 Trida I: Lanthibiotika

Lanthibiotika (lanthionine-containing antibiotic peptides) jsou malé (méné nez 5 kDa)
peptidy sloZzené z 19 az 38 aminokyselin (O’Shea a kol. 2012, Sahl a Birbau 1998). Zahrnuji fadu
unikatnich sloucenin, véetné posttranslacné modifikovanych peptidi obsahujicich neobvyklé
aminokyseliny lanthionin a B-methyllantionin. Dfive byly ¢lenény podle struktury na typ A, coz
jsou vlaknité peptidy a typ B, coz jsou vice kompaktni a globularni peptidy. Nedavno byla
rozdélena lantibiotika do Sesti podskupin, zaloZzenych na primarnich sekvencich aminokyselin
(Tabulka 1) (O’Connor a kol. 2005).

Tabulka 1: Trida | bakteriocinii BMK a jeji podtfidy, véetné pfikladii mikroorganismii, které je produkuji
(prevzato a upraveno dle O’Connor a kol. 2005)

Podtfida Ptiklad bakteriocinu Producent
' Nisin Lactococcus lactis subsp. lactis
I Plantaricin C Lactobacillus plantarum
i Plantaricin plwa Lactobacillus plantarum
v Plantaricin plwb Lactobacillus plantarum
v Cytolysin CyILL a CyILS Enterococcus faecalis
Vi Laktocin S Lactobacillus sake
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Mezi nejvyznamnéjsi lanthibiotika a rovnéZz mezi nejvyznamnéjsi bakteriociny BMK, patfi
pediocin PA-1 a nisin (Nes a Tagg 1996). Nisin je produkovan kmeny Lactococcus lactis a je dnes
schvalen jako potravinové aditivum ve vice nez 50 zemich svéta (Lacroix 2011).

2.3.4.1.2 Ttida Il: malé, teplotné stabilni bakteriociny

Ttida 1l zahrnuje teplotné stabilni peptidy (mensi nez 10 kDa), které jsou rezistentni
k teploté nad 100°C nebo jsou autoklavovatelné. Nikdy neobsahuji lanthionin a dale jsou déleny
do tfi podtfid (Todorov 2009, O’Shea a kol. 2012).

Nejvice znamé bakteriociny jsou fazeny do podtridy IIA a jsou taktéz nazyvané bakteriociny
podobné pediocinu. Skladaji se ze dvou domén: N-termindini doména, ktera zprostredkovava
vazbu bakteriocinu na povrch cilové bunky; C-terminalni doména, ktera penetruje do
hydrofobni ¢asti membrany cilové bunky. Obé domény jsou spojeny tak, Ze je umoznén pohyb
domén (Johnsen a kol. 2005). Bakteriociny podtfidy IIA navzdory vysoké strukturdini
podobnosti, vykazuji znacné se lisici antimikrobidlni uUcinky. Ve srovnani s jinymi bakteriociny
maji velmi Uzké spektrum aktivity a jsou uc¢inné mimo jiné i proti Listeria monocytogenes (Drider
a kol. 2006).

Dvoupeptidové bakteriociny rfazené do podtfidy IIB jsou vétSinou malé (5-10 kDa) a
teplotné stabilni. Jednda se o membranové aktivni proteiny. Aktivita dvou-peptidového
bakteriocinu casto zavisi na synergickém plsobeni obou komplementarnich peptidd, které
samostatné bud nemaji, nebo maji velmi nizkou aktivitu (gassericin K7A, gassericin
K7B)(Majhenic¢ a kol. 2004, Peternel a kol. 2010). Na druhou stranu nékteré dvou-peptidové
bakteriociny maji aktivni bud” jeden nebo druhy peptid samostatné (napf. plantaricin S).
Kombinace obou peptidli vSak plsobi synergicky a vysledny inhibi¢ni Ucinek je vétsi nez u
kazdého peptidu zvlast (Cintas a kol. 1998).

Strukturalni geny obou komplementarnich peptid( jsou umistény casto vedle sebe na
stejném operonu, nasledovany imunitnim genem tvofici genovy klastr. Oba peptidy jsou
syntetizovany jako inaktivni prepeptidy s kratkou N-terminalni sekvenci (14-24 aminokyselin).
Vedouci sekvence typu dvou glycinll je odstépena béhem sekrece peptidovych molekul z bunék
producenta. Dale je pfitomen ABC (ATP-binding cassette) transportérovy protein spolu
s pfidanym (pfipojenym) proteinem, které jsou vyzadovany pro transport a sekreci biologicky
aktivniho bakteriocinu (Peternel a kol. 2010).

Mezi nejzndméjsi bakteriociny této podttidy patfi laktacin F a plantaricin NC8. Laktacin F,
produkovany kmenem Lactobacillus johnsonii VP11088 (CCM 2935), ma relativné uzké spektrum
ucinku a je baktericidni pouze proti blizce pribuznym bakteriim. Plantaricin NC8 je produkovany
kmenem Lactobacillus plantarum NC8. K jeho produkci dochazi pouze tehdy, kdyZz je kmen

16



Lactobacillus plantarum NC8 soucasné kultivovany s jinymi gram pozitivnimi bakteriemi, jako
jsou druhy rodu Pediococcus, Lactococcus a Listeria (O’Connor a kol. 2005).

Posledni podtfida [IC obsahuje rozlicnou fadu bakteriocinG, zahrnujici vSechny
nelanthibiotika, které nepatfi do podtfidy IIA a 1IB. Do této skupiny patfi napf. acidocin B
(O’Connor a kol. 2005).

2.3.4.1.3 Tfida Ill a T¥ida IV

Trida Il bakteriocind zahrnuje velké (>30kDa) (Drider a kol. 2006), termolabilni
bakteriociny. Pfikladem muze byt helvecin J produkovany kmenem Lactobacillus helveticus 481,
helvecin V produkovany kmenem Lactobacillus helveticus 1829 a laktacin B produkovany
kmenem Lactobacillus acidophilus N2 (O’Connor a kol. 2005).

Trida IV zahrnuje tzv. cirkuldrni bakteriociny. Tyto peptidy jsou schopné cirkularizace a
mechanismus jejich Uclinku je permeabilizace membrany citlivych bakterii, ¢imz nasledné
dochdzi k ztraté iontl. Mezi nejznaméjsi a jako prvni popsany cirkuldrni bakteriocin patfi
enterocin AS-48 (van Belkum a kol. 2011).

2.3.4.2 Geny pro produkci bakteriocint

Geny pro produkci bakteriocini u BMK jsou casto lokalizovdany na mobilnich genetickych
elementech, jako jsou plazmidy ¢i konjugativni transpozény. Mohou byt horizontalné prenaseny
mezi bakteridlnimi kmeny (O’Shea a kol. 2012). V pfipadé lokalizace genu pro produkci
bakteriocinu na plazmidu byva na plazmidu umistén i imunitni protein (Sabia a kol. 2014).
Nékteré geny pro produkci bakteriocinl vsak byly detegovany také na chromozomu. Tak je tomu
napfiklad u gassericinu K7A a gassericinu K7B produkovanych kmenem Lactobacillus gasseri K7
(Majhenic a kol. 2004, Peternel a kol. 2010).

Bakteriociny gassericin K7A a gassericin K7B patfi mezi jedny z prvnich, dobre
charakterizovanych bakteriocind produkovanych probiotickym kmenem lidského plvodu -
L. gasseri K7. Jejich sekvence je dostupnd v GenBank (Peternel a kol. 2010). Jednd se o
bakteriociny s Sirokym spektrem inhibi¢nich G¢inkG vici gram-pozitivnim bakteriim, véetné
kmenQ druhu Clostridium difficile a Clostridium perfringens (Matijasi¢ a Rogelj 2000). Oba
bakteriociny jsou klasifikovany jako dvoupeptidové bakteriociny a podle klasifikace jsou razeny
do podtridy IIB bakteriocinG (Peternel a kol. 2010). Podrobny popis genovych klastrii obou
bakteriocin( je uveden na Obr. 3 pro gassericin K7A a na Obr. 4 pro gassericin K7B.
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Obr. 3: Genovy klastr pro produkci gassericinu K7A (1143bp) Genovy klastr se sklada ze tri otevienych Ctecich
rdmct kédujicich domnély komplementdrni peptid, aktivni peptid a domnély imunitni protein. VSe organizované
v jednu transkripcni jednotku (prevzato a upraveno Treven a kol. 2013).

> P &
I ABC transporter > | accessory protein> D I:>$
K7B c.f.
for/rev K7 LFB
B 348/833 1193/1262
1 250 500 750 1000 1250 1500 17l50r 2000 2250 00 F’}D 3000 3276
gs.lsssericin I- J L J 2072 [ JI. J ]. J
K7 B gene G"% 0‘9 G@ G:? 629
region Q , ‘5‘\‘3 6‘?‘9 "'6\’ a-d,&
s ¥ o) re. ™Yo NG
» % % B %

Obr. 4: Genovy klastr pro produkci gassericinu K7B (3276bp) Je organizovdn v jednu transkripcni jednotku a skladd
se ze Sesti otevrenych Ctecich ramcu kédujici domnély ABC transportér, domnély pridatny protein, hypoteticky
protein, domnély komplementdrni protein, aktivni protein a domnély imunitni protein (pfevzato a upraveno Treven
a kol. 2013).

Gen pro imunitni protein kdduje protein chranici producenta bakteriocinu pred jeho
ucinkem (Todorov 2009). Je zndmo mnoho variaci tohoto genu véetné variaci v expresi, velikosti
(51-150 aminokyselin) a umisténi v genomu BMK. Samotny mechanismus Gcinku imunitniho
proteinu je zndm pomérné malo. Pravdépodobné interakce mezi imunitnim proteinem a jeho
receptorem na cytoplazmatické membrané chrani producenta vici Ucinku bakteriocinu (Nes a
Tagg 1996).

Bakteriociny, podobné jako dalsi molekuly, které jsou syntetizovany v cytoplazmé a
sekretovany z buniky, musi byt preneseny pfes cytoplazmatickou membranu do vnéjsiho

prostoru (Nes a Tagg 1996).
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2.3.4.3 Mechanismus ucinku bakteriocin( produkovanych BMK

VSeobecné se udava, ze bakteriociny BMK by mély byt ucinné predevsim na blizce
pfibuzné druhy BMK (i dalsi gram-pozitivni bakterie) a nejsou efektivni proti gram-negativnim
bakteriim vzhledem k pfitomnosti vnéjsi membrany (Pascual a kol. 2008). Bakteriociny gram-
pozitivnich bakterii nejsou schopné rozpoznavat specificky receptor (OMR) ve vnéjsi membrané
a tim nemaji zadny efekt va¢i gram-negativnim bakteriim. Mnoho znich pUsobi na
cytoplazmatickou membranu cilovych bakteridlnich bunék tim, Ze narusuji proton-motivni silu
tvorbou pérud ve fosfolipidové dvojvrstvé. Byly vSak popsany i dalsi mechanismy ucinku, napft.
inhibice proteosyntézy a interference s Na'/K" transportem (Lacroix 2011). Pokud dojde
k vystaveni gram-negativni bakterie subletdlnim stresovym podminkdm, muze se stat vnéjsi
membrana bakterii propustna pro bakteriociny BMK (Lacroix 2011). Je-li vnéjsi membrana u
gram-negativnich bakterii naruSena néjakym fyzikdInim nebo chemickym zdsahem, inhibuji
bakteriociny BMK i gram-negativni bakterie (Obr. 5)(Chalén a kol. 2012). Také byl prokazan
synergicky efekt bakteriocinu a EDTA, ktery byl Uucinny pouze vici gram-pozitivnim bakteriim.
EDTA narusSuje vnéjSi membranu a umozZnuje tak pfistup bakteriocinu k cytoplazmatické
membrané (Castro a kol. 2011).

Mnoho z lanthibiotik (viz 2.3.4.1.1) ma spole¢ny zpUsob uCinku - narusuji v cilovém
organismu prenos protond vytvarenim pérd v cytoplazmatické membrané (O’Shea a kol. 2012).
Nékteré z téchto bakteriocinl uzivaji mechanismus, ktery nejprve vede k vazbé na prekurzor
bunécéné stény - lipid Il (O’Connor a kol. 2005).
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Obr. 5: Ué¢inek naruseni vnéjsi membrdny na schopnost interakce bakteriocini s cytoplazmatickou membrénou
(prevzato a upraveno dle Chaldn a kol. 2012).

A- bakteriociny a jejich ucinek na intaktni buriku gram-negativnich bakterii; B- na buriku s permeabilizovanou vnéjsi
membrdnou; nisin a pediocin — bakteriociny produkované gram-pozitivnimi bakteriemi; mikrociny — bakteriociny
produkované gram-negativnimi bakteriemi; PG- peptidoglykan; OM — vnéjsi membrdna; OMR — vnéjsi membrdnovy
receptor; IM- vnitini membrdna,; IMR — vnitini membrdnovy receptor; IT- intraceluldrni cil

2.3.4.4 VyuZiti bakteriocini v potravindiském priimyslu

V potravinarském primyslu se s vyhodou pouzivaji kmeny, které byly izolovany ze stejné
potravinové matrice, protoZe jsou uz na podminky dané potraviny adaptovany (Castro a kol.
2011). PFi procesu vyroby potravinovych produktl lze vyuzit tfi zpUsoby pfidani bakteriocin(
jako pfirodnich konzervanta:

° inokulace potravinové matrice mikroorganismy definovanymi jako ochranna kultura, kterd
produkuje inhibi¢ni antimikrobidlni latky (Galvez a kol. 2010),

° pridat mikrobidlni metabolity, predevsim bakteriociny v semipurifikované nebo
purifikované formé (Galvez a kol. 2010),

° pro vyrobu daného potravinarského vyrobku lze pouzit suroviny, které byly drive
fermentované bakterialni kulturou produkujici bakteriocin (Castro a kol. 2011).

Nevyhodou pouziti semipurifikovanych nebo purifikovanych bakteriocinl je skutecnost, Ze
se mohou vazat na nékteré slozky potravy (tuk, proteinové Ccastice). Nicméné jeden
z nejznaméjsich bakteriocinll — nisin (produkovany Lactococcus lactis ssp. lactis) je pouzivan jako
ptirodni konzervant ve formé bilkovinného prepardtu (Gaggia a kol. 2011, Parisien a kol. 2007).
Vyuziti ochranné mikrobidlni kultury je vsSak vyhodnéjSi. Nékteré kmeny producent(
bakteriocinl mohou mit probiotické vlastnosti, a tak mohou byt prospésné konzumentim
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potravinarského vyrobku ve vice smérech. Neméné duleZity je fakt, Ze mikroorganismy mohou
ovliviiovat strukturu, senzorické vlastnosti a nutri¢ni hodnotu potravin (Gaggia a kol. 2011).

Vyuziti bakteriocin produkovanych BMK v potravinach je vyhodné z nékolika nasledujicich
dlvodl (Galvez a kol. 2007):

o prodluzuje trvanlivost potraviny

° snizuje riziko pfenosu potravinovych patogent(

. snizuje ekonomické ztraty vzniklé kaZzenim potravin

° redukuje aplikaci chemickych konzervant(

° snizuje nutnost teplotniho oSetfeni potraviny teplotou a tim ztratu nékterych vitamind a
zmeénu organoleptickych vlastnosti potravin

° jsou to latky vSeobecné povazované za bezpecné

° nejsou toxické pro eukaryotni buriky

o jsou inaktivovany protedzamiv GIT

° jejich ucinek je cilen na cytoplazmatickou membranu bakterii

o mohou byt kédovany plazmidy, coZz umoziuje genetickou manipulaci

U mnoha bakteriocinli byl detegovan synergicky efekt s dalSimi antimikrobialnimi latkami
vyuzivanymi v potravinarském primyslu (napf. pfirodni fenolové slouceniny a dalsi
antimikrobialni proteiny). Jako uzite¢né se jevi simultanni podani dvou a vice bakteriocing,
protoZe lze pouzit bakteriociny v nizSich davkach. Také se vyhneme prerUstani bakteriocin-
rezistentnich bunék nebo bunék adaptovanych (Galvez a kol. 2007). Kombinace pouZiti
bakteriocinl a fyzikalniho oSetfeni potraviny (vysoky tlak nebo pulzni elektrické pole) zvysuje
ochranu potraviny proti patogennim bakteriim, predevsSim proti bakterialnim endosporam
(Arqués a kol. 2011, Galvez a kol. 2007).

| kdyZ vétSina studii se tyka aplikaci antimikrobidlnich peptid( jako konzervacnich latek
v potravindach, nékteré prace poukazuji na potencialné vyznamnou roli bakteriocin( v bakterialni
kompetici pfi kontrole komplexnich ekosystémd, jakymi je napfiklad lidsky GIT (Kleerebezem a
kol. 2010, Parisien a kol. 2007).
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2.3.4.5 Hybridni bakteriociny

Bakteriociny produkované BMK maiji vétSinou velmi uzké spektrum aktivity a jsou aktivni
hlavné v(¢ gram-pozitivnim bakteriim (mimo BMK jsou to predevSim kmeny Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens a Clostridium difficile), coz je
limituje pro aplikaci v klinické mikrobiologii a veterindrni mikrobiologii (Pinto a kol. 2009,
Charlier a kol. 2009). Pro jejich ucinné vyuziti by bylo vhodné, aby spektrum aktivity bylo
rozsifeno i na gram-negativni patogenni mikroorganismy (Chaldn a kol. 2012). Mezi nejznamé;si
gram-negativni patogeny potravinového fetézce, jejichz rezervodrem jsou hospodarskd zvirata,
patfi kmeny druhu Campylobacter jejuni (kufeci maso, Cerstvé mléko) nebo toxigenni kmen
Escherichia coli 0157:H7 (hovézi maso). Pfredevsim kmeny druhu Campylobacter jejuni jsou dnes
povazovdany za nejbéinéjsiho plvodce bakteridlnich prijmd (EFSA 2010, Zhao a kol. 1998).
Stresové prostiredi na farmach, zmény ve vyzivé jednotlivych hospodarskych zvifat nebo terapie
antibiotiky mohou silné ovliviiovat sloZeni gastrointestinalni mikrobioty a tim zvySovat
nachylnost kinfekcim (Oliver a kol. 2009). Také v klinické mikrobiologii je mnoho gram-
negativnich patogennich kmen(, napf. kmeny druhu Salmonella Enteritidis a Salmonella
Typhimurium (Chaldn a kol. 2012) a kmeny druhu Escherichia coli zpUsobujici onemocnéni od
gastroenteritid az po selhani ledvin a krvacivé prdjmy (Acufia a kol. 2012).

Rozsiteni spektra acinnosti  bakteriocini by umoznilo zkonstruovani hybridniho
bakteriocinu kombinaci gen( jiz zminénych bakteriocini BMK (aktivni pfedevsim proti gram-
pozitivnim bakteriim) a mikrocinu (produkovaného kmeny E. coli a aktivni vici gram-negativnim
bakteriim)(Obr. 6). Omezila by se tak moZnost dalSiho rozsifeni gen( rezistence na antibiotika
(Gaggia a kol. 2011). Napftiklad hybridni bakteriocin Ent35-MccV vykazoval inhibi¢ni Ucéinek proti
enterohemoragické Escherichia coli a dalSim patogennim kmendm gram-negativnich bakterii.
Potencial hybridnich bakteriocinG vSak musi byt nejdfive prostudovan, jejich pouziti Siteji
posouzeno a poté by v budoucnu mohl byt vyuzit v mnoha odvétvich, véetné potravinarstvi
(Acuna a kol. 2012).
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Obr. 6: Schéma ucinku hybridniho bakteriocinu (prevzato a upraveno dle Acufia a kol. 2012)

2.4 Imunomagneticka separace

Magnetické castice jsou v biologickych védach (molekuldrni diagnostika, biochemie,
lékafFstvi apod.) vyuZivany v nasledujicich aplikacich (Liu a kol. 2004, Safafik a SafaFikova 1999):

° jako nosice enzymU pro katalytické ucely ve vsadkovych systémech nebo jako
mikroreaktory

o pfi izolaci a purifikaci cilovych molekul (proteint, nukleovych kyselin apod.) a bunék
. v senzorech a biosenzorech

Jednou z vySe uvedenych aplikaci je izolace cilovych bunék s vyuZitim interakce bunka —
protilatka. Protilatky jsou specifické biologické rozpoznavaci reagens a z tohoto dlivodu jsou
pouzivany v mnoha analytickych metodach (napf. ELISA — enzyme-linked immunosorbent
assays, imunosenzory aj.) (Pappert a kol. 2010). Magneticky nosi¢ je funkcionalizovan
protilatkou — s vwhodou pomoci vazby streptavidin — biotin (konstanta asociace, K, = 10™). Silna
a specifickd vazba mezi biotinem a streptavidinem, je vyuZivdna v mnoha oblastech
biotechnologie (Waner a Mascotti 2008, Gonzalez a kol. 1997, Rittich a kol. 2009). Na
specifickou protilatku se navaze jen urcity typ bunék. Ze smési je pak komplex odseparovan
pomoci magnetu (Chen a kol. 2006) (Obr. 7).
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Obr. 7: Schéma imunomagnetické separace bakteridlnich bunék ze smési pomoci specifické protilatky (prevzato a
upraveno Chen a kol. 2006)

S pomoci imunomagnetické separace (IMS) mohou byt separovany cilové buriky pfimo ze
smési bunék. Uvedeného postupu lze s vyhodou pouzit pfi identifikaci mikroorganismd pomoci
molekuldrné biologickych metod zaloZzenych na amplifikaci DNA. V nékterych pfipadech buriky,
ze kterych je izolovana DNA, mohou byt pfitomny v matrici ve velmi nizké koncentraci. V tomto
pfipadé muize byt IMS pouzita k jejich nabohaceni misto kultivace, kterd navic neumoznuje
kvantifikaci bunék ve vychozi matrici. Magnetické Castice s navazanym komplexem protilatka-
bunka mohou byt pfimo pouzity v PCR (IMS-PCR) (Rittich a kol. 2009). DNA je uvolnéna z bunék
béhem prvniho kroku PCR — denaturace dsDNA. Imunomagnetické castice jsou komercné
dostupné a pfi vhodné zvolené protilatce lze nabohatit nékteré patogenni bakterie (E. coli
0157:H7, Salmonella sp., Shigella sp. a Staphylococcus aureus) nebo protozoa (Cryptosporidium
spp., Giardia intestinalis)(Ma a kol. 2014, Xiong a kol. 2014). Aplikace IMS pro izolaci bakterii
mlécného kvaseni jsou vzacné.
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3. CILE DIZERTACNI PRACE

Cilem dizertacni prace bylo studium baktérii mlééného kvaseni rodu Lactobacillus
produkujicich antimikrobialni latky a charakterizace jejich probiotickych vlastnosti. V ramci
dizertac¢ni prace byla feSena nasledujici problematika:

1) Identifikace kmen( izolovanych ze stolice plné kojenych déti, silaze a mlécnych vyrobk(
deponovanych ve Sbirce mlékafskych mikroorganismd Laktoflora (CCDM; Tabor, CR)
pomoci molekuldrné biologickych metod (rodové a druhové specifickych PCR, vcéetné
multiplexni PCR, rep-PCR a RAPD-PCR) a sekvenovani genu pro 16S rRNA.

2)  Kmeny identifikované do druh( byly testovany na produkci antimikrobialnich latek proti
souboru indikatorovych kmen( pomoci agarového kapkového testu a agarového difuzniho
testu.

3) U vybranych kmend byly charakterizovdny produkované antimikrobialni latky. Bylo
zjisStovano, zda jde o bilkovinné antimikrobidlni substance nebo antimikrobialni latky
jiného puUvodu (organické kyseliny, peroxid vodiku). Byl sledovan vliv teploty, pH a
pfitomnosti EDTA a detergentl na inhibi¢ni vlastnosti antimikrobidlnich bilkovinnych latek
u vybranych kmend.

4)  Pomoci PCR a DNA/DNA hybridizace byl proveden skrining DNA kmen{ na pritomnost
genl pro produkci bakteriocin a genl kodujicich probiotické a dalsi vlastnosti. Vybrané
produkty PCR byly sekvenovany a porovnany se sekvencemi v databazi GeneBank.

5)  Vybrané kmeny byly testovany na dalSi probiotické vlastnosti - schopnost preziti pri
pridchodu GIT (rezistence k nizkému pH, rezistence k zlu¢ovym solim), kompetice o
vazebnd mista na stfevnim epitelu (Caco-2 buriky) a rezistence na antibiotika.

6) Byla provedena imunomagnetickd separace bunék Lactobacillus rhamnosus pomoci

magnetickych nosic¢d funkcionalizovanych streptavidinem a biotinylovanou protildtkou
anti-Lactobacillus.
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4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Material

4.1.1 Bakteridlni kmeny

4.1.1.1 Sbirkové a typové kmeny

Sbirkové a typové kmeny rodu Lactobacillus pouzité vdisertacni prdaci jsou uvedeny
v Tabulce 2.

Tabulka 2: Sbirkové a typové kmeny

Kmen Oznaceni Kmen Oznaceni
kmene kmene

L. rhamnosus CCM 1825" | L. sakei IM 398
L. rhamnosus CCM 7091 | Escherichia coli IM 429
L. paracasei ssp. paracasei CCM 1735" | Escherichia coli IM 430
L. paracasei ssp. tolerans CCM 70927 | Enterococcus faecalis IM 435
L. fermentum CCM 7192" | Enterococcus faecalis IM 436
L. zeae CCM 7069" | Salmonella enterica sv. Typhimurium IM 318
L. casei CCM 4791 | Staphylococcus aureus IM 353
L. casei CCM 4798 L. gasseri K7
L. casei ssp. casei CCM 7088 | Escherichia coli 0157:H7 tox-*
L. casei ssp. casei CCM 7089 | L. helveticus CCDM 81
L. salivarius CCM 7274 | L. helveticus CCDM 82
L. plantarum CCM 7039" | L. helveticus CCDM 92
L. gasseri CCM 7009" | L. helveticus CCDM 98
L. johnsonii CCM 2935 | L. helveticus CCDM 102
L. johnsonii ccMm 4384T | L acidophilus CCDM 109
L. acidophilus CCM 4833 | L. acidophilus CCDM 149
L. sakei 10/1 ** L. gasseri CCDM 214
L. salivarius IM 124 L. gasseri CCDM 215
L. fermentum IM 351 L. gasseri CCDM 332
L. gasseri IM 340 L. gasseri CCDM 335
L. delbrueckii ssp. bulgaricus IM 348 L. gasseri CCDM 340
L. delbrueckii ssp. delbrueckii IM 349 L. gasseri CCDM 377

CCM Ceskd shirka mikroorganism& (Brno, CR); CCDM Shirka mlékarskych mikroorganismi (Tdbor, CR); IM Shirka Institute of
Dairy Science and Probiotics (University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Slovenia); * kmen poskytnuty laboratori
Bacteriological Diagnostics of Intestinal Infections, University of Ljubljana, Slovenia; ** kmen poskytnuty prof. I. Rogelj
(Biotechnical Faculty, University of Liubljana, Slovenia)
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4.1.1.2 Analyzované kmeny

V experimentech byly pouzity bakteridlni kmeny rodu Lactobacillus izolované z riznych
zdrojl. Soubor kmen je uveden v Tabulce 3.

Tabulka 3A: Analyzované bakteridlni kmeny rodu Lactobacillus

Kmen Pavod

Izolat poskytl

Izolat predistil

Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.

RL1-P
RL2-P

RL3-P

RL4-P
RL4-bile7-5A
RL4-bile7-5B
RL5-P

RL6-P

RL7-P

RL8-P

RLO-P

RL10-P
RL10-bile7-5A
RL10-bile7-5B
RL11-P
RL12-PA
RL12-PB
RL13-P
RL13-57L3-7AP
RL13-57L3-8AP
RL14-P

RL15-P

RL16-P

RL17-P

RL18-P

RL19-P

RL20-P

RL21-P

RL22-P

RL23-P

RL24-P

RL25-P

RL26-P

RL27-P
RL27-VGA-7A2
RL28-P

RL29-P

RL30-P

Stolice pIné
kojenych a
zdravych déti

Prof. Ing. V. Rada, CSc.

Ing. V. Drab
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Tabulka 3B: Analyzované bakteridlni kmeny rodu Lactobacillus

Kmen Plvod 1zolat poskytl Izolat predistil

Lactobacillus sp. RL1

Lactobacillus sp. RL2

Lactobacillus sp. RL3

Lactobacillus sp. RL4

Lactobacillus sp. RL5

Lactobacillus sp. RL6

Lactobacillus sp. RL7

Lactobacillus sp. RL8

Lactobacillus sp. RL9

Lactobacillus sp. RL10 Stolice pIné
Lactobacillus sp. RL11 kojenych a
Lactobacillus sp. RL12 zdravych déti
Lactobacillus sp. RL13

Lactobacillus sp. RL14

Lactobacillus sp. RL15

Lactobacillus sp. RL16

Lactobacillus sp. RL17

Lactobacillus sp. RL18

Lactobacillus sp. RL19

Lactobacillus sp. RL20

Lactobacillus sp. RL22

Lactobacillus sp. CCDM 83/00 *
Lactobacillus sp. CCDM 148/00  MIé&né vyrobky Sbirka mlékaFskych *
Lactobacillus sp. CCDM 154/02 mikroorganismlv‘] *
Lactobacillus sp. CCDM 158/00 Silaz (CCDM), Tébor, CR *
Lactobacillus sp. CCDM 821/00 e . *
Lactobacillus sp. CCOM 963/00  VIECN€ vyrobky
Lactobacillus sp. LOCK 0900 Stolice pIné
Lactobacillus sp. LOCK 0908 kojenych a
Lactobacillus sp. LOCK 0919 zdravych déti

doc. RNDr. A. Spanov3,
Prof. Ing. V. Rada, CSc. CSc.

Technical University of Mikrobiologicky Ustav
Lodz, Polsko Akademie véd, CR

*precisténo v rdmci disertacni prace; CCDM Shirka miékarskych mikroorganismi (Tébor, CR); LOCK Centre of Industrial
Microorganisms Collection (Lodz,Polsko)

4.1.2 Magnetické nosice a protilatky pouZité pro imunomagnetickou separaci

Magnetické nosice byly vyuzity pro precisténi produktl PCR, z nichz byly pripraveny sondy
pro naslednou DNA/DNA hybridizaci a pro imunomagnetickou separaci bunék. K precisténi DNA
byly pouzity magnetické Castice Fkol 1350x — P(HEMA-co-GMA) (pfipravené Ing. D. Horakem,
CSc. na Ustavu makromolekularni chemie Akademie véd CR v Praze) oprliméru 1pum, s
obsahem Zeleza v magnetickém jadre 6,6%, pokryté karboxylovymi funkénimi skupinami
(2,61 mM/g). Pro imunomagnetickou separaci bunék byly pouzity komeréné dodavané castice
MPG®streptavidin (PureBiotech, Middlesex, USA) s prlmérem 5 um, dodavané v koncentraci
10 mg/ml; 4-6 x 107 &astic/ml).
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Pro funkcionalizaci magnetickych nosi¢li s navazanym streptavidinem byly pouzity
biotinylované polyklondlni krali¢i protilatky anti-Lactobacillus (purifikované 1gG frakce)
pfipravené firmou Apronex (Vestec, CR). Pro imunizaci kralikd byla pouZita smés 8 kmend rodu
Lactobacillus: L. plantarum NCIMB 8826, L. rhamnosus 573L/1, 573L/2, 573L/3 (Lakcid L,
Biomed, Lublin, Polsko), L. paracasei CCDM 211 (CCDM, Tabor, CR), Lactobacillus sp. LOCK 900,
LOCK 908, LOCK 919 (Technical University of Lodz, Polsko).

4.1.3 Pristroje a pomiicky

Anaerostat OXOID (Oxoid, Bisingstoke, Velka Britanie), centrifuga EBA 20 (Hettich
Zentrifugen, Tuttlingen, Némecko), centrifuga mini Spin plus (Eppendorf, Hamburg, Némecko),
digitdlni fotoaparat Olympus FE-4050 (Olympus, Malajsie), hybridizacni inkubator Micro
Hybridization Incubator 2000 (Sci Gene, Sunnyvale, USA), magneticky separator DynaMag-2
(Life Technologies, Oslo, Norsko), mikropipety Discovery Comfort HTL celd sada (PZ HTL,
VarSava, Polsko), mikropipeta Biohit Proline 1-5ml (Proline, Helsinky, Finsko), UV/Vis
NanoPhotometer (Implen, Mnichov, Némecko), pH metr MPH 372 (Monokrystaly, Turnov, Ceska
republika), termocycler DNA engine, Peltier thermal Cycler-200 (Bio-Rad Lab., Philadelphia,
USA), thermocycler PTC-100 (MJ Research, Watertown, USA), termostat — Mini Incubator
(Labnet International, Woodbridge, USA), termostat FTC 901 (Vel Scientifica, Milano, ltalie),
transiluminator TVR-312A (Spectroline, Albany, USA), vyvéva KNF Neuberger Mini Laboport
Diaphragm Pump (KNF Neuberger, New Jersey, USA), zatizeni pro elektroforézu Easy-cast, B1
(Owl Scientific, Rochester, USA), zafizeni pro elektroforézu Mini gel unit (Hoefer, Holliston,
USA), zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Enduro 300V (Labnet International,
Woodbridge, USA), pH metr (Orion 3 Star laboratorni, Thermoscientific), bézné laboratorni sklo,
plastovy material, pomucky a dalsi bézné laboratorni vybaveni.

4.2 Metody
4.2.1 Kultivace bakterii

Lyofilizaty bakteridlnich kmen( rodu Lactobacillus byly sterilné otevieny a naockovany do
10 ml tekutého MRS media (de Mann, Rogosa, Sharpe) (Oxoid, Hampshire, Velka Britanie); pH
6,5; sterilizovano v autoklavu pti 121°C po dobu 20 minut. Kultivace probihala pfi 37°C po dobu
48 hodin aerobné nebo anaerobné. Kmeny narostlé v tekutém MRS mediu byly pfeockovany
(1 % inokulum) a kultivovany pfi 37°C po dobu 48 hodin. Pro ovéreni Cistoty bakterialni kultury
byl proveden ktiZzovy roztér na Petriho misce s MRS agarem (Oxoid, Hampshire, Velka Britanie);
sterilizovano v autoklavu pifi 121°C po dobu 20 minut. Po kultivaci na Petriho misce byl
zkontrolovan vzhled kolonii. Pro dalsi praci byly kmeny uchovany v 50 % glycerolu pfi -70°C.
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Mimo indikatorovych kmen( rodu Lactobacillus (kultivace v MRS mediu po dobu 48 hodin
pfi 37°C nebo 30°C - kmeny L. sakei) byly jako indikatorové kmeny pro testy antimikrobialni
aktivity pouzity bakterialni kmeny rodu Staphylococcus, Enterococcus, Salmonella a Escherichia
(viz Tabulka 2). Tyto kmeny byly kultivovdny aerobné v BHI mediu (Brain-heart infusion) (Merck,
Darmstadt, Némecko) pti 37°C po dobu 18 hodin. Kmen Escherichia coli 0157:H7 pouzity pro
kompetitivni test na Caco-2 burkach byl kultivovan aerobné na VRB mediu (Violet Red Bile
medium) (Merck, Darmstadt, Némecko) pfi 37°C po dobu 18 hodin.

4.2.2 Izolace bakterialni DNA

Bakterialni buriky narostlé vtekutém mediu byly centrifugovany pri 14000 g/3 minuty.
Supernatant byl slit a sediment resuspendovan v 1 ml roztoku A (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 5 mM
EDTA, pH 8,0). Suspenze byla dobfe promichana a centrifugovana pfi 14000 g/3 minuty.
K sedimentu bylo pfidano 500 pl roztoku B (lysozym 3 mg/ml; 10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 5 mM
EDTA, pH 8,0). Inkubace byla provedena pfi laboratorni teploté po dobu 1 hodiny. K suspenzi
bylo pfipipetovano 12,5 pl 20% SDS a 5 pl proteinazy K (100 pg/ml). Inkubace probéhla pti 55°C
do druhého dne. Tyto hrubé lyzaty bunék byly pouZzity pro izolaci DNA.

K lyzatim byl pfidan stejny objem fenolu (pH 7,8) a smés byla kyvavym pohybem
promichdvana po dobu 4 minut. Po centrifugaci pfi 14000 g/3 minuty byla horni vodna faze
s DNA odebrana do cisté Eppendorfovy zkumavky. K vodni fazi s DNA bylo pfidano 700 pl CIZ
(chloroform - isoamylalkohol vpoméru 24:1). Smés byla promichavdana 4 minuty a
centrifugovana pfi 14 000 g/3 minuty. Vodni faze byla odebrana do Ccisté Eppendorfovy
zkumavky.

Ke vzorku DNA byla pfidana 1/10 objemu 3 M octanu sodného (pH 5,2) a 2,5 nasobek 96%
ethanolu. Smés byla promichana a DNA srazena pfi -20°C po dobu 30 minut. Poté byla smés
centrifugovana pfi 14 000 g/15 minut. Supernatant byl opatrné slit a pelet s DNA byl ususen
v exikatoru. DNA byla nasledné rozpusténa v 200 pl TE pufru (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 1 mM
EDTA, pH 8,0) a uchovana pfi 5°C (Sambrook a Russel 2001).

4.2.3 Stanoveni koncentrace DNA

Koncentrace a Cistota bakteridlni DNA, ktera byla izolovana fenolovou extrakci, byla
stanovena pomoci NanoPhotometru. Byly odeéteny hodnoty absorbanci pfi vinovych délkach
230 nm (absorpéni maximum fenolu), 260 nm (absorpéni maximum nukleovych kyselin), 280 nm
(absorpéni maximum proteind) a 320 nm (korekce pozadi). Dale byla stanovena Cistota DNA
(pomér absorbanci 260 nm/280 nm) (Spanova a Rittich 2010).
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4.2.4 Polymerdzova retézovd reakce (PCR)

4.2.4.1 Konvencni PCR

Konvencni PCR byla vyuZita pro zafazeni analyzovanych bakteridlnich kment do domény,
rodu a druhl. DNA o koncentraci 10 ng/ul byla amplifikovana pomoci specifickych primer( pro
doménu Bacteria, rod Lactobacillus a druhy Lactobacillus casei/paracasei, Lactobacillus
paracasei, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus zeae, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus plantarum a Lactobacillus
fermentum. Sekvence primer a velikosti specifickych produktd PCR jsou uvedeny v Tabulce 4,
sloZzeni smési pro PCR v Tabulce 5 a amplifikacni programy v Tabulce 6. Specifické produkty PCR
byly detegovany pomoci agardzové gelové elektroforézy.
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Tabulka 4: Specifity reakci, ndzvy a sekvence primert, velikosti produktii PCR a reference primerii pouZitych pFi

identifikaci kmenti
PCR specificka . o Produkt
- Primer Sekvence (5°-3") PCR (bp) Reference
4 Feub TCCTACGGGAGGCAGCAGT
Domen'a 466 Haarman a Knol 2006
Bacteria Reub GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT
Rod LbLMA 1rev CTCAAAACTAAACAAAGTTTC
. asi 250 Dubernet a kol. 2002
Lactobacillus R16-1 CTTGTACACACCGCCCGTCA
f 4d CAGACTGAAAGTCTGACGG
L casei/. 400,200* Walter a kol. 2000
paracasei Casll GCGATGCGAATTTCTTTTTC
Y2 CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT
L. paracasei 290 Ward a Timmins 1999
paracasei CACCGAGATTCAACATGG
LactoR GTCCATTGTGGAAGATTCCC
L. salivarii 2 B kol. 2004
saivarius Lsali CGAAACTTTCTTACACCGAAT 33 uyn a kol. 200
4d CAGACTGAAAGTCTGACGG
L. rhamnosus 400,200*
Rha ll GCGATGCGAATTTCTATTATT
Lfpr GCCGCCTAAGGTGGGACAGAT 600, 490
L. fermentum Lok
Ferm Il CTGATCGTAGATCAGTCAAG 290
Gas | GAGTGCGAGAGCACTAAAG
L. gasseri 400, 200*
Gas ll CTATTTCAAGTTGAGTTTCTCT
Lfpr GCCGCCTAAGGTGGGACAGAT
L. plantarum 500, 300* Walter a kol. 2000
Plan Il TTACCTAACGGTAAATGCGA
Aci 168l AGCTGAACCAACAGATTCAC
L. acidophilus 750*
16SIl ACTACCAGGGTATCTAATCC
Joh 168l GAGCTTGCCTAGATGATTTTA
L. johnsonii 750*
16SIl ACTACCAGGGTATCTAATCC
Zeael TGTTTAGTTTTGAGGGGACG
L. zeae 350, 190*
Zeaell ATGCGATGCGAATTTCTAAATT
PAR GAC GGT TAAGATTGG TGA C
- CAS ACT GAA GGC GAC AAG GA 540, 200°
Multiplexni 540, 350° Sisto a kol. 2009
PCR RHA GAG TCA GGT TGG TGT TG 540°
CPR CAA NTG GAT NGAACCTGGCTTT
LijpheSFW AAC TTA CTT AGA ACG CAA AC
pheS 394 Grillova 2012
LijpheSRW CTA AAA CAT TTG GGT GAA CC
Rep-PCR (GTG)s GTG GTG GTG GTG GTG ok Gevers a kol. 2001
RAPD-PCR M13 GAG GGT GGC GGT TCT ok Rossetti a Giraffa 2005

*velikosti produkt(i PCR byly vypocteny pomoci standardii a s vyuZitim programu BioNumerics; °L. paracasei ; YL casei; L.
rhamnosus; ** vysledkem jsou fingerprintové profily kmeni
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Tabulka 5: SloZeni smési pro PCR pro doménu Bacteria, rod Lactobacillus a druhové specifické PCR

Primery/(ul)
LbLMA .

Komponenta Feub Arev Prl Y2 LactoR Zeae | Prl Lfpr Lfpr JohSlI Acil6Sl  Gasl

Reub R16-1 Casll  paracasei LsaliF Zeaell Rhall Planll Fermll 165l 165l Gasll

voda pro PCR 17,5 19,0 15,5 14,5 18,5 15,5 15,5 15,5 14,5 18,0 19,0 15,0
10x reakeni pufr 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
dNTP smés (10 mM) 1,0 0,5 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 0,5 0,5 1,0
MgCl, (25 mM) - - 2,0 3,0 - 2,0 2,0 2,0 3,0 1,0 - 2,5
primery (10 pmol/ul) 1,0 0,5 1,0 1,0 0,5 1,0 1,0 1,0 1,0 0,5 0,5 1,0
Tag DNA polymeraza (1U/pl) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
matrice DNA (10 ng/pl) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

Tabulka 6: Amplifikacni programy pro doménu Bacteria, rod Lactobacillus a druhové specifické PCR

L. casei/paracasei

L. rhamnosus

Doména Bacteria L. plantarum L. salivarius L. zeae
rod Lactobacillus L. gasseri L. johnsonii L. paracasei
L. fermentum L. acidophilus
95°C/5min 95°C/5min 95°C/5min 95°C/5min
95°C/30s 95°C/30s 95°C/30s 95°C/30s
55°C/30s 55°C/30s 57°C/30s 58°C/30s
72°C/30s 72°C/1 min 72°C/1 min 72°C/1 min
30x krok 2-5 30x krok 2-5 30x krok 2-5 30x krok 2-5
72°C/5min 72°C/5min 72°C/5min 72°C/5min
4.2.4.2 Multiplexni PCR

Multiplexni PCR byla pouzZita pro odliSeni blizce pfibuznych druh( L. casei, L. paracasei a
L. rhamnosus. Pro amplifikaci DNA o koncentraci 10 ng/ul byly pouZity 4 primery PAR, CAS, RHA
a CPR (Sisto a kol. 2009). Primery a velikosti specifickych produktl PCR jsou uvedeny v Tabulce
4, slozeni smési pro PCR je uvedeno v Tabulce 7 a amplifikacni program je uveden v Tabulce 8.
Specifické produkty PCR byly detegovany pomoci agardzové gelové elektroforézy.

4.2.4.3 Amplifikace genu pro fenylalanin-tRNA syntetdzu

Amplifikace genu pro fenylalanin-tRNA syntetdzu (pheS), ktera byla navrzena pro odliSeni
druhl L. johnsonii a L. gasseri, byla provedena pomoci primerd LjpheSFW a LjpheSRW (Grillova
2012). Primery a velikost specifického produktu PCR jsou uvedeny v Tabulce 4; sloZeni smési pro
PCR je uvedeno v Tabulce 7 a amplifikacni program je uveden v Tabulce 8. Specifické produkty

PCR byly detegovany pomoci agardzové gelové elektroforézy.
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4.2.4.4 Interrepetitivni PCR a ndhodné amplifikovand polymorfni DNA

Pro stanoveni pfibuznosti mezi analyzovanymi kmeny byla vyuZita interrepetitivni PCR
(rep-PCR). DNA o koncentraci 10 ng/ul byla amplifikovana pomoci primeru (GTG)s (Tabulka 4)
(Gevers a kol. 2001). SloZeni PCR smési je uvedeno v Tabulce 7 a amplifikacni program je uveden
v Tabulce 8.

Ddle byla pro stanoveni ptibuznosti mezi kmeny pouzZita ndhodné amplifikovana
polymorfni DNA (RAPD-PCR). DNA o koncentraci 10 ng/ul byla amplifikovdana pomoci primeru
M13 (Tabulka 4) (Rossetti a Giraffa 2005). SloZzeni smési pro PCR je uvedeno v Tabulce 7 a
amplifikacni program je uveden v Tabulce 8. Produkty PCR byly detegovany pomoci agardzové
gelové elektroforézy. Vyhodnoceni pfibuznosti kmen( z vyslednych fingerprintd a sestrojeni
pfibuzenskych dendrogrami bylo provedeno pomoci programu BioNumerics 6.5 (Applied
Maths, Kortrijk, Belgie).

Tabulka 7: SloZeni smési pro multiplexni PCR, PCR pro pheS, rep-PCR a RAPD-PCR (ul)

Komponenta Multiplexni PCR PCR pro pheS Rep-PCR RAPD-PCR
voda pro PCR 19,4 19,0 7,5 7,5
10x reakéni pufr bez MgCl, 2,5 2,5 2,5 2,5
dNTP smés (10 mM) 0,5 0,5 1,0 1,0
DMSO - - 0,5 0,5
MgCl, (25 mM) - - 5,0 5,0
. 0,2 (PAR, CAS, RHA);
primer (10 pmol/ul) 0,5 (CPR) 0,5 2,0 2,0
Tag DNA polymeraza (1 U/ul) 0,5 1,0 1,5 1,5
matrice DNA (10 ng/ul) 1,0 1,0 5,0 5,0

Tabulka 8: Amplifikacni programy pro multiplexni PCR, PCR pro pheS, rep-PCR a RAPD-PCR

Multiplexni PCR PCR pro pheS Rep-PCR RAPD-PCR
95°C/5min 95°C/5min 95°C/5min 95°C/5min
95°C/30s 95°C/1min 95°C/1min 95°C/1min
54°C/30s 54°C/1min 49,8°C/1min 45°C/1min
72°C/1min 72°C/1 min 72°C/1 min 72°C/1 min
30x krok 2-5 30x krok 2-5 35x krok 2-5 40x krok 2-5
72°C/5min 72°C/5min 72°C/10min 72°C/10min
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4.2.4.5 Detekce gent pro probiotické a dalsi vlastnosti pomoci PCR

DNA analyzovaného souboru kmen( o koncentraci 10 ng/ul byla testovana na pfitomnost
genU kodujicich probiotické a dalsi vlastnosti. Jednalo se o nasledujici geny: gen pro linoleat
izomerazu, histidin dekarboxyldzu a tyrosin dekarboxylazu. Primery pouZité pro amplifikaci DNA
jsou uvedeny v Tabulce 9, sloZzeni smési pro PCR je uvedeno v Tabulce 10 a amplifikacni
programy v Tabulce 11. Specifické produkty PCR byly detegovany pomoci agardzové gelové

elektroforézy.

Tabulka 9: Ndzvy a sekvence primerti, velikost specifického produktu PCR a reference primerii pro detekci genti

kodujicich probiotické a dalsi viastnosti

PCR specificka

Produkt PCR

Primer Sekvence (5°-3") Reference
pro (bp)
linoleat LaliF4  AGGCGTGGACAAGAAATCTG
. , 1378 Macouzet a kol. 2010
izomeréza laliRd  ATCACGACGAGGCATGAAG
histidin HD3 GATGGTATTGTTTCKTATGA w0
dekarboxyldza  H{pg CAAACACCAGCATCTTC
Coton a Coton 2005
tyrosin D2 ACATAGTCAACCATRTTGAA
. 1100
dekarboxyldza ~ Tp5  CAAATGGAAGAAGAAGTAGG

Tabulka 10: SloZeni PCR smési pro detekci genti pro probiotické a dalsi viastnosti

Primery/(ul)

Komponenta LaliF4 HD3 TD2
LaLiR4 HD4 TD5
voda pro PCR 15,5 19 19,5
10x reakéni pufr 2,5 2,5 2,5
dNTP smés (10 mM) 1,0 0,5 0,5

MgCl, (25 mM) 1,0 - -
primer (10 pmol/pl) 1,0* 0,5 0,5
Tag DNA polymeraza (1 U/ul) 1,0 1,0 0,5
matrice DNA (10 ng/ul) 2,0 1,0 1,0

*koncentrace primert 15 pmol/ul
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Tabulka 11: Amplifikaéni programy pro detekci genii pro probiotické a dalsi vlastnosti

Linoleat Histidin Tyrosin
izomeraza dekarboxylaza dekarboxylaza
95°C/5min 95°C/5min 95°C/5min
95°C/1min 95°C/45s 95°C/45s

65°C/45s 52°C/30s 52°C/30s

72°C/3min 72°C/75s 72°C/75s
30x krok 2-5 30x krok 2-5 30x krok 2-5

72°C/7min 72°C/5min 72°C/5min

4.2.4.6 Detekce gent pro produkci bakteriocint pomoci PCR

DNA analyzovaného souboru kmenl o koncentraci 10 ng/ul byla dale testovana na
pfitomnost genu pro laktacin F, gassericin K7A, gassericin K7B, gassericin A, gassericin T,
acidocin A a acidocin B. Primery pouZzité pro amplifikaci DNA jsou uvedeny v Tabulce 12, sloZeni
smési pro PCR je uvedeno v Tabulce 13 a amplifika¢ni programy jsou uvedeny v Tabulce 14.

Specifické produkty PCR byly detegovany pomoci agarézové gelové elektroforézy.

Tabulka 12: Ndzvy a sekvence primerd, velikosti produkti PCR a reference primert pro detekci bakteriocini

PCR specificka . o Produkt
- Primer Sekvence (5°-3") PCR (bp) Reference
laF 828 ACCTGC ATG TGC TGT A .
. Muriana a Klaenhammer
laktacin F 70 1991
laF 897 ACCTGT TGC AGC TGT A
LFA 185 GTT GCA GGATCATGT G
gassericin K7A 84 Majhenic¢ a kol. 2003
LFA 268 TGT TGC AGCTCCGTT A
K7B c.f. F TGG GAG AAATAATTG GGC TG
gassericin K7B 165 Majheni¢ a kol. 2003
K7B c.f. R TTT CCG AAT CCA CCA GTAGC
gaA 515 GAC CACAGCGAACATT
gassericin A 102 Kawai a kol. 2000
gaA 616 AAT GAG GCACCAGAAG
gaT 950 GGA GTA GGT GGA GCG ACA GT
gassericin T 126 Kawai a kol. 2000
gaT 1075 TCC ACCAGT AGCTGCCGTTA
acA 231 TGG TGT GCATTGTACT
acidocin A 96 Kanatani a kol. 1995
acA 326 TTG ATCGGCAACGATT
acB 1308 AGA TGC AGT GGCTTG T van der Vossen a kol.
acidocin B 73
acB 1380 CCATGC AGG TAATGT C 1994
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Tabulka 13: SloZeni PCR smési pro detekci genti pro produkci bakteriocinii

Primery/(pl)

Komponenta laF 828 LFA 185 K7Bc.f.F  gaA515 gaT 950 acA231 acB 1308

laF 897 LFA 268 K7Bc.f.R  gaA616 gaT 1075 acA326 acB 1380
voda pro PCR 16,6 9,8 9,8 10,7 8,7 10,7 10,7
10x reakéni pufr 2,5%* 2,0 2,0 2,0* 4,0* 2,0%* 2,0%*
dNTP smés (10 mM) 2,5 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
MgCl, (25 mM) - 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2
primer (10 pmol/pl) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Tag DNA polymeraza(1 U/pl) 0,4* 1,0 1,0 0,1* 0,1* 0,1* 0,1*
matrice DNA (10 ng/ul) 1,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0

*Misto Taq polymerdzy byla pouZita LA polymerdza (5 U/ul) a prislusny pufr

Tabulka 14: Amplifikaéni programy pro detekci genii kédujicich produkci bakteriocini

Acidocin A
Acidocin B Gassericin T Gassericin K7B Gassericin K7A Laktacin F
Gassericin A
95°C/3min 95°C/3min 95°C/5min 95°C/5min 95°C/5min
95°C/1min 95°C/1min 95°C/30s 95°C/30s 95°C/30s
45°C/30s 58°C/30s 56°C/30s 55°C/30s 45°C/30s
72°C/30s 72°C/30s 72°C/20s 72°C/20s 72°C/20s
35x krok 2-5 35x krok 2-5 30x krok 2-5 30x krok 2-5 35x krok 2-5
72°C/5min 72°C/5min 72°C/5min 72°C/5min 72°C/5min

4.2.4.7 Detekce genetickych determinant gassericinu K7A a gassericinu K7B pomoci PCR

Primery pro detekci genetickych determinant gassericinu K7A a gassericinu K7B jsou
popsany v Tabulce 15. SloZeni PCR smési je nasledujici 17,5 ul vody pro PCR; 2,5 ul 10x LA pufru
kompletniho; 1 ul dNTP; 1 pl primer( (10 pmol/ul); 1 pl LA polymerazy (5 U/ul) a 1 ul DNA o
koncentraci 10 ng/ul. Amplifikace probihala nasledovné: 95°C/5 minut, tficet cyklU
95°C/30 sekund, 60°C/30 sekund a 72°C/40 sekund. Zavérecné doamplifikovani bylo provedeno
pfi 72°C/10 minut. Specifické produkty PCR byly detegovany pomoci agardzové gelové
elektroforézy.
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Tabulka 15: Ndzvy, sekvence primerii pro amplifikaci DNA a detekci genetickych determinant gassericinu K7A a
gassericinu K7B a velikosti specifickych produktii PCR (Treven a kol. 2013)

PCR specificka pro Primer Sekvence (5°-3°) Produkt PCR (bp)
gassericin K7A GasA_1F TGCATGGAGAGGTGCACG
komplementarni 118
protein GasA_1R CCAGCCCACACATTGTACTGAT
gassericin K7A GasA_2F GGATCATGTGGTAAAGGTGCAGTA 105
aktivni protein GasA_2R TCCACTAGCAGTTTGTAGAACCAAT
gassericin K7A GasA_3F  CACCAATATAGTAGCTCTAATACAGACAC 106
imunitni protein GasA 3R ATATTTTGGATTATTTTTACCTGCATAGGC
gassericin K78 GasB_3F GAAATGCAGTTTGCGGTCCT
komplementarni 105
protein GasB_3R  TTCTTATCTTTCCGAATCCACCAAGTAG
gassericin K78 GasB_4F GAATTAAGAAATGTAATGGGTGGAAACAAG 10
aktivni protein GasB_4R TGGTCCGAATCCTCTGCACCAA
gassericin K7B GasB_5F  TTGTAATTGGCCAATTTATGTTTTTGAAGT e

imunitni protein GasB_5R  CCTATTACAAACGATATGGCCAAAATTAGT

4.2.5 Priprava amplikonti pro sekvenovdni

Pro sekvenovani genu pro 16S rRNA byla DNA kmen0 (10 ng/ul) amplifikovana pomoci
primer( PO (5- GAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG—-3")a P6 (5 - CTA CGG CTA CCT TGT TAC GA —
3’) (Verdenelli a kol. 2009). Amplifikace probihala s pouzitim nasledujiciho programu: inkubace
pti 95°C/3 minuty; nasledovalo 5 cykl( (95°C/30 sekund; 60°C/30 sekund; 72°C/4 minuty), dale 5
cykld (95°C/30 sekund; 55°C/30 sekund; 72°C/4 minuty), dale 20 cykld (95°C/30 sekund;
50°C/30 sekund; 72°C/4 minuty). Na zavér byla prodlouZena syntéza pfi 72°C/10 minut a
60°C/10 minut. Ziskané produkty PCR (rovnéZ i produkty PCR ziskané v PCR pro detekci
bakteriocinl nebo genl pro probiotické a dalsi vlastnosti) byly precistény kitem (QlAquick PCR
purification kit, Qiagen, Némecko) a poslany na sekvenovani (Microsynth, Baldach, Svycarsko).

4.2.6 Bioinformatickd analyza

P¥i vyhodnoceni DNA fingerprintovych profill a stanoveni velikosti specifickych produktt
PCR na agardzovych gelech byl pouzit software BioNumerics 6.5 (Applied Math, Sint-Martens-
Latem, Belgie) (Rittich a kol. 2014). Fingerprintové profily byly porovnany a analyzovany
s pomoci Pearsonovych korelacnich koeficientd a UPGMA analyzy (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic mean) (Ishii a kol. 2009), ktery popisuje miru linearniho vztahu mezi
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dvéma proménnymi (Kimmel a Oliver 2006). Podminky pouZiti této metody jsou uvedeny v praci
Legendre a Legendre (1998).

Pro bioinformatickou analyzu nukleotidovych sekvenci byl pouzit BLAST (Basic Local
Aligment Search Tool) dostupny na http://www.ncbi.nlm.nih.gov. Algoritmus umoZnuje
porovnani nukleotidovych (pfipadné aminokyselinovych) sekvenci se sekvencemi ulozenymi
v databazi (Madded, 2002). Dale byl pouzit program Clustal W2 pro mnohonasobné ptirazeni
sekvenci (coz je dulezité pro porovnavani vétsiho poctu sekvenci a hledani konzervativnich
oblasti) (Larkin a kol. 2007).

4.2.7 DNA/DNA hybridizace

DNA/DNA hybridizace byla provedena podle navodu vyrobce kitu (PCR DIG Probe
Synthesis Kit, Roche) a prace Duskova a kol. (2009). Cely postup zahrnuje denaturaci DNA, jeji
uchyceni na membranu ve formé kapek (dot-blot) a pfipravu znaeného fragmentu DNA pomoci
PCR a specialni smési nukleotidl (smés dNTP s alkalicky stabilnim DIG-dUTP). Po hybridizaci DNA
na membrdané (dveé stringence — pfi 68°C vysoka stringence; 57°C nizka stringence) se znacenou
jednoretézcovou sondou byla provedena imunologickda detekce hybridizaéniho produktu
s vyuZitim substratu NBT/BCIP tetrazoliova violet (4-nitromodf tetrazolium chlorid - [2-(4-
nitrophenyl)-5-phenyl-2H-tetrazolium chlorid]) a nitrotetrazoliovd modi(5-brom-4-chlor-3-
indolyl-fosfat p-toluidinova stl)(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).

Pfed provedenim DNA/DNA hybridizace byly produkty PCR, ze kterych byly denaturaci
ptipraveny DNA sondy, precistény pomoci magnetického nosice Fkol 1350x- P(HEMA-co-GMA)
(kapitola 4.1.2). Byla pfipravena smés 400 pl 5 M NaCl, 100 pl produktu PCR, 400 ul 40% PEG
6000 a 100 pl nosi¢e o koncentraci 2 mg/ml. Smés byla inkubovana 20 minut pti laboratorni
teploté. Separace v magnetickém separatoru probéhla po dobu 15 minut. Poté byl supernatant
slit a k separatu byl pfidan 1 ml 70% ethanolu, vSe promichano a odseparovdano magnetem po
dobu 2 minut (opakovdno 2x). DNA adsorbovana na magnetickych ¢asticich byla suSena
v exsikatoru po dobu 15 minut. Poté byl pfidan TE pufr (50 ul) (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 1 mM
EDTA, pH 8,0). Eluce precisténého produktu PCR probihala pres noc pti 5°C.
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4.2.8 Testy antimikrobidlni aktivity

4.2.8.1 Agarovy kapkovy test

Testované kmeny byly kultivovany vtekutém MRS mediu po dobu 18 hodin pfi 37°C
aerobné. Byl ptipraven specidlni MRS agar pro detekci antimikrobialni aktivity (snizena
koncentrace glukdzy; 0,2% glukdzy) (Matijasi¢ 2012). Testované kmeny byly nakapany na
Petriho misky se specialnim MRS agarem v objemu 2 ul a inkubovany aerobné pti 37°C po dobu
18 hodin.

Indikatorové kmeny byly kultivovdny ve vhodném mediu pro kazdy indikatorovy kmen
(kapitola 4.2.1). Agar na preliti Petriho misek byl pfipraven z 5 ml polotekutého média s 0,75%
agarem a 100 pl indikdtorového kmene kultivovaného pres noc. Po preliti Petriho misek
s bakteridlnimi kapkami indikatorovym kmenem v polotekutém mediu, byly misky kultivovany
pfes noc za podminek, které jsou optimalni pro indikatorové kmeny. Vysledné inhibi¢ni zény
byly zméfeny (mm) a vizuadlné vyhodnoceny, zda je inhibi¢ni zéna jasna (C) nebo matna (UC).
Udava se, Ze jasna inhibi¢ni zdna je zplsobena produkci antimikrobidlnich bilkovinnych latek —
bakteriocinl nebo bakteriocinlm podobnych peptidli. Matna inhibi¢ni zéna je vétSinou
zpUsobena produkci kyseliny mlécné (Matijasi¢, 2012). Schématické zndazornéni agarového
kapkového testu je uvedeno na Obr. 8.
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Obr. 8 : Schématické znazornéni agarového kapkového testu
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4.2.8.2 Agarovy kapkovy test s vyuZitim proteolytickych enzymu

Postup pfipravy bakteridlnich kapek a provedeni agarového kapkového testu je popsan
v kapitole 4.2.8.1. Po pfreliti Petriho misek s bakteridlnimi kapkami indikdtorovym kmenem, byly
po stranach kapek pripipetovany proteolytické enzymy proteindza K (10 mg/ml)(3-15U/mg,
Sigma-Aldrich) a trypsin (10 mg/ml)(7500U/mg,Sigma-Aldrich) (3 ul, dvakrat). Misky byly
kultivovany pfes noc za podminek definovanych pro indikdtorové kmeny. Schématické
znazornéni agarového kapkového testu s proteolytickymi enzymy je uvedeno na Obr. 9.

Kapky testovaného kmene

Pripipetovany enzym
proteinaza K

Pfipipetovany enzym
Indikatorovy kmen trypsin

Obr. 9: Schématické zndzornéni agarového kapkového testu s pFipipetovanymi enzymy

4.2.8.3 Agarovy difuzni test

Testované kmeny byly kultivovany aerobné pti 37°C po dobu 18 hodin ve specidlnim MRS
mediu (0,2% glukdzy). Supernatanty byly ziskany centrifugaci (6000 g/10 minut) a jejich alikvoty
(Iml) byly:

A)  neutralizovany pomoci 1 M NaOH na pH 6,5-7,0 (vyloucen antimikrobidlni Gc¢inek kyseliny
mlécné)

B) osSetfeny 10ul kataldzy (10 mg/ml; vyloucen antimikrobialni ucinek peroxidu vodiku)
(2000-5000U/mg, Sigma-Aldrich). Inkubace 5 hodin pti 30°C.

C) osSetfeny 10ul proteindzy K (10 mg/ml; vyloucen antimikrobialni Gc¢inek latek bilkovinné
povahy). Inkubace 2 hodiny pti 37°C.
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Osetfené supernatanty byly sterilizovany pomoci filtru (0,20 um CA Membrane) a
nakapany (3 ul, trikrdt) na povrch vhodného polotekutého agaru (0,75% agaru; 5ml)
s indikatorovym kmenem (100 ul). VSechny misky byly inkubovany za podminek vhodnych pro
indikatorové kmeny.

4.2.8.4 Test vlivu ucinku teploty, pH a detergenti na inhibi¢ni vlastnosti antimikrobidlnich Iatek
v supernatantu

Testované kmeny byly kultivovany aerobné pti 37°C po dobu 18 hodin ve specidlnim MRS
mediu (0,2% glukdzy). Supernatanty byly ziskany centrifugaci (6000 g/10 minut). Ziskany
supernatant (10ml) byl neutralizovdn 1 M NaOH (na pH 6,5-7,0) a poté osetfen 100ul kataldzy
(10 mg/ml). Inkubace 5hodin pti 30°C.

Takto pfipraveny supernatant byl sterilizovan pomoci filtru (0,20 um CA Membrane) a
rozdélen do alikvotd (100 pl), které byly podrobeny teplotnimu oSetfeni (121°C/15 minut,
80°C/60 minut, 55°C/60 minut, 37°C/60 minut, 5°C/tyden, -21°C/tyden a -70°C/tyden).
Supernatanty byly nakapany (3 ul, tfikrat) na povrch polotekutého média (0,75 % agar; 5 ml)
s indikatorovym kmenem (100 pl). VSechny misky byly inkubovany za podminek vhodnych pro
indikatorové kmeny (Nespolo a Brandelli 2010).

Dale byl neutralizovany a katalazou oSetfeny supernatant rozdélen do alikvotd (1 ml) a pH
bylo upraveno na poZadované hodnoty (pH 2-10) pomoci 1 M NaOH nebo 1M HCI. Takto
upraveny supernatant byl inkubovan po dobu 2 hodin. Poté byla hodnota pH supernatantu
upravena zpét na 6,5 — 7,0 a supernatant byl sterilizovan pomoci filtru (0,20 um CA Membrane).
Supernatanty byly nakapany (3 ul, tfikrat) na povrch 0,75 % polotekutého média (0,75% agar;
5 ml) s indikdtorovym kmenem (100 pl). VSechny misky byly inkubovdny za podminek vhodnych
pro indikatorové kmeny (Nespolo a Brandelli 2010).

Neutralizovany a kataldzou oSetfeny supernatant byl rozdélen do alikvot( (100 pl), které
byly osetfeny 10% dodecylsulfatem sodnym (SDS); 20% SDS; 1% Tween 20 anebo 0,5 M EDTA
(pH 8,0). Takto upraveny supernatant byl inkubovan po dobu 5 hodin a sterilizovan pomoci filtru
(0,20 um CA Membrane) (Ghanbari a kol. 2013). Supernatanty byly nakapany (3 ul, tfikrat) na
povrch 0,75% polotekutého média (0,75% agar; 5 ml) sindikatorovym kmenem (100 ul).
Vsechny misky byly inkubovany za podminek vhodnych pro indikatorové kmeny.

4.2.8.5 Stanoveni riistové krivky a detekce produkce antimikrobidlnich Idtek v prubéhu ristu

Rlstové krivky testovanych kmen( byly stanoveny v pribéhu aerobni kultivace bunék ve
specialnim tekutém MRS mediu (0,2% glukdzy) pfi 37°C. V urcitych casovych intervalech byl
odebran 1 ml media s bakterialnimi burikami, které byly fedény a vysety na Petriho misky s MRS
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agarem (vzdy na dvé misky pro kazdé redéni). Misky byly kultivovany aerobné pfi 37°C po dobu
48 hodin. Poté byly pocitany kolonie a stanoven pocet CFU/ml.

V kazdém casovém intervalu bylo méfeno pH supernatantu, ktery byl ziskdn po
sedimentaci bunék centrifugaci (6000 g/10 minut). Byla sledovana zména pH na case.

Detekce produkce antimikrobialnich latek byla stanovena nasledovné: v priibéhu kultivace
byl v ¢asovych intervalech odebirdn 1 ml kultury do 1,5 ml Eppendorfovych zkumavek. Kultura
byla stocena (6000 g/10 minut) a ziskany supernatant byl oSetfen 1 M NaOH (neutralizovan na
hodnotu pH 6,5-7,0), 10ul kataldzy (10 mg/ml), inkubovan 5h pfi 30°C a rozdélen do dvou
shodnych alikvotl. Jeden alikvot byl osetfen pridanim proteinazy K 5 pl (10 mg/ml) pro inhibici
antimikrobialnich bilkovinnych latek (kontrola), druhy alikvot oSetfen nebyl. Takto pfipravené
supernatanty byly sterilizovany pomoci filtru (0,20 um CA Membrane) a pouzity pro agarovy
difuzni test (kapitola 4.2.8.3).

4.2.8.6 Dilucni test supernatantu

Kmeny byly kultivovany aerobné v MRS mediu po dobu 24 hodin pfi 37°C. Kultury byly
stoCeny (6000 g/10 minut) a supernatant (10 ml) byl oSetfen 1 M NaOH (neutralizovan na pH
6,5-7,0) a 10ul katalazy (10 mg/ml). Pripraveny supernatant byl sterilizovan pomoci filtru (0,20
um CA Membrane) a vyfedén desitkovym fedénim v PBS pufru (Phosphate buffered saline) (pH
7,6; NaCl 7,75 g/l; K,HPO,4 1,50 g/l; KH,PO4 0,20 g/l). Vyfedény supernatant byl pouZit pro
provedeni agarového difuzniho testu (kapitola 4.2.8.3). Dilu¢ni test byl proveden dvakrat
v nezavislych pokusech.

4.2.9 Kompetice o vazebnd mista na Caco-2 burikdch

Kompetice o vazebna mista na Caco-2 burkach byla testovana u vybranych kmend rodu
Lactobacillus podle postupu publikovaného v praci Matijasi¢ a kol. (2003). Linie Caco-2 bunék
byla kultivovdana v DMEM mediu (Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Sigma-Aldrich, St. Luis,
USA) s pridavkem fetdlniho bovinniho séra (Hyclone, Némecko) a 0,1% gentamicinu (Sigma-
Aldrich, St. Luis, USA). Caco-2 buriky byly pfidany na koncentraci 10° bunék na jamku v 24
jamkové mikrotitracni desti¢ce a kultivovany 3 tydny do Uplného porostu na povrchu jamky
(koncentrace bunék 3x10°> na jamku). Nejméné 24 hodin pred testem kompetice bylo DMEM
medium s gentamicinem nahrazeno mediem bez antibiotika.

Testované kmeny byly kultivovany pti 37°C po dobu 18 hodin v MRS mediu. Po centrifugaci
(3500 g/10 minut) byla opticka denzita nastavena na hodnotu 0,5 zmérenim absorbance pfi 660
nm. Pocet bunék (CFU/ml) byl stanoven plotnovou metodou (kultivace Petriho misek pfi 37°C po
dobu 48 hodin na MRS agaru). Test kompetice byl proveden v mikrotitra¢nich destickach s 24
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jamkami. Caco-2 bunky byly promyty dvakrat v PBS (pH 7,4) a potom k nim byla pfidana smés
1 ml bakteridlnich bunék Lactobacillus, 0,5 ml DMEM a 10 ul bakteridlni kultury E. coli 0157:H7.
Kultivace probihala po dobu 30 minut v atmosfére 10% CO,. Nenavazané bakterie byly odmyty
pomoci PBS. Poté byl pfidan do jamek 1 ml 0,05% Tritonu X-100. Po 10 minutach inkubace byla
smés lyzovanych Caco-2 bunék s navazanymi bakteriemi vyseta na VRB agar (Merck, Darmstadt,
Némecko) pro stanoveni poctu bunék (CFU/ml) u kmene E. coli 0157:H7 tox- (kultivace misek
18 hodin pfi 37°C aerobné). Test kompetice byl proveden ve dvou nezavislych experimentech.
Kazdy kmen byl testovan v5 jamkach. Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomaoci
Studentova t testu s hladinou vyznamnosti P<0,05.

4. 2. 10 Odolnost k podminkam gastrointestindlniho traktu

Preziti kmen( v simulovanych podminkach gastrointestinalniho traktu bylo provedeno
podle prace Fernandéz a kol. (2003). VSechny testované kmeny byly kultivovany v MRS mediu
pti 37°C po dobu 18 hodin. Po centrifugaci (3 500 g/5 minut) a promyti ve fyziologickém roztoku
(0,85% NaCl) byly bakterialni buriky resuspendovany v 20 ml Zaludec¢ni $tavy s nasledujicim
sloZzenim: NaCl (125 mM), NaHCO3 (45 mM), KCI (7 mM) (vSe Merck, Darmstadt, Némecko),
pepsin (3 g/l) (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA). pH bylo nastaveno na hodnoty 2,0 a 3,0. Kmeny
laktobacilt byly inkubovany v Zaludecni stavé pri 37°C. Alikvoty (100 pl) byly odebrany po 0, 1 a
3 hodinach a byly vysety na misky s MRS agarem pro stanoveni poctu bunék (CFU/ml). Misky
byly kultivovany 48 hodin pfi 37°C. Po 3 hodinach inkubace v Zaludecni stavé byly bakterie
separovany centrifugaci (3500 g/5 minut) a resuspendovany ve stfevni $tavé o slozeni: NaCl
(125 mM), NaHCOj3 (45 mM), KCI (7 mM) (vSe Merck, Darmstadt, Némecko), 0,3% nebo 1,0 %
Zluovych soli (Biolife, Milano, Itdlie) a 0,1% pankreatinem (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA).
Hodnota pH byla nastavena na 8,0. Bunky byly inkubovany po dobu 3 hodin pti 37°C. Alikvoty
(100 pl) byly odebrany po 1 a 3 hodindach a vysety na Petriho misky s MRS agarem. Byl stanoven
pocet bunék (CFU/ml). Experiment byl proveden dvakrat.

4. 2. 11 Rezistence k antibiotikitm

Kmeny byly kultivovany v MRS mediu pfi 37°C po dobu 18 hodin aerobné. Po centrifugaci
(3500 g/5 minut) byl pelet s bakteridlnimi burikami resuspendovan ve fyziologickém roztoku
(0,85% NaCl). Zakal bakterialni suspenze byl stanoven na 1 v McFarlandové fadé. Pro testovani
resistence k antibiotiklim byly pripraveny Petriho misky s25ml tekutého média, které
obsahovalo 90 % MHA (Mueller-Hinton agar)(Merck, Darmstadt, Némecko) a 10 % MRS agarem
(pH 6,5). Misky byly vysuseny a na povrch byly rozetfeny bakteridlni suspenze testovanych
kmenQ. Poté byly na povrch polozeny pinzetou prouzky — E-testy (dle doporuceni vyrobce AB
Biodisk, Solna, Svédsko). Misky s E-testy byly kultivovany p¥i 37°C po dobu 48 hodin anaerobné
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dnem dold. Po této dobé byly odecteny inhibicni zény dle pokynl vyrobce (AB Biodisk, Solna,
Svédsko).

4. 2. 12 Imunomagneticka separace bunék

Imunomagneticka separace (IMS) byla provedena pomoci nosi¢t funkcionalizovanych
streptavidinem s navdzanou biotinylovanou protilatkou anti-Lactobacillus (kapitola 4.1.2). Pro
IMS byly pouzity bakterialni buriky Lactobacillus rhamnosus LOCK 0900, které byly kultivovany
aerobné v MRS mediu pfi 37°C po dobu 18 hodin. Narostld kultura byla promyta 3x v 1ml PBS.
PocCet bunék (CFU/mI) byl stanoven vysevem na Petriho misky s MRS agarem plotnovou
metodou (kultivace pti 37°C po dobu 48 hodin).

Promyta bakterialni kultura kmene L. rhamnosus LOCK 0900 (100 pl) byla smichana se
sterilnim PBS pufrem (900 pl). Takto ptipravena bakteridlni kultura byla pouzita pro IMS.

Magnetické nosice funkcionalizované streptavidinem (50 ul) o koncentraci 5 mg/ml byly 3x
promyty v1 ml PBS. Poté byla ptidana 10x fedéna biotinylovana protilatka anti-Lactobacillus
(50 ul) (koncentrace protilatky 0,131 mg/ml). Komplex byl inkubovan 60 minut v inkubatoru pfi
laboratorni teploté za neustalého michani. Po tomto c¢asovém intervalu byl komplex
magnetického nosi¢e s navazanou protilatkou odseparovan pomoci magnetického separatoru,
dvakrat promyt v1 ml PBS a prepipetovdn do sterilni Eppendorfovy zkumavky. Ke komplexu
bylo pfiddno 50 ul pripravené bakteridlni kultury. Cely komplex (magneticky
nosic+protilatka+bakterialni buriky) byl inkubovan 60 minut pfi 5°C (obcas jemné protiepan),
odseparovan pomoci magnetického separdtoru a promyt v 2000 pl PBS. PFfi promyvani byl
komplex nékolikrat prfenesen do Cisté Eppendorfovy zkumavky. Po poslednim promyti byl v
resuspendovan 50 pl PBS.

4.2.12.1 Imunomagnetické separace bunék z mléka a mlécnych vyrobkdi

Bakterialni buriky kmene L. rhamnosus LOCK 0900 promyté v PBS dle postupu v kapitole 4.
2. 12 byly pridany k UHT mléku (100 pl + 900 pl mléka) nebo k bilému jogurtu (100 pul + 900 ul
jogurtu). Postup IMS byl dale stejny jako v kapitole 4. 2. 12. Komplex magnetického nosice s
navazanou protilatkou a bakteridlnimi burikami byl resuspendovan v 50 ul PBS.

4.2.12.2 Detekce imunomagneticky separovanych bunék

Separovany komplex (30 ul) byl lyzovan pfi 99°C/30 minut v thermocycleru. Po lyzi
komplexu byla provedena PCR (IMS-PCR) specifickd pro doménu Bacteria, rod Lactobacillus a
druh Lactobacillus rhamnosus. PCR byly provedeny dle navodu uvedeného v kapitole 4.2.4.1. Do
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smési pro PCR bylo pfidano 5 ul lyzovaného komplexu. Detekce specifickych produkt(i PCR byla
provedena pomoci agardzové gelové elektroforézy.
Separované komplexy byly vysety na misky s MRS agarem v mnozstvi 20 pl na misku.

Kultivace misek probéhla aerobné pfi 37°C po dobu 48 hodin. Poté byl stanoven pocet bunék
(CFU/ml).
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

Vysledky jsou tématicky rozdéleny a diskutovdny v rdmci jednotlivych kapitol. Jednotlivé
dil¢i zavéry byly publikovdny jednak na konferencich formou posterl nebo predndasek a jednak
formou ¢lankd v impaktovanych ¢asopisech. Souhrn publikaci je uveden v kapitole 10. Kompletni
souhrn publikaci autora. PIné znéni ¢lankd publikovanych v recenzovanych casopisech je
uvedeno v kapitole 11. Pfilohy.

5.1 Identifikace kment rodu Lactobacillus svyuZitim metod zaloZenych na
amplifikaci DNA

DNA sbirkovych a typovych bakteridlnich kmen( (Tabulka 2) a 68 analyzovanych
bakteridlnich kmen( rodu Lactobacillus (Tabulka 3A a 3B) byla izolovdna pomoci fenol-
chloroformové extrakce (kapitola 4.2.2). Koncentrace izolovanych DNA byly stanoveny
spektrofotometricky (kapitola 4.2.3). VSechny DNA byly izolovany v potrfebné Cistoté (hodnoty
pomeéru absorbanci Azsonm/A2z0nm S€ pohybovaly v rozmezi 1,8-2,0) a v koncentracich vhodnych
pro jejich dalsi pouziti v amplifikacnich technikach. Agardzova gelova elektroforéza byla pouzita
pro kontrolu kvality izolované DNA. DNA byla intaktni a obsahovala RNA. DNA analyzovanych
bakterialnich kment byla amplifikovana v PCR pro doménu Bacteria, v rodové specifické PCR pro
Lactobacillus a v druhové specifickych PCR pro L. paracasei, L. casei/paracasei, L. rhamnosus, L.
zeae, L. gasseri, L. johnsonii, L. acidophilus, L. fermentum, L. salivarius a L. plantarum. DNA
izolované ze shirkovych a typovych kmenu slouzily jako pozitivni kontroly (kapitola 4.2.4).

V PCR pro doménu Bacteria byl po amplifikaci DNA u vSech kmen( detegovan specificky
produkt PCR o velikosti 466 bp - DNA vSech kmen( byla amplifikovatelna a mohla byt pouzita v
dalsich identifikacnich technikach. Ddale byla DNA viech kmenG amplifikovana pomoci primerd
LbLMA 1rev a R16-1, které ohranicuji oblast mezerniku 165-23S rDNA a jsou specifické pro rod
Lactobacillus (kapitola 4.2.4.1) (Dubernet a kol. 2002). U vSech kmen (s vyjimkou kmene RL27-
VGA-7A2) byl detegovan specificky produkt PCR o velikosti asi 250 bp znadici pfislusnost k rodu
Lactobacillus. Velikost specifického produktu PCR (pocet bazi) se lisi v rdmci rodu Lactobacillus u
jednotlivych druh(, protoze nékteré druhy rodu Lactobacillus jsou v oblasti mezerniku 16S-23S
rDNA  polymorfni (Dubernet a kol. 2002). Kmen RL27-VGA-7A2 byl vyrazen ze souboru
testovanych kmenu na zdkladé jeho nepfislusnosti k rodu Lactobacillus. Byly tak potvrzen dfive
zjistény vysledek (Turkova 2009).

DNA bakteridlnich kmen0 identifikovanych do rodu Lactobacillus (67) byla amplifikovana
pomoci metod zalozenych na amplifikaci DNA (druhové specifickd PCR - kapitola 4.2.4.1;
multiplexni PCR - kapitola 4.2.4.2; amplifikace genu pheS - kapitola 4.2.4.3 a fingerprintové
metody rep-PCR a RAPD-PCR - kapitola 4.2.4.4). Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 16. Druhy
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zarazené do blizce ptibuznych druhl skupiny L. casei (L. casei, L. paracasei, L. rhamnosus) jsou
podrobnéji diskutovany v kapitole 5.1.1; druhy zatazené do skupiny L. acidophilus (L. gasseri a L.
johnsonii) v kapitole 5.1.2. Osm kmenU nebylo zafazeno do Zadného druhu pomoci vyse
uvedenych technik. Pro pfesné zarazeni byly pouzity dalsi metody (viz dale).

Tabulka 16: Druhovad identifikace kmenii rodu Lactobacillus izolovanych z riznych zdrojii.

Kmen Rodové Druhové Multiplexni PCR pro Rep-PCR + Druhova identifikace
specifickd PCR specifickd PCR PCR pheS RAPD-PCR Lactobacillus
RL1-P L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus
RL2-P L. gasseri/johnsonii* - johnsonii gasseri gasseri/johnsonii
RL3-P L. rhamnosus rhamnosus - rhanomsus rhamnosus
RL4-P L. paracasei paracasei - paracasei paracasei
RL4-bile7-5A L. paracasei paracasei - paracasei paracasei
RL4-bile7-5B L. paracasei paracasei - paracasei paracasei
RL5-P L. gasseri/johnsonii* - johnsonii gasseri gasseri/johnsonii
RL6-P L. N - - gasseri N**
RL7-P L. N - - N N***
RL8-P L. gasseri/johnsonii* - johnsonii gasseri gasseri/johnsonii
RL9-P L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus
RL10-P L. paracasei paracasei - paracasei paracasei
RL10-bile7-5A L. paracasei paracasei - paracasei paracasei
RL10-bile7-5B L. paracasei paracasei - paracasei paracasei
RL11-P L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus
RL12-PA L. fermentum - - fermentum fermentum
RL12-PB L. fermentum - - fermentum fermentum
RL13-P L. gasseri/johnsonii* - johnsonii gasseri gasseri/johnsonii
RL13-57L3-7AP L. gasseri/johnsonii* - johnsonii gasseri gasseri/johnsonii
RL13-57L3-8AP L. gasseri/johnsonii* - johnsonii gasseri gasseri/johnsonii
RL14-P L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus
RL15-P L. salivarius - - gasseri salivarius****
RL16-P L. fermentum - - salivarius fermentum™****
RL17-P L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus
RL18-P L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus
RL19-P L. paracasei paracasei - paracasei paracasei
RL20-P L. N - - rhamnosus Nk Ak
RL21-P L. paracasei paracasei - paracasei paracasei
RL22-P L. gasseri - gasseri gasseri gasseri
RL23-P L. fermentum - - fermentum fermentum
RL24-P L. gasseri/johnsonii* - johnsonii gasseri gasseri/johnsonii
RL25-P L. fermentum - - fermentum fermentum
RL26-P L. plantarum - - plantarum plantarum
RL27-P L. N - - N N***
RL27-VGA-7A2 N - - - - N
RL28-P L. N - - N [\ ittt
RL29-P L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus
RL30-P L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus
RL1 L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus
RL2 L. gasseri/johnsonii* - johnsonii gasseri gasseri/johnsonii
RL3 L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus
RL4 L. paracasei paracasei - paracasei paracasei
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Rodové Druhové Multiplexni PCR pro Rep-PCR + Druhova identifikace

Kmen specifickd PCR specifickd PCR PCR pheS RAPD-PCR Lactobacillus
RL5 L. johnsonii - johnsonii johnsonii Jjohnsonii
RL6 L. N - - N N**
RL7 L. N - - N N***
RL8 L. johnsonii - johnsonii johnsonii Jjohnsonii
RL9 L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus
RL10 L. paracasei paracasei - paracasei paracasei
RL11 L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus
RL12 L. fermentum - - fermentum fermentum
RL13 L. gasseri/johnsonii* - johnsonii gasseri gasseri/johnsonii
RL14 L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus
RL15 L. salivarius - - salivarius salivarius
RL16 L. fermentum - - fermentum fermentum
RL17 L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus
RL18 L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus
RL19 L. paracasei paracasei - paracasei paracasei
RL20 L. N - - N [\ttt
RL22 L. gasseri - gasseri gasseri gasseri
CCDM 83/00 L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus
CCDM 148/00 L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus
CCDM 154/02 L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus
CCDM 158/00 L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus
CCDM 821/00 L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus
CCDM 963/00 L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus
LOCK 0900 L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus
LOCK 0908 L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus
LOCK 0919 L. paracasei paracasei - paracasei paracasei

N neidentifikovdn, - PCR neprovedena; L. Lactobacillus; * specificky produkt PCR byl detegovdn v PCR pro L. gasseri i v PCR pro L.
johnsonii; ** identifikace do druhu L. vaginalis/panis/frumenti/pontis/oris/antri pomoci sekvenovdni genu pro 16SrRNA (kapitola
5.1.3); *** jdentifikace do druhu L. vaginalis pomoci MALDI-TOF (kapitola 5.1.3); ¥**** druhovd identifikace dle vysledkd druhové
specifické PCR; ***** jdentifikace do druhu L. helveticus pomoci sekvenovdni genu pro 16SrRNA (kapitola 5.1.3); ****%*
identifikace do druhu L. oris pomoci MALDI-TOF (kapitola 5.1.3)

5.1.1 Blizce pribuzné druhy skupiny L. casei

Skupina blizce pfibuznych druh( L. casei sdruzuje druhy L. casei, L. paracasei, L. rhamnosus
a L. zeae (Walter a kol. 2000). Z analyzovaného souboru kmen( bylo do druhu L. rhamnosus
zarazeno 24 kmen0, do skupiny L. casei/paracasei bylo zafazeno 12 kmenUl. VSech 12 kmen(
bylo nasledné zarazeno do druhu L. paracasei pomoci druhové specifické PCR s vyuzitim primer(
publikovanych v praci Ward a Timmins (1999) - velikost specifickych PCR produktd byla 290 bp
(Tabulka 4). Produkty PCR o velikosti 290 bp byly také detegovany u sbirkovych kment L. casei
CCM 4791, L. casei CCM 4798 a L. casei ssp. casei CCM 7089 znacici pfislusnost k druhu L.
paracasei. Nicméné u typového kmene L. casei ssp. casei CCM 7088" nebyly detegovény
produkty PCR ani s primery specifickymi pro druh L. casei/paracasei, ani s primery specifickymi
pro druh L. paracasei. DNA kmene L. casei ssp. casei CCM 7088 (ATCC 393") byla amplifikovana
pomoci primerQ pro skupinu druht L. casei/paracasei, L. paracasei a L. zeae (kapitola 4.2.4.1).
Specificky produkt PCR byl detegovan pouze v druhové specifické PCR pro L. zeae. Vysledky se
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shoduji s tvrzenim o p¥ibuznosti kmene L. casei ssp. casei CCM 7088" (ATCC 393") s druhy L. zeae
v publikacich Dicks a kol. (1996) a Delaglio a kol. (2002).

Pro rozliSeni blizce pfibuznych druhl skupiny L. casei byla v této praci rovnéz pouzita
multiplexni PCR dle autor( Sisto a kol. (2009) (kapitola 4.2.4.2). V multiplexni PCR byly u kmen(
L. casei detegovany dva amplikony o velikosti 540 a 350 bp, u kmenU L. paracasei dva amplikony
o velikosti 540 a 200 bp a u kmenl L. rhamnosus byl detegovan jeden fragment o velikosti
540 bp. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 16 a Tabulce 17. Druhova identifikace kmen
zafazenych do druhu L. rhamnosus a L. paracasei pomoci druhové specifickych PCR byla
potvrzena pomoci multiplexni PCR. U kmen0 L. casei CCM 4791, L. casei CCM 4798 a L. casei
ssp. casei CCM 7089 byly detegovany dva produkty PCR 540 a 200 bp znadici pfislusnost kmen
k druhu L. paracasei. U kmene L. zeae CCM 7069" nebyl podle otekavani detegovan zadny PCR
produkt.

U kmene L. casei ssp. casei CCM 7088 (ATCC 393") byly detegovény dva produkty PCR o
velikosti 540 a 350 bp, které fadi kmen do druhu L. casei, coZ je v rozporu s predchazejicimi
vysledky, ve kterych byl detegovan specificky produkt PCR pro druh L. zeae. Dle vySe uvedenych
vysledkd Ize konstatovat, Ze taxonomicka pozice kmene je nejasnd a pomoci vySe uvedenych
identifikaénich technik nelze jednoznaéné potvrdit pfislu$nost kmene CCM 7088" (ATCC 393") ke
druhu L. casei ani ke druhu L. zeae.

Kmen L. casei ssp. casei CCM 7088" (ATCC 393") je typovym kmenem druhu L. casei a je ji?
nékolik let hlavnim prfedmétem spord mezi védci zabyvajicimi se taxonomii skupiny L. casei.
Udava se, 7e je vice ptibuzny s kmenem L. zeae CCM 7069 (ATCC 15820") nez s kmeny druhu L.
casei a nemél by tedy figurovat jako typovy kmen pro druh L. casei (Dellaglio a kol. 2002).
Pomoci DNA/DNA hybridizace bylo zjisténo, Ze sbirkové kmeny (ATCC 393" a ATCC 15820') jsou
si podobné z 80 % (Dicks a kol. 1996). Na druhou stranu nékteré prace vyuZivajici genotypovych
metod ukazuji malou p¥ibuznost mezi kmeny L. casei ssp. casei ATCC 393" a L. zeae ATCC 15820"
(Tynkkynen a kol. 1999).
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Tabulka 17: Vysledky multiplexni PCR se specifickymi primery pro L. casei, L. paracasei a L. rhamnosus

Produkt PCR

Kmen Druh Lactobacillus
(bp)
RL1-P 540 rhamnosus
RL3-P 540 rhamnosus
RL4-P 540, 200 paracasei
RL4-bile7-5A 540, 200 paracasei
RL4-bile7-5B 540, 200 paracasei
RL9-P 540 rhamnosus
RL10-P 540, 200 paracasei
RL10-bile7-5A 540, 200 paracasei
RL10-bile7-5B 540, 200 paracasei
RL11-P 540 rhamnosus
RL14-P 540 rhamnosus
RL17-P 540 rhamnosus
RL18-P 540 rhamnosus
RL19-P 540, 200 paracasei
RL21-P 540, 200 paracasei
RL29-P 540 rhamnosus
RL30-P 540 rhamnosus
RL1 540 rhamnosus
RL3 540 rhamnosus
RL4 540, 200 paracasei
RL9 540 rhamnosus
RL10 540, 200 paracasei
RL11 540 rhamnosus
RL14 540 rhamnosus
RL17 540 rhamnosus
RL18 540 rhamnosus
RL19 540, 200 paracasei
CCDM 83/00 540 rhamnosus
CCDM 148/00 540 rhamnosus
CCDM 154/02 540 rhamnosus
CCDM 158/00 540 rhamnosus
CCDM 821/00 540 rhamnosus
CCDM 963/00 540 rhamnosus
L. rhamnosus CCM 1825" 540 rhamnosus
L. rhamnosus CCM 7091 540 rhamnosus
L. casei ssp. casei CCM 7089 540, 200 paracasei
L. casei ssp. casei CCM 7088" 540, 350 casei
L. casei CCM 4791 540, 200 paracasei
L. casei CCM 4798 540, 200 paracasei
L. paracasei ssp. paracasei CCM 1753" 540, 200 paracasei
L. paracasei ssp. tolerans CCM 7092" 540, 200 paracasei
L. zeae CCM 7069" - -

LOCK 0900 540 rhamnosus
LOCK 0908 540 rhamnosus

LOCK 0919 540, 200 paracasei




Dle vyse uvedenych vysledk(l Ize konstatovat, Ze taxonomicka pozice v rdmci skupiny L.
casei je velmi slozita; zabyvala se ji fada praci — Collins a kol. (1989); Dellaglio a kol. (1991); Dicks
a kol. (1996); Mori a kol. (1997); Klein a kol. (1998); Dellaglio a kol. (2002). Problémy v ramci
této skupiny se zabyvala mezinarodni komise Judical Commision of the International Comittee
of Systematics of Bacteria (Wayne 1994, Judicial Commission of the International Committee on
Systematics of Bacteria 2008). Je nutné zd(raznit, Ze presnad identifikace, zvlasté druhd L. casei a
L.paracasei, je dulezita vzhledem k jejich potencidlnimu vyuziti v potravinarském prdmyslu nebo
pro védecké ucely. Uvadi se, Ze az 28 % kmenl L. casei/paracasei ma probiotické vlastnosti a je
tak potencialné vyuzitelnych v mlékarenském primyslu (Sato a kol. 2012).

5.1.2 Blizce pribuzné druhy skupiny L. acidophilus

Dalsi skupinou blizce pfibuznych druhd v ramci rodu Lactobacillus je skupina L. acidophilus.
Skupina L. acidophilus je vysoce heterogenni a dfive byla rozdélena dle metabolickych a
funkcnich vlastnosti na Sest druh - L. acidophilus, L. amylovorus, L. crispatus, L. gallinarum, L.
gasseri a L. johnsonii (Luginbuhl a kol. 2006, Walter a kol. 2000).

V praci byly pouzity primery Gasl/Gasll pro druh L. gasseri a primery JohSI/SIl pro druh L.
johnsonii publikované v praci Walter a kol. 2000 (Tabulka 4). U 9 kmenQ, u kterych byl
detegovan specificky produkt PCR pro L. gasseri, byl také detegovan specificky produkt PCR pro
L. johnsonii. Jen u dvou kmen( byl detegovan specificky produkt PCR pouze pro L. johnsonii (RL5,
RL8) a jen u dvou kmen( byl detegovan specificky produkt PCR pouze pro L. gasseri (RL22, RL22-
P). Blizkd ptibuznost mezi druhy L. gasseri a L. johnsonii v oblasti genu pro 16S rRNA byla
publikovana jiz dfive (Luginbuhl a kol. 2006). Pro odliseni téchto druh( bylo testovano vyuziti
dalSich gen(, napt. genu pro fenylalanin-tRNA syntetazu (pheS) pfi identifikaci druhu L. johnsonii
(Grillova 2012). Shrnuté vysledky druhové specifické PCR pro druhy L. gasseri, L. johnsonii a
amplifikace genu pro fenylalanin-tRNA syntetdzu (pheS) druhu L. johnsonii jsou uvedeny
v Tabulce 18.
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Tabulka 18: Identifikace kmenii druhu L. gasseri a L. johnsonii pomoci druhové specifickych PCR a amplifikace

DNA v PCR pro gen pheS
Produkt PCR Produkt PCR Produkt PCR  Vysledna druhova
Kmen . . .. . o
pro L. gasseri  pro L. johnsonii pro pheS identifikace
RL2-P + + + *
RL5-P + + + *
RL8-P + + + *
RL13-P + + + *
RL13-57L3-7AP + + + *
RL13-57L3-8AP + + + *
RL22-P + - - gasseri
RL24-P + + + *
RL2 + + + *
RL5 - + + johnsonii
RL8 - + + johnsonii
RL13 + + + *
RL22 + - - gasseri
L. gasseri CCM 7009" + - - gasseri
L. johnsonii CCM 4384" - + + johnsonii
L. gasseri K7 + - - gasseri
L. johnsonii CCM 2935 - + + johnsonii

+ specificky produkt PCR detegovdn; - specificky produkt PCR nedetegovdn; *nelze jednoznacné zaradit do druhu na zdkladé
dosaZenych vysledki

Z vysledkll uvedenych v Tabulce 18 vyplyva, Ze druhovd identifikace kmen( blizce
ptibuznych druh( L. gasseri a L. johnsonii s vyuZitim primer( od Walter a kol. (2000) a Grillova
(2012) neni jednoznacna. Jednoznacné byly identifikovany kmeny L. gasseri CCM 7009",
L. johnsonii CCM 4384, L. gasseri K7 a L. johnsonii CCM 2935. RL kmeny rodu Lactobacillus
nebyly zafazeny do druhu s vyjimkou kmenU RL5 a RL8 (zafazeny do druhu L. johnsonii) a RL22-P
a RL22 (zarazeny do druhu L. gasseri). Primery Gasl/Gasll a JohnSI/JohnSll (Walter a kol. 2000) a
primery LjpheSFW/LjpheSRW (Grillova 2012) nejsou vhodné pro jednoznacné odliseni druhl
L. gasseri a L. johnsonii ve studovaném souboru bakteridlnich kmen.

5.1.3 Porovndni sekvenci genti pro 16S rRNA

Pomoci druhové specifickych PCR nebylo identifikovdno do druhu 8 kmen( rodu
Lactobacillus - RL6-P, RL7-P, RL20-P, RL27-P, RL28-P, RL6, RL7 a RL20 (Tabulka 16). U téchto
kmen( byla DNA amplifikovdna pomoci primer(i PO a P6 ohranicujicich cely usek DNA pro
16S rRNA (Verdnerelli a kol. 2009). Specificky produkt PCR o velikosti 1466 bp byl precistén
pomoci kitu a poslan na sekvenovani (kapitola 4.2.5). Vysledné sekvence nukleotid( byly
porovnany s dostupnymi sekvencemi v databazi GeneBank pomoci algoritmu BLAST a bylo
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vypocteno procento podobnosti s kmeny v databazi (kapitola 4.2.6). Vysledky jsou uvedeny
v Tabulce 19.

Tabulka 19: Druhovad identifikace pomoci podobnosti genti pro 16S rRNA

Kmen Druhova identifikace (% podobnosti)

RL6-P L. vaginalis/panis/frumenti/pontis/oris/antri (98%)
RL7-P L. vaginalis/panis/frumenti/pontis/oris/antri (98%)

RL20-P L. helveticus (100%)

RL27-P L. vaginalis/panis/frumenti/pontis/oris/antri (98%)

RL28-P L. vaginalis/panis/frumenti/pontis/oris/antri (98%)
RL6 L. vaginalis/panis/frumenti/pontis/oris/antri (98%)
RL7 L. vaginalis/panis/frumenti/pontis/oris/antri (98%)
RL20 L. helveticus (100%)

Kmeny RL20-P a RL20 byly zafazeny do druhu L. helveticus. Pomoci algoritmu BLAST byla
nalezena 100% shoda sekvence nukleotidd kmen( RL20-P a RL20 s nékolika sekvencemi kmen
druhu L. helveticus uloZenymi v databazi GeneBank. Sest zbyvajicich kmend bylo zafazeno do
skupiny nékolika druhl L. vaginalis/panis/frumenti/pontis/oris/antri. Sekvence genu pro 16S
rRNA neumoznila jednoznacné zarazeni téchto kmenl do druhu, coZ je v souladu s udaji
uvadénymi v literature (Delavenne a kol. 2013).

Identifikace kmen( RL6-P, RL7-P, RL27-P, RL28-P, RL6 a RL7 byla upfesnéna pomoci dalsi
identifika¢ni techniky — MALDI-TOF. Kmeny RL7, RL7-P a RL27-P byly identifikovany do druhu
L. vaginalis. Kmen RL28-P byl identifikovan do druhu L. oris. U zbylych kmen( RL6-P a RL6 nebyla
technika MALDI-TOF schopna jednoznacné identifikovat kmeny do druhu a bude nutné podrobit
tyto kmeny dalsi identifikaci (Spanova 2014).

5.1.4 Stanoveni pribuznosti pomoci fingerprintovych technik

Pro potvrzeni druhové identifikace a pro stanoveni pfibuznosti a genetické variability mezi
kmeny v rdmci jednotlivych druhl byla DNA vSech kmen( amplifikovana pomoci primertd M13
(RAPD-PCR) a (GTG)s (rep-PCR) (kapitola 4.2.4.4). Jednotlivé fingerprintové profily kmen( byly
porovnavany pomoci programu BioNumerics 6.5 (kapitola 4.2.6). Pro analyzu fingerprintQ
daného souboru byl vyuzit algoritmus shlukové analyzy dat UPGMA s Pearsonovym korela¢nim
koeficientem (Jelinek 2010). Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 16. Priklady sestrojenych
dendrogramu z fingerprintovych profild kmen0 jsou uvedeny v Pfiloze 1 v rdmci publikovaného
¢lanku.

Pro identifikaci do druhd rodu Lactobacillus se rep-PCR s primerem (GTG)s ukazala jako
vhodnéjsi metoda neZ RAPD-PCR. Naproti tomu technika RAPD-PCR s primerem M13 byla
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vhodnéjsi pro hodnoceni vnitrodruhové variability. Kombinace obou fingerprintovych metod
rep-PCR a RAPD-PCR umoznila presnéjsi druhovou identifikaci na stejné hladiné podobnosti jako
u techniky rep-PCR samotné. Uvedené metody byly s Uspéchem pouZity pro typizaci rliznych
druh@ laktobacilG (Gevers a kol. 2001, Rossetti a Giraffa 2005, Svec a kol. 2010).

5.1.5 Shrnuti druhové identifikace kmenti

V soucasné dobé (Cervenec/2014) obsahuje rod Lactobacillus vice nez 150 druhi a
poddruhl (podle http://www.bacterio.net). Rod Lactobacillus je povazovan za nejvice
heterogenni rod mezi BMK a pro presnou identifikaci druh( je nutné vyuzit vice identifikacnich
technik — tzv. polyfazni pfistup (Bernardeau a kol. 2008).

Laktobacily izolované ze stolice zdravych plné kojenych déti byly v této praci
identifikovany do deseti druhl (L. paracasei, L. rhamnosus, L. johnsonii, L. salivarius,
L. fermentum, L. plantarum, L. helveticus, L. gasseri, L. vaginalis, L. oris) a dvou skupin druhd
L. gasseri/johnsonii a L. vaginalis/panis/frumenti/pontis/oris/antri pomoci nékolika molekularné
biologickych technik (Tabulka 16, Tabulka 17, Tabulka 18, Tabulka 19). VSechny tyto druhy byly
identifikovany v lidském gastrointestindlnim traktu (Wall a kol. 2007, Mitsou a kol. 2008,
Stdepetova a kol. 2011, Rubio a kol. 2014). Autofi Wall a kol. (2007) zjistili, Ze lidské stfevo je
plvodné po narozeni osidleno jen nékolika kmeny jednoho ¢i dvou druhd. Mitsou a kol. (2008)
nalezli mezi laktobacily v prvnich mésicich Zivota dominanci kmen( druhu L. rhamnosus a
L. paracasei; Rubio a kol. 2014 detegoval v prvnim mésici Zivota nejvice kmen( druhu L. gasseri,
L. fermentum, L. casei/paracasei, L. oris a L. vaginalis. Po dvou mésicich Zivota jiZz prevladalo
zastoupeni kmenU L. casei/paracasei (Rubio a kol. 2014). Wall a kol. (2007) identifikovali kmeny
druhu L. rhamnosus a L. casei/paracasei predevsim u dospélych jedincl. Kmeny L. gasseri se
vyskytuji ve vaginé zdravych Zen a béhem porodu tak mohou kolonizovat novorozence a byt
pfitomny v jeho gastrointestinalnim traktu (Matsumiya a kol. 2012). Ve studii autor( Martin a
kol. 2003 bylo ukdzano, Ze RAPD-PCR fingerprintové profily kmen( izolovanych z détské stolice
se shoduji s RAPD-PCR profily kmen( z materského mléka.

VSechny kmeny izolované z mlécnych vyrobkl nebo ze sildZze byly zafazeny do druhu
L. rhamnosus. Kmeny druhu L. rhamnosus se ¢asto vyskytuji v mlékarenskych vyrobcich, véetné
rdznych druhl syrG (Bernadeau a kol. 2006). Kmeny L. rhamnosus se také pouZivaji spolu
s kmeny L. buchneri k fermentaci silaze (Li a Nishimo 2011).

Cést vysledki uvedenych v kapitole 5.1, v€etné prikladu sestrojenych dendrogramd v
kapitole 5.1.4 Stanoveni pfibuznosti pomoci fingerprintovych technik, byla publikovéna v ¢lanku
Turkovd K., Rittich B., Spanovd A.: Identification and determination of relatedness of lactobacilli
using different DNA amplification methods. Chemical Papers, 2012, 66, 842-851. V ¢lanku byla
pouzita DNA kmen( RL-P; kmeny jsou avSak oznaceny pouze jako RL. Toto zjednodusené
oznaceni bylo pouZito na zakladé zadosti recenzenta ¢lanku. PlIné znéni ¢lanku je uvedeno v
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Ptiloze 1. Vysledky identifikace kmen( byly dale publikovdny ve formé plakatovych sdéleni i
prednasek (viz Kapitola 10).

5.2 Produkce antimikrobialnich latek kmeny rodu Lactobacillus

Antagonistickda a inhibi¢ni aktivita bakterii rodu Lactobacillus je zaloZzena na rdznych
vlastnostech, mezi které patfi kompetice o Ziviny a produkce jednoho nebo vice
antimikrobialnich metabolitli jako jsou organické kyseliny (kyselina mléénd nebo kyselina
octova), peroxid vodiku, a antimikrobialni peptidy - bakteriociny (Ghanbari a kol. 2013). Mezi
zakladni skriningové testy patii agarovy kapkovy test a agarovy difuzni test.

5.2.1 Testovdni produkce antimikrobidlnich latek pomoci agarového kapkového testu

Testovani produkce antimikrobialnich latek bylo provedeno pomoci agarového kapkového
testu a agarového kapkového testu s pfipipetovanymi proteolytickymi enzymy (kapitola 4.2.8.1
a kapitola 4.2.8.2). Na produkci antimikrobialnich latek bylo testovano 65 bakteridlnich kmend
(Tabulka 3A a Tabulka 3B; nebyly testovany kmeny RL13-57L3-7AP a RL13-57L3-8AP) s pouZitim
dvandcti indikdtorovych kmenu (Tabulka 2). Na Obr. 10 je zobrazena Petriho miska s agarovym
kapkovym testem. Pfiklad Petriho misky sagarovym kapkovym testem a pfipipetovanymi
proteolytickymi enzymy je uveden na Obr. 11. Velikosti inhibi¢nich zén (mm) jsou uvedeny v
Tabulkach 20 a 21 a jsou priamérem ze ctyt pokusd.

RL6 RL5

RL8 RL7

Obr. 10: Agarovy kapkovy test Inhibicni zény zpisobené produkci antimikrobidlnich Iatek kmend RL5, RL6, RL7 a
RL8; indikatorovy kmen L. delbrueckii IM348
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RL6 RL5

RL8
RL7

Obr. 11: Agarovy kapkovy test s pfipipetovanymi proteolytickymi enzymy proteindzy K (P) a trypsinu (T)
Inhibiéni zény zplsobené produkci antimikrobidlnich Idtek kmend RL5, RL6, RL7 a RLS; indikdtorovy kmen
L. delbrueckii IM348
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Tabulka 20: Velikosti inhibi¢nich zon (mm) stanovené pomoci agarového kapkového testu (indikatorové kmeny —
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Lactobacillus sp.)

Indikadtorovy kmen

Testovany
kmen L. f:/lli\g:;{'us L.I &a;zgri L sakei IM 398 L. d|:£|bgie;kii L. dﬁ\;bgif;kﬁ L fela':\’/lm:gltum
RL1-P 2,0+0,1 UC - 0,5+0,1C 3,910,2C 6,4+0,3C -
RL2-P - 4,3+0,2 CPT 3,7+0,2 CPT 6,6+0,4 CPT 7,1%0,2 CPT 3,4+0,2 CPT
RL3-P 5,5+0,3 UC - 0,7+0,1 UC 3,1+0,1 UC 5,3+0,3C -
RL4-P 4,90,4 UC - 0,7£0,1 UC 1,910,1C 4,610,1C -
RL4-bile7-5A  2,0+0,1 UC - - 2,3+0,3C 3,0+0,1C 2,0£0,1 UC
RL4-bile7-5B  2,0+0,1 UC - - 2,4+0,1C 2,3#0,1C 2,0£0,2 UC
RL5-P - - - - - -
RL6-P - 0,5+0,1 UC 2,4+0,2 UC - - -
RL7-P - - - 2,3+0,1UC 1,4+0,1 UC -
RL8-P 3,0+0,2 UC - 1,0+0,1 C 4,2+0,4 C 2,7+0,2 UC 3,740,3C
RL9-P 1,9+0,1 UC - 1,1+0,1C 3,2+0,2 CPT 3,1+0,1C 1,0£0,1C
RL10-P 2,0£0,1 UC - 2,0+0,1C 3,2+0,2C 3,6+0,2C 5,0+0,3C
RL10-bile7-5A  2,0+0,1 UC - 1,0£0,1C 4,0+0,2 UC 3,1+0,1C 5,0+0,4C
RL10-bile-5B  2,0+0,1 UC - 1,0+0,1C 5,1+0,4 UC 2,6%0,1C 5,0£0,3C
RL11-P 1,8+0,1 UC - 0,9+0,1 CPT 3,610,3C 2,4+0,2 CPT -
RL12-PA 2,0+0,1 UC - - 5,0£0,3 UC 3,0+0,1C -
RL12-PB 2,0£0,1UC - - 3,0£0,1 UC 3,0£0,1C -
RL13-P - - 2,140,2 CPT 1,00,1 UC 3,0£0,2C -
RL14-P 1,0+0,1 UC - 1,2+0,1 UC 1,0+0,1 UC 1,5+0,1UC -
RL15-P 5,3+0,4 CPT  4,9+0,3CPT 4,7+0,3 CPT 9,5+0,5 CPT 8,7+0,5 CPT 7,9+0,3 CPT
RL16-P - - 2,4+0,2 UC 1,0+0,1UC 2,1+0,1 UC -
RL17-P - - 3,1£0,2 UC 1,0+0,1UC 1,3+0,1 UC -
RL18-P - - - 1,3+0,1 UC 1,5+0,1 UC -
RL19-P 2,0£0,1 UC - 1,6+0,1C 3,410,2C 4,140,3C 2,0£0,1 UC
RL20-P - - 3,5+0,2 UC - 2,1+0,1UC -
RL21-P - 2,0+0,1 UC 2,3+0,1 UC 2,4+0,1 UC - -
RL22-P 0,7+0,1 CPT  4,2+0,3 CPT 4,8+0,3 CPT 6,3+0,4 CPT 6,3+0,5 CPT 2,9+0,1 CPT
RL23-P - 2,4+0,1UC 2,4+0,1 UC - 0,8+0,1 UC 2,740,1 UC
RL24-P - 2,0£0,1UC 1,3+0,1 UC 1,5+0,2 UC - 3,6+0,1 UC
RL25-P - - 1,2+0,1 UC 1,2+0,1 UC 1,4+0,1 UC 1,0+0,1 UC
RL26-P 2,0+0,1 UC - 1,940,1 CPT 3,3%0,1C 4,5+0,2 CPT 1,0£0,1 UC
RL27-P - - 1,7+0,1 UC 2,4+0,1 UC 2,4+0,1UC -
RL28-P - - - - - -
RL29-P - - - - - -
RL30-P - - - - - -
RL1 - 2,3+0,1C 1,2+0,1C 2,8+0,2 UC 4,140,2 C 0,6%0,1 UC
RL2 - 4,1+0,2 CPT 4,7+0,2 CPT 5,8+0,2 CPT 5,1+0,3C 3,6+0,1 UC
RL3 - - 1,2+0,1C 1,5+0,1 UC 2,4+0,1C 0,8+0,1 UC
RL4 - 2,8+0,1 UC 1,1+0,1 C 1,610,1 UC 2,6+0,1C -
RL5 - 2,6%0,1UC 3,9+0,1 CPT 6,5+0,2 CPT 8,0+0,4 CPT 0,5+0,1C
RL6 - 1,5+0,1 UC 3,1+0,1 CPT 5,2+0,3 CPT 6,2+0,3 CPT 0,5+0,1C
RL7 - 4,3+0,3 CPT 4,8+0,3 CPT 6,9+0,2 CPT 8,6+0,4 CPT 1,5+0,1C
RL8 - 3,3+0,3 CPT 4,7+0,3 CPT 6,2+0,3 CPT 7,3+0,3 CPT 1,1+0,1C




Indikadtorovy kmen

Testovany — ] - B

EER L. Is:ﬂlngzus L.I Sla;zgn L. sakei IM 398 L. dliilb;zescku L. dliilbgzgcku L ffl:ﬂmaegltum
RL9 - - 0,910,1 C 2,4+0,1 UC 1,7+0,1 UC -

RL10 - - 1,1+0,1C 1,60,1 UC 4,310,3C -

RL11 - - - - - -

RL12 - - - 2,8+0,1C 5,1+0,3C 0,8+0,1 UC
RL13 1,5+0,1 UC - - 2,6+0,1 UC 3,410,3 UC 3,5+0,3 UC
RL14 - - 1,0+0,1 C 2,7+0,1 CPT 5,0+0,3C 0,810,1C
RL15 - 2,1+0,1 CPT 3,6+0,3 CPT 5,6£0,3 C 6,7+0,3 CPT 1,5+0,1 CPT
RL16 - - - 4,1+0,2 UC 5,7+0,3C -

RL17 - - 1,3+0,1C 3,740,2 UC 4,740,3C 1,1+0,1UC
RL18 - - 0,9+0,1 UC 2,0+0,1 UC 2,3+0,3 UC 1,1+0,1UC
RL19 - 3,6+0,1C 3,6%0,2 CPT 6,5£0,4 CPT 4,440,2 C 1,910,1C
RL20 - - - - 0,9+0,1 UC -

RL22 - 2,4+0,1 UC 1,620,1 UC 4,610,3 UC 3,440,1C -

K7 - 2,3+0,1 CPT 2,140,1 CPT 6,2+0,3 CPT 5,4+0,4 CPT 0,3+0,1 CPT
LOCK 0900 - - - - - -
LOCK 0908 - - - - - -
LOCK 0919 - - - - - -

CCDM 83/00 - - - - - -

CCDM 148/00 - - - - - -
CCDM 154/02 - - - - - -
CCDM 158/00 - - - - - -
CCDM 821/00 - - - - - -
CCDM 963/00 - - - - - -
P inhibicni zéna zuZend aplikaci proteindzy K; T inhibi¢ni zona ztZend aplikaci trypsinu; C jasnd inhibi¢ni zéna; UC matnd inhibi¢ni
z6na; N neprovedeno; - inhibicni zona nebyla detegovdna; Sedd vypli — detekce zuZeni inhibicni z6ny pomoci proteolytickych
enzymi
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Tabulka 21: Velikosti inhibicnich zon (mm) stanovené pomoci agarového kapkového testu (indikatorové kmeny
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bez Lactobacillus sp.)

Indikdtorovy kmen

Testovany
4B St. aureus E. coli E. coli En. faecalis En. faecalis S. e. ser. Typhimurium
IM 353 IM 429 IM 430 IM 435 IM 436 IM 318
RL1-P - 1,2+0,1 UC 1,0+0,1 UC 1,3+0,1 UC - 0,5+0,1C
RL2-P 2,8+0,1C - - 0,2+0,1UC 2,0£0,1 UC -
RL3-P - - 0,7£0,1 UC - - 0,840,1C
RL4-P 0,9+0,1 UC - 0,7£0,1 UC - - 1,0£0,1C
RL4-bile7-5A 0,9+0,1 UC - 0,5+0,1 UC - - 0,8+0,1 UC
RL4-bile7-5B 1,2+0,1 UC - 0,7+0,2 UC - - 0,9+0,1UC
RL5-P - - - - - -
RL6-P - - - - - -
RL7-P - - 0,7£0,1 UC 1,4+0,1 UC - 0,610,1 UC
RL8-P 0,8+0,1 UC - 0,7£0,1 UC 1,3%0,1C - 0,9+0,1C
RL9-P 0,6%0,1UC 0,9¢0,1UC  0,8+0,1 UC 1,3+0,1 UC - 1,00,1 UC
RL10-P 0,5+0,1UC 0,9+0,1UC  0,7+0,1 UC 1,1+0,1 UC - 1,2+0,1C
RL10-bile7-5A  0,7+0,1 UC - 0,4+0,1 UC - - 0,8+0,1 UC
RL10-bile7-5B  0,7%0,1 UC - 0,5+0,1 UC - - 0,8+0,1 UC
RL11-P - - 0,8+0,1UC 1,2+0,1 UC - 1,3%0,1C
RL12-PA - - - - - -
RL12-PB - - - - - -
RL13-P - - 0,440,1 UC 1,0+0,1 UC - -
RL14-P - - - 1,3+0,1 UC - -
RL15-P 4,3+0,3 CPT 1,3+0,1C 0,5+0,1 UC 1,4+0,1 CPT 10,3+0,7 CPT 1,2+0,1 UC
RL16-P - - - - - -
RL17-P - - - - - -
RL18-P - - - - - -
RL19-P - 0,7+0,1UC  0,8+0,1 UC - - 0,5+0,1 UC
RL20-P - - - - - -
RL21-P - - - - - -
RL22-P 5,2+0,4 C - - - 3,2+0,3C 0,5+0,1 UC
RL23-P - - 0,440,1 UC - - -
RL24-P - - - 0,4+0,1 UC - -
RL25-P - - - - 1,5+0,1 UC -
RL26-P 1,20,1 UC 1,00,1 UC 1,1+0,1 UC 1,0+0,1 UC - 2,0+0,1 UC
RL27-P - - - - - -
RL28-P - - - - - -
RL29-P - - - - - -
RL30-P - - - - - -
RL1 - - 1,20,1 UC - - 1,0£0,1C
RL2 - - 0,740,1UC 3,140,3C - 0,440,1 UC
RL3 - - - - - 0,5+0,1C
RL4 - - - - - 1,1+0,1 UC
RL5 - - - - - 0,5+0,1 UC
RL6 1,810,1C - - 1,7¢0,1C - -
RL7 2,4+0,2 UC - - 1,7+0,1C - 0,5+0,1 UC
RL8 1,5+0,1C - - 1,4+0,1C - -




Indikdtorovy kmen

Testovany

EER St. aureus E. coli E. coli E. faecalis E. faecalis S. e. ser. Typhimurium
IM 353 IM 429 IM 430 IM 435 IM 436 IM 318
RL9 - - - - - 0,5+0,1 UC
RL10 1’353’1 0,8+0,1UC
RL11
RL12
RL13 1,5+0,1 UC
RL14 - - - - - 0,8+0,1 UC
RL15 - - - 0,9+0,2C - 0,740,2C
RL16
RL17 - - - - - 0,7£0,1 UC
RL18 0,6%0,2 UC - - - - 0,610,1C
RL19 0,6%0,1 UC - - 0,30,1 UC - 0,7£0,1C
RL20 2,840,2 UC - - 1,3%0,1C 2,1+0,1C 1,0£0,1C
RL22 0,6%0,1 UC - - 1,3+0,2 UC
K7 0,5+0,1C - - 0,5+0,1C - 0,5+0,1C

LOCK 0900

LOCK 0908

LOCK 0919

CCDM 83/00

CCDM 148/00
CCDM 154/02
CCDM 158/00
CCDM 821/00
CCDM 963/00
P inhibicni zéna zuZend aplikaci proteindzy K; T inhibicni zona zuZend aplikaci trypsinu; C jasnd inhibi¢ni z6na; UC matnd inhibicni
z6na; - inhibicni zona nebyla detegovdna; Sedd vyplri — detekce zuZeni inhibicni z6ny pomoci proteolytickych enzymii

S vyjimkou 14 kmen0 (RL5-P, RL28-P, RL29-P, RL30-P, RL11, LOCK 0900, LOCK 0908, LOCK
0919, CCDM 83/00, CCDM 148/00, CCDM 154/02, CCDM 158/00, CCDM 821/00, CCDM 963/00)
testované kmeny rodu Lactobacillus (51) inhibovaly nejméné jeden indikatorovy kmen. Patnact
kment (RL2-P, RL9-P, RL11-P, RL13-P, RL15-P, RL22-P, RL26-P, RL2, RL5, RL6, RL7, RL8, RL14,
RL15, RL19) produkovalo antimikrobialni bilkovinné substance (citlivé k proteinaze K anebo
k trypsinu) inhibujici nejméné jeden indikdtorovy kmen. Degradace antimikrobidlnich latek
bilkovinné povahy byla vétSinou shodna (zlUzeni inhibi¢ni zény z obou stran) pro proteinazu Ki
pro trypsin. Jako kontrola byl pouzit kmen L. gasseri K7, ktery je zndmym producentem
bakteriocin( gassericinu K7A a gassericinu K7B (Treven a kol. 2013).

Produkce antimikrobidlnich bilkovinnych latek ucéinnych pouze vi¢i kmendm rodu
Lactobacillus byla pozorovana u patnacti testovanych kmen(. Z testovaného souboru kment
pouze RL15P produkoval antimikrobidlni bilkovinné substance ucinné také vuicéi kmenlm
St. aureus IM353, En. faecalis IM435 a En. faecalis IM436. Bylo publikovano, Ze produkce
antimikrobidlnich bilkovinnych latek je nejcastéjsi vici blizce pfibuznym rodlim (tzv. uzké
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spektrum inhibice) (Ghanbari a kol. 2013). U nékterych kmenU byla prokdzana produkce
bakteriocin( ucinnych nejen viic¢i rodim blizkym k producentovi, ale i k vzdalenym bakterialnim
rodidm a druhlm (tzv. Siroké spektrum inhibice) (Belguesmia a kol. 2011). Nékteré kmeny
testované v této prdci neprodukovaly Zadné antimikrobidlni latky. Tyto kmeny bud
antimikrobialni latky neprodukuji, nebo je produkuji v nizké koncentraci. Jednim z dalSich

vysvétleni mohou byt nevhodné zvolené indikatorové kmeny, které nejsou dostatecné citlivé.

5.2.2 Testovdni produkce antimikrobidlnich latek pomoci agarového difuzniho testu

VSechny kmeny (celkem 15), které produkovaly antimikrobidlni lIatky bilkovinného plvodu,
byly dale testovany vagarovém difuznim testu (kapitola 4.2.8.3). Pro charakterizaci
antimikrobialni latky v supernatantu byla pouzita kataldza (odstranéni inhibi¢niho Gcinku
peroxidu vodiku); inhibi¢ni Gc¢inek kyseliny mlééné byl odstranén neutralizaci supernatantu
pomoci 1 M NaOH a inhibiéni Gcinek bilkovinnych latek byl odstranén pomoci proteolytického
enzymu proteinazy K (Dimitonova a kol. 2007). Vysledky agarového difuzniho testu
s charakterizaci antimikrobidlni latky jsou uvedeny v Tabulce 22. Priklad Petriho misky s
agarovym difdznim testem je uveden na Obr. 12.

neosetreny supernatant
oSetreny kataldzou

oSetfeny 1 M NaOH

oSetreny kataldzou + 1 M NaOH
oSetreny proteinazou K

u b wN R

Obr. 12: Agarovy difuzni test Testovany supernatant kmene L. gasseri RL22P s antimikrobidlni Iatkou bilkovinné
povahy; indikatorovy kmen L. fermentum IM351
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Tabulka 22: Charakterizace antimikrobidlnich latek detegovanych pomoci agarového difuzniho testu

Indikatorovy kmen

Kmen

L. salivarius IM 124
L. sakei 10/1
L. gasseri IM 340
L. sakei 1M 398
L. delbrueckii IM 348
L. delbrueckii IM 349
L. fermentum IM 351
St. aureus IM 353
E. coliIM 429
E. coliIM 430
En. faecalis IM 435
En. faecalis IM 436
S. e. ser. Typhimurium
IM 318

RL2P - P P
RL9-P
RL11-P - - - - - - - - - - - -
RLI3-P - - - - - - - - - -

RL15-P -
RL22-P -
RL26-P -
RL2 -
RS - - - - - - - - - - - - -
R - - - - - - - - - - - - -
RLZ - P PK - P PK - - - - - - -
RLB - - - - - - - - - - - - -
RLI4 - P - - - PK - - - - - - -
RL15
RL19

P antimikrobidini substance citlivé k proteindze K; PK antimikrobidlni substance citlivé k proteindze K a kataldze; -inhibicni zony
nebyly detegovdny (ani u neosetreného supernatantu)

o
o
o

1

1

1

1

1

1

1

Pouze v supernatantech 7 kmen0 (RL2-P, RL15-P, RL22-P, RL26-P, RL2, RL7, RL14) byly
detegovany antimikrobialni latky citlivé k proteolytickému enzymu (proteinaze K) na rozdil od
agarového kapkového testu, kde byla detegovana produkce antimikrobidlnich bilkovinnych latek
u 15 testovanych kmen( (kapitola 5.2.1). Jednim vysvétlenim rozdilu v detekci produkce
antimikrobidlnich bilkovinnych latek mezi agarovym kapkovym testem a difuznim testem u
stejnych kmend milze byt nedostatecna koncentrace antimikrobidlni bilkovinné latky
v supernatantu po 18 hodinové kultivaci v pripadé agarového difuzniho testu (kapitola 4.2.8.3).
Uvadi se, Ze antimikrobidlni bilkovinné latky mohou byt produkovdny jak v exponencidlni fazi
rdstu, tak ve stacionarni fazi rdstu, a proto 18 hodinova kultivace nemusi byt v pfipadé
nékterych kmen( dostate¢nd pro projeveni antimikrobidlniho Ucinku (Pringsulaka a kol. 2012,
Jiang a kol. 2012). Na rozdil od difuzniho testu, pfi agarovém kapkovém testu je testovany kmen
kultivovan na pevném mediu a antimikrobialni latky mohou difundovat do agarového media po
celou dobu kultivace s indikdtorovym kmenem.

Pokud testovany kmen produkuje vice antimikrobialnich latek, je nutné difuzni test

modifikovat a kombinovat oSetfeni kataldazou + NaOH, kataldzou + proteindzou K a NaOH +
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proteinazou K. Vice antimikrobialnich latek v dostatec¢né koncentraci (vytvoreni inhibi¢ni zény)
bylo detegovano u kmen( RL7 a RL14. Tyto kmeny produkovaly antimikrobidlni substance citlivé
k proteolytickym enzym(m a ke katalaze. Lze tedy usuzovat, Ze na antimikrobialni aktivité se
podili vice antimikrobialnich substanci, coz je v souladu s informacemi uvadénymi v literature
(Dimitonova a kol. 2007). Citlivost antimikrobidlnich substanci ke kataldze znaci produkci
peroxidu vodiku. Kmeny produkujici peroxid vodiku jsou casto vyuzivany k potlaceni
nezadoucich bakteridlnich kmen( ve vaginé Zen (Dasari a kol. 2014). Kmen RL7 byl identifikovan
jako L. vaginalis (kapitola 5.1.3), tedy jako druh, u kterého je produkce peroxidu vodiku znama
(Dimitonova a kol. 2007).

V agarovém kapkovém testu produkoval kmen RL15-P antimikrobialni latky citlivé k
proteolytickym enzymim a ucinné proti St. aureus IM 353, En. faecalis IM 435 a En. faecalis
IM 436. Produkce antimikrobidlnich bilkovinnych substanci vSak nebyla potvrzena v agarovém
difuznim testu.

V agarovém difuznim testu nebyl detegovan inhibi¢ni ucinek vic¢i kmenlm z jinych rodd,
nez je rod Lactobacillus. Bylo tim potvrzeno, Ze inhibice zplsobend antimikrobidlnimi
bilkovinnymi latkami je nejcastéjsi vici blizce pribuznym bakteridlnim rodlim a druhlm.

5.2.3 Charakterizace antimikrobidlnich Idtek bilkovinného piivodu

Supernatanty 7 kmen(, u kterych byla vnaSich podminkach prokazana produkce
antimikrobidlnich bilkovinnych latek (Tabulka 22), byly testovany za rlGznych teplot, pH a za
pfitomnosti vybranych detergent a EDTA. Byl sledovan vliv na inhibi¢ni vlastnosti.

5.2.3.1 Vliv teploty na antimikrobidlni vlastnosti supernatantu

Usporadani experimentl je uvedeno v kapitole 4.2.8.4. Pro zjisténi aktivity supernatant(
oSetrenych teplotou byly pouzZity nasledujici indikdtorové kmeny: L. delbrueckii 1M 349,
L. delbrueckii IM 348, L. sakei IM 398, L. sakei 10/1, L. gasseri IM 340, L. fermentum IM 351. Pred
testem byly supernatanty testovanych kmend neutralizovany 1 M NaOH a oSettfeny katalazou.
Takto upravené supernatanty byly vystaveny testovanym teplotam. Vysledky pro jednotlivé
indikatorové kmeny jsou uvedeny v Tabulce 23 (A-F). Na Obr. 13 je pro ilustraci uvedena Petriho
miska s testem vlivu teploty na antimikrobialni vlastnosti supernatantu. Kromé teploty mélo vliv
na inhibici také pouZiti rdznych indikatorovych kmend.

64



Tabulka 23A: Viiv teploty na antimikrobidlni vliastnosti supernatantu - Indikatorovy kmen L. delbrueckii IM 349

Testovany Teplota/cas
kmen 121°c/  80°C/ 50°C/ 37°c/  5°c/ -21°c/ -70°C/ Kontrola
15 minut 60 minut 60 minut 60 minut  tyden tyden tyden (neosetieno)

RL2-P + + + + + + + +
RL15-P - - - +/- + + + +
RL22-P + + + + + + + +
RL26-P - - - + + + + +

RL2 + + + + + + + +

RL7 - - - + + + + +

RL14 - - + + + + + +

+inhibicni zéna detegovdna; - inhibi¢ni zéna nebyla detegovdna; +/- byla detegovdna mensi inhibicni zéna neZ u kontroly; ++

byla detegovdna vétsi inhibicni zona neZ u kontroly

Tabulka 23B: Indikdatorovy kmen L. delbrueckii IM 348

Teplota /Cas

Testovany
kmen 121°Cc/ 80°C/ 50°C/ 37°C/ 5°C/ -21°c/ -70°C/ Kontrola
15minut 60 minut 60 minut 60 minut  tyden tyden tyden (neosetieno)
RL2-P - + + + ++ - - +
RL15-P - - - - - - - -
RL22-P +/- + + + + + + +
RL26-P - - - - - - - -
RL2 - + + + + + + +
RL7 - + + + ++ +/- + +
RL14 - - - - - - - -
Tabulka 23C: Indikatorovy kmen L. sakei IM 398
Testovany Teplota /Cas
kmen v 121°Cc/ 80°C/ 50°C/ 37°C/ 5°C/ -21°C/ -70°c/ Kontrola
15 minut 60 minut 60 minut 60 minut  tyden tyden tyden (neosetfeno)
RL2-P +/- + + + + + + +
RL15-P - - - - - - - -
RL22-P + + + + + + + +
RL26-P - - - - - - - -
RL2 +/- + + + + + + +
RL7 - - - - - - - -
RL14
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Tabulka 23D: Indikdtorovy kmen L. gasseri IM 340

Teplota /Cas

Tei::;’f]”y 121°C/  80°C/ 50°C/ 37°C/  5°C/  -21°C/  -70°C/ Kontrola
15 minut 60 minut 60 minut 60 minut  tyden tyden tyden (neosetieno)
RL2-P - + + + + + + +
RL15-P - - - - - - - -
RL22-P - + + + + + + +
RL26-P R R . - - - - -
RL2 - + + + + + + +
RL7 - + + + + + + +
RL14 R R . - - - - -
Tabulka 23E : Indikatorovy kmen L. fermentum IM 351
Testovany Teplota /Cas
Kmen 121°¢/ 80°C/ 50°C/ 37°¢/ 5°c/  -21°¢c/  -70°C/ Kontrola
15 minut 60 minut 60 minut 60 minut  tyden tyden tyden (neosetieno)
RL2-P - - - - - - - -
RL15-P R R . - - - - -
RL22-P - + + + + + + +
RL26-P - - - - - - - -
RL2 R R . - - - - -
RL7 R R . - - - - -
RL14 - - - - - - - -
Tabulka 23F: Indikdtorovy kmen L. sakei 10/1
Testovany Teplota /Cas
kmen 121°C/ 80°C/ 50°C/ 37°¢/ 5°C/ -21°¢/  -70°C/ Kontrola
15minut 60 minut 60 minut 60 minut tyden tyden tyden (neosetieno)
RL2-P - + + + + + + +
RL15-P - - - +/- + + + +
RL22-P - + + + + + + +
RL26-P - - - + + + + +
RL2 + + + + + + + +
RL7 - - - + + + + +
RL14 - - + + + + + +




-21°C/tyden
37°C/60min
50°C/60min
80°C/60min
5°C/tyden

Kontrola -neosetfeno

o uph wWN PRk

Obr. 13: Agarovy difuzni test se supernatanty osetfenymi teplotou Jako testovany kmen poulZit L. vaginalis RL7;
Indikdtorovy kmen L. delbrueckii IM 348

Z testovanych kmen( byly nejodolnéjsi k vysoké teploté 3 kmeny — RL2-P, RL22-P a RL2,
které produkovaly antimikrobidlni bilkovinné latky, které byly teplotné stabilni a neztratily
antimikrobialni aktivitu pri teploté 80°C/60 minut a v nékterych pfipadech ani pfi teploté
121°C/15 minut. V literature (Drider a kol. 2006; Ghanbari a kol. 2013) byla u kmen
Lactobacillus sp. popsana produkce teplotné stabilnich antimikrobialnich latek bilkovinného
plvodu (bakteriocini nebo bakteriocinlim podobnych substanci). Nékteré kmeny rodu
Lactobacillus produkuji teplotné odolné antimikrobidlni Iatky bilkovinného plvodu, které
neztraceji inhibicni vlastnosti i pfi plsobeni teploty 130°C/90 minut (Mkrtchyan a kol. 2010).

Kmeny RL2-P, RL22-P a RL2 byly vybrany pro dalsi testy. Ze souboru indikatorovych kmen(
byly nejcitlivéjsi kmeny L. sakei IM398, L. sakei 10/1, L. delbrueckii IM348 a L. delbrueckii IM349.

5.2.3.2 Vliv pH na antimikrobidlni vlastnosti supernatantu

Vliv pH na antimikrobialni vlastnosti supernatantd byl testovdn u kmen( RL2-P, RL22-P a
RL2. Supernatanty byly oSetfeny 1 M NaOH, katalazou a sterilizovany filtraci (0,2um CA
Membrane). Podminky experimentu jsou uvedeny v kapitole 4.2.8.4.

Pro test byly zvoleny tfi indikatorové kmeny (L. delbrueckii IM349, L. sakei IM398 a L. sakei

vvvvvv

kmeny RL2-P, RL22-P a RL2. Test byl proveden dvakrat, vysledky jsou uvedeny v Tabulce 24.
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Tabulka 24: Vliv pH na inhibicni ucinky supernatanti

Indikatorovy kmen

L
L. debrueckii IM 349 L. sakei IM 398 L. sakei 10/1
2
4 + + +
RL2-P 7,5 + + +
10
Kontrola
Y + + +
(neosetfeno)
2 - - -
4 + +/- +
RL22-P 7,5 + + +
10 - + +
Kontrola
. + + +
(neosetfeno)
2
4
RL2 7,5 + + +
10 +
Kontrola
. + + +
(neosetfeno)

+inhibi¢ni zona detegovdna; - inhibicni zéna nebyla detegovdna;, +/- detegovdna mensi inhibicni zéna neZ u kontroly

Detekce inhibi¢nich zén se lisSila podle pH supernatantli testovanych kmen( i podle
indikatorovych kmend. V pripadé kontrolnich supernatantd byla vzdy detegovana inhibi¢ni zéna.
U supernatantl vSech kmen0( oSetfenych na pH 2 nebyly detegovany inhibi¢ni zony a doslo ke
ztraté antimikrobidlni aktivity. Pfi pH 4 a pH 7,5 nedochazi ke ztrdté antimikrobidlni aktvity ani u
jednoho testovaného kmene. Supernatant kmene RL2 vystaveny pH 10 ztratil antimikrobidlni
aktivitu. Naopak u supernatantd kmenU RL22-P a RL2 oSetfenych na pH 10 byly inhibi¢ni zény
detegovany. V literature byla popsana tolerance bakteriocinli a bakteriocinlim podobnych
substanci ke kyselému pH (Yang a kol. 1992) i k pH nad 7 (Ghanbari a kol. 2013). Mkrtchyan a
kol. 2010 uvadi, Ze antimikrobialni latky bilkovinného plvodu jsou stabilni pfi pH do 6,5. Nad
tuto hodnotu je inhibi¢ni aktivita redukovdna. Naproti tomu Ghanbari a kol. 2013 udava, ze
aktivita antimikrobidlnich bilkovinnych latek je vysoka i po vystaveni od pH3 do pH10. Tyto
poznatky se shoduji s vysledky v této praci, kdy byla antimikrobialni aktivita bilkovinnych latek v
supernatantu u kmen( RL22-P a RL2 detegovdana i po vystaveni pH 10.

5.2.3.3 Vliv pusobeni detergent( a EDTA na antimikrobidlIni vlastnosti supernatantu

Dalsim testem, kterému byly vystaveny supernatanty, bylo zhodnoceni vlivu detergentt a
EDTA na antimikrobialni vlastnosti. OSetfeny supernatant byl vystaven pUsobeni EDTA a
detergentl SDS a Tween 20. Podminky experimentu jsou podrobné popsany v kapitole 4.2.8.4.
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Jako indikatorové kmeny byly pouZity L. delbrueckii IM 349, L. sakei IM 398 a L. sakei 10/1. Jako
kontrola byly pouzity supernatanty bez EDTA nebo detergentu. Vysledky jsou shrnuty v Tabulce

25.

Tabulka 25: Testovdni viivu piisobeni detergentii a EDTA na inhibiéni uéinky supernatantii

Indikatorovy kmen

Tei'::;/:ny Osetreni L. delbrueckii L. sakei L. sakei 10/1
IM 349 IM 398
10% SDS + - -
20% SDS + - -
RL2-P 0,5 M EDTA + + +
1% Tween 20 + + +
kontrola + + +
10% SDS + - -
20% SDS + - -
RL22-P 0,5 M EDTA + + +
1% Tween 20 + + +
kontrola + + +
10% SDS + +/- -
20% SDS +/- +/- -
RL2 0,5 M EDTA + + +
1% Tween 20 + + +
kontrola + + +

+inhibi¢ni z6na detegovdna; +/- inhibicni zéna detegovdna slabé; - inhibicni zona nebyla detegovdna

Z vysledka testu vlivu detergentl a EDTA na antimikrobidlni G¢inky supernatant( je patrné,

Ze antimikrobidlni vlastnosti supernatantl zUstavaji nezménény pti pasobeni 0,5 M EDTA a 1%

Tween 20. V pripadé pouziti 10% a 20% detergentu SDS doslo nékterych pripadech ke ztraté

antimikrobialni aktivity (Tabulka 25). Dodecylsulfat sodny je iontova povrchové aktivni latka

amfifilniho charakteru, kterd ma vliv na povrch bunék a délad je citlivymi k hydrofobnim

peptidim, jako jsou bakteriociny. Na druhou stranu je detergent SDS znam také tim, Ze

rozbaluje proteiny a tim ovliviiuje jejich konformaci. MUze tak ovliviiovat antimikrobidlni

vlastnosti bilkovinnych latek v supernatantu, které mohou ztratit své antimikrobidlni vlastnosti

(Castellano a kol. 2011).
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5.2.4 Stanoveni produkce antimikrobidlnich Idtek v supernatantech v priibéhu riistu

kmenti

Béhem rUstu tfi kmen( RL2-P, RL22-P a RL2 (kapitola 4.2.8.5) byly odebirdny alikvoty, ze
kterych byly pfipraveny supernatanty a zméreny hodnoty pH. Supernatanty byly osSetfeny a
pouzity pro agarovy difuzni test (kapitola 4.2.8.3). Vysledné grafy poklesu pH a rlstovych kfivek
(CFU/ml) v zavislosti na Case jsou uvedeny na Obr. 14 a 15 A-C. Vysledky agarového difuzniho
testu se supernatanty jsou uvedeny v Tabulkach 26, 27 a 28.
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Obr. 14: Zména pH supernatantii kmenii RL2P, RL22P a RL2 v pribéhu kultivace
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Obr. 15A: Riistovd krivka kmene RL2-P
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Obr. 15B: Rustovd kfivka kmene RL22-P
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Obr. 15C: Ristovd kfivka kmene RL2




Tabulka 26: Produkce antimikrobidlnich Iatek v supernatantu kmene RL2-P v priibéhu ristu

Indikatorovy kmen/osetfeni supernatantu

Odbér
(hod) L. delbrueckii IM 349 L. sakei 10/1 L. sakei IM 398
NaOH, K, P NaOH, K NaOH, K, P NaOH, K NaOH,K,P  NaOH, K

0 - - - - - -
2 - - - - - -
4 - - - - - -
6 - - - - - -
8 - - - +/- - +/-
10 - + - + - +
12 - + - + - +
14 - + - + - +
16 - + - + - +
18 - + - + - +
25 - + - + - +
27 - + - + - +
29 - + - + - +
31 - + - + - +
40 - + - + - +

+ detekce inhibicni zény; +/- slabd, mald, nejasnd inhibicni zéna; - inhibi¢ni zéna nebyla detegovdna; P proteindza K; K kataldza

Tabulka 27: Produkce antimikrobidlnich latek v supernatantu kmene RL22-P

Indikatorovy kmen/osetteni supernatantu

Odbér
(hod) L. delbrueckii IM 349 L. sakei 10/1 L. sakei IM 398
NaOH, K, P NaOH, K NaOH, K, P NaOH, K NaOH, K, P NaOH, K

0 - - - - - -
2 - - - - - -
4 - - - - - -
6 - - - - - -
8 - - - - - +/-
10 - + - + - +
14 - + - + - +
17 - + - + - +
19 - + - + - +
21 - + - + - +
23 - + - + - +
25 - + - + - +
27 - + - + - +
40 - + - + - +

+detekce inhibi¢ni zény; +/- slabd, mald, nejasnd inhibi¢ni zéna; - inhibi¢ni zéna nebyla detegovdna; P proteindza K; K kataldza
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Tabulka 28: Produkce antimikrobidlnich latek v supernatantu kmene RL2

Indikatorovy kmen/osetteni supernatantu

Odbér
(hod) L. delbrueckii IM 349 L. sakei 10/1 L. sakei IM 398
NaOH, K, P NaOH, K NaOH, K, P NaOH, K  NaOH,K,P  NaOH, K

0 - - - - - -
2 - - - - - -
4 - - - - - -
6 - - - - - -
8 - - - - - -
10 - + - + - +
14 - + - + - +
16 - + - + - +
18 - + - + - +
20 - + - + - +
22 - + - + - +
24 - + - + - +
26 - + - + - +
38 - + - + - +
40 - + - + - +

+ detekce inhibicni zony; -inhibicni z6na nebyla detegovdna;, P proteindza K; K kataldza

U kmene RL2-P byla detegovdna produkce antimikrobidlnich bilkovinnych substanci po
osmi nebo deseti hodindch kultivace v zavislosti na indikatorovém kmeni. U kmene RL22-P byla
detegovana produkce antimikrobidlnich bilkovinnych substanci od osmé aZ desaté hodiny
kultivace. U kmene RL2 byla detegovana produkce antimikrobidlnich bilkovinnych latek, které
inhibovaly indikatorové kmeny od desaté hodiny kultivace.

Uddava se, Ze v porovnani s produkci dalSich antimikrobialnich latek (predevsim kyseliny
mlécné) je produkce antimikrobialnich latek bilkovinné povahy detegovana aZ v pozdéjsich
hodinach kultivace. Detekce produkce antimikrobidlnich bilkovinnych latek v pozdéjsich
hodinach muze byt zplsobena fazi rGstového cyklu kmen(, ve které jsou antimikrobidlni latky
bilkovinného plvodu produkovany. Faze rlistového cyklu bunék, ve které jsou bakteriociny
produkovany, se lisSi mezi kmeny i samotnymi bakteriociny. Bylo zjisténo, Ze nékteré bakteriociny
rodu Lactobacillus mohou byt produkovany na pocatku exponencidlni faze, béhem
exponencialni faze, béhem stacionarni faze rlstu i v pozdni stacionarni fazi rlstu (Pringsulaka a
kol. 2012, Castro a kol. 2011, Jiang a kol. 2012).

5.2.5 Dilucni test

S cilem stanovit mnoZstvi antimikrobialnich latek v supernatantech a v zakoncentrovanych
supernatantech byl proveden dilu¢ni test. Supernatanty pfes noc narostlych testovanych kment
RL2-P, RL22-P a RL2 byly osetfeny (5 M NaOH a katalazou) a vyredény desitkovym rfedénim (viz

kapitola 4.2.8.6). Poté byl proveden agarovy difuzni test (kapitola 4.2.8.3). Jako indikatorové
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kmeny byly pouzity L. sakei 10/1, L. delbrueckii IM 349, L. sakei IM 398. Vysledky jsou uvedeny
v Tabulce 29.

Tabulka 29: Agarovy difuzni test s Fredénymi supernatanty

Indikdtorovy kmen/inhibi¢ni zéna

, Red&ni
Testovany kmen
supernatantu L. sakei 10/1 L. delbrueckii IM 349 L. sakei IM 398
nefedény + + +
10 x +/-
RL2-P 100x )
1000x
nefedény + + +
10x +
RL22-P 100x
1000x
nefedény + + +
10x +
RL2 100x
1000x

+ detekce inhibicni zény; - inhibicni zéna nebyla detegovdna; +/- slabd, mald, nejasnd inhibi¢ni zéna

Inhibi¢ni zény byly detegovdny u vsech tfi nefedénych supernatantl. Pokud byl
supernatant ziredén 10x byly inhibi¢ni zény detegovany pouze pfti pouziti indikdtorového kmene
L. sakei 10/1. V dilu¢ni testu byly prokazany nizké koncentrace antimikrobidlnich bilkovinnych
latek. Pro pripadné dalsi pouziti by bylo vhodné supernatanty zakoncentrovat napf. siranem
amonnym (Todorov a kol. 2004).

5.2.6 Skrining pritomnosti genit pro produkci bakteriocinii pomoci DNA/DNA
hybridizace a PCR

Kmeny RL2-P a RL2 byly identifikovany do druhu L. gasseri/johnsonii a kmen RL22-P do
druhu L. gasseri, a proto byla DNA uvedenych kmenl amplifikovana s primery pro produkci
bakteriocin(, které byly nalezeny u kmen( skupiny L. acidophilus — gassericinu K7A, gassericinu
K7B, acidocinu A, acidocinu B, gassericinu T, gassericinu A a laktacinu F (kapitola 4.2.4.6).
Pritomnost genl pro produkci bakteriocinli byla sledovdna u vsSech kmenl z Tabulky 3.
Specifické produkty PCR byly detegovany pomoci agardzové gelové elektroforézy. Vysledky jsou
uvedeny v Tabulce 30.
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Tabulka 30: Skrining pFitomnosti gent pro produkci bakteriocinii pomoci PCR a DNA/DNA hybridizace*

Kmen

Laktacin F

Gassericin K7A

Gassericin K7B

Acidocin
A

Acidocin
B

Gassericin
T

Gassericin

A

PCR

Hybridizace

PCR

Hybridizace

PCR

Hybridizace

PCR

PCR

PCR

PCR

RL1-P
RL2-P
RL3-P
RLA-P

RL4-bile7-5A
RL4-bile7-5B
RL5-P
RL6-P
RL7-P
RL8-P
RLO-P
RL10-P
RL10-bile7-5A
RL10-bile7-58
RL11-P
RL12-PA
RL12-PB
RL13-P
RL13-5713-7AP
RL13-5713-8AP
RL14-P
RL15-P
RL16-P
RL17-P
RL18-P
RL19-P
RL20-P
RL21-P
RL22-P
RL23-P
RL24-P
RL25-P
RL26-P
RL27-P
RL27-VGA-7A2
RL28-P
RL29-P
RL30-P
RL1
RL2
RL3
RL4
RL5
RL6

+
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Laktacin F Gassericin K7A Gassericin K78 Acidocin Acidocin Gassericin Gassericin
Kmen A B T A

PCR Hybridizace PCR Hybridizace PCR Hybridizace PCR PCR PCR PCR

RL8 - - - - - - - - - -
RL9 - - - - - - - - - -
RL10 - - - - - - - - - -
RL11 - - - - - - - - - -
RL12 - - - - - - - - - -
RL13 - - + + - - - - - -
RL14 - - - - - - - - - -
RL15 - - - - - - - - - -
RL16 - - - - - - - - - -
RL17 - - - - - - - - - -
RL18 - - - - - - - - - -
RL19 - - - - - - - - - -
RL20 - - - - - - -
RL22 - - - - + + - + + +
CCDM 83/00 - - - - - - - - - -
CCDM 148/00 - - - - - - - - - -
CCDM 154/02 - - - - - - - - - -
CCDM 158/00 - - - - - - - - - -
CCDM 821/00 - - - - - - - - - -
CCDM 963/00 - - - - - - - - - -
LOCK 0900 - - - - - - - - - -
LOCK 0908 - - - - - - - - - -
LOCK 0919 - - - - - - - - - -

+ specificky PCR produkt detekovdn/hybridizacni produkt detekovdn; - specificky PCR produkt nebyl detekovdn/hybridizacni
produkt nebyl detekovdn; * v Tabulce jsou uvedeny vysledky za pouZiti vy$si stringence

Podle predpokladu specifické produkty PCR byly detegovany u kmen(, které byly
identifikovany do druh( L. gasseri, L. johnsonii nebo L. gasseri/johnsonii. Vyjimkou byly kmeny
L. paracasei RL10-bile7-5B a L. fermentum RL12-PB u kterych byly detegovany specifické
produkty PCR pro gassericin T (RL10-bile7-5B) a gassericin K7B (RL12-PB). Antimikrobidlni
aktivita zpUsobena bilkovinnymi substancemi vSak nebyla u téchto kmenl detegovana (viz
vysledky agarového kapkového testu Tabulka 20 a Tabulka 21).

Pro potvrzeni pfitomnosti sekvenci nukleotidd komplementdrnich kamplifikovanym
usekim pomoci primerld pro produkci bakteriocinlG byla provedena DNA/DNA hybridizace s
rdznou stringenci (kapitola 4.2.7). Jako pozitivni kontroly byly pouzity kmeny produkujici
gassericin K7A (L. gasseri K7), gassericin K7B (L. gasseri K7) a laktacin F (L. johnsonii CCM 2935).
Z téchto kmen0 byly pfipraveny DNA sondy. Vysledky DNA/DNA hybridizace pfi vyssi stringenci
jsou shrnuty v Tabulce 30. Priklady DNA/DNA hybridizaci provedenych pomoci kapek se sondou
DNA pro gassericin K7A jsou uvedeny na Obr. 16 a Obr. 17.
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Pozitivni kontrola L. gasseri K7

Obr. 16: DNA/DNA hybridizace s vyssi stringenci
DNA sonda pripravena z kmene L. gasseri K7 pomoci primert LFA185/268

RL8-P
RL13-57L3-7AP
:
RL13-P \ RL13-57L3-8AP
!
\ \ | i
v —t ”“ 3
4 " ‘ | 4
; R \ RL13
. \ A -
S =
e ) - " //-‘ '
A . - > -

RL2

Obr. 17: DNA/DNA hybridizace s vyssi stringenci
DNA sonda pripravena z kmene L. gasseri K7 pomoci primert LFA185/268
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DNA/DNA hybridizace byla provedena pro tfi bakteriociny — gassericin K7A, gassericin K7B
a laktacin F, protoZe pro dalsi bakteriociny nebyly dostupné pozitivni kontroly a nebylo tak
mozno pripravit znacené DNA sondy. Vysledky dosazené pomoci PCR se specifickymi primery
byly potvrzeny pomoci DNA/DNA hybridizace s vyssi stringenci. Pfi pouZiti nizsi stringence byly
detegovany pozitivni vysledky i s DNA kmenu, u kterych nebyl detegovan specificky produkt
PCR. Vyjimkou byl kmen RL24-P, u kterého byl detegovan specificky produkt PCR, ktery vsak
nebyl potvrzen DNA/DNA hybridizaci s vyssi stringenci. Potvrzen byl pouze DNA/DNA hybridizaci
s nizkou stringenci.

Specifické produkty PCR ziskané pomoci primer LFA185/268 pro gassericin K7A (84 bp) a
primerd K7B c.f. F/R pro gassericin K7B (165 bp) u kmend RL2-P, RL22-P a RL2 byly precistény
pomoci purifikacniho kitu (Quiagen Minielute PCR purification kit) a poslany na sekvenovani.
Pomoci algoritmu BLAST byla nalezena vysoka podobnost sekvence produktu PCR (84 bp)
ziskaného s primery LFA185/268 a DNA izolované z kmene RL2 se sekvencemi bakteriocinl
gassericinu K7A a acidocinu LF221A (Tabulka 31). Je znamo, Ze nukleotidovad sekvence
gassericinu K7A a acidocinu LF221 A je 100% identicka (Majhenic a kol. 2004). Vysoka podobnost
byla také nalezena u sekvenci produktl PCR ziskanych s primery K7B c.f. F/R (165bp) a DNA
izolované z kmen( RL2, RL2-P a RL22-P se sekvencemi genl bakteriocinli gassericinu K7B,
gassericinu T a acidocinu LF221B (Tabulka 31). Je zndmo, Ze nukleotidova sekvence gassericinu
K7B a acidocinu LF221B je 100% identicka (Majheni¢ a kol. 2004). Gassericin K7B je homologni
ke gassericinu T (Kawai a kol. 2000, Treven a kol. 2013).
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Tabulka 31: Analyza sekvenci produktii PCR pro gassericin K7A a gassericin K7B

Fragment genu pro

Kmen bai;g:;tiﬂu/ Podobnost s (vyhledavani v BLASTu, NCBI) Pod(c:/l(:)))nost
produkt PCR
1)genem pro komplementarni faktor gassericinu
K7A kmene Lactobacillus gasseri K7 A a s genem
gassericin K7A pro imunitni protein gassericinu K7A
RL2 v " 98
(84 bp) 2) genem pro domnély komplementarni faktor
Lactobacillus gasseri a sgenem pro domnély
imunitni protein acidocinu LF221A
1) ¢asti genového klastru gassericinu T kmene
Lactobacillus gasseri LA158
RL2 2) genem pro domnély komplementarni protein 08
acidocinu LF221B a sgenem pro domnély
imunitni protein acidocinu LF221B
3) ¢asti genového klastru gassericinu K7B
. 1) ¢asti genového klastru gassericinu T kmene
gassericin K7B . .
(165 bp) Lactobacillus gGSSEI:I ,LA158 o .
RL2-P 2) genem pro domnély komplementarni protein 98
acidocinu LF221B a sgenem pro domnély
imunitni protein acidocinu LF221B
1) ¢asti genového klastru gassericinu T kmene
Lactobacillus gasseri LA158
RL22-P 2) genem pro domnély komplementarni protein 08

acidocinu LF221B a sgenem pro domnély
imunitni protein acidocinu LF221B

Sekvence produktll PCR ziskanych pomoci primer( K7B c. f. F/R (165 bp) po amplifikaci
DNA kmen0 RL2, RL2P a RL22P byly porovnany navzajem mezi sebou. Vysledky jsou uvedeny na

Obr. 18.
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RL2 AMTTCF TGGAGCGMAGTCGCTGGATGGGCTCTTGGAATGCAGTTTGCGGTCCTGCTT 60

RL2-P AMATCAT-GTGGAGCGMAGT CGCTGGATGGGCTCTTGGAATGCAGTTTGCGGTCCTGCTT 59

RL22-P AKGG TGGAGCGMAGTCGCTGGATGGGCTCTTGGAATGCAGTTTGCGGTCCTGCTT 59
A hkkkkhkhkhkhhkhkhhkhhhhhkhhhkhhhkhhhhhhkkhhhkhkkhhkhkhkrkkhk*

RL2 GTGGCTTTGTTGGAGCACACTATGTTCCAATAGCATGGGCTGGCGTAACGGCAGCTACTG 120

RL2-P GTGGCTTTGTTGGAGCACACTATGTTCCAATAGCATGGGCTGGCGTAACGGCAGCTACTG 119

RL22-P GTGGCTTTGTTGGAGCACACTATGTTCCAATAGCATGGGCTGGCGTAACGGCAGCTACTG 119
hkkkkhkkhkhhhhhhkhkhhhhhkhkhhhhhkhkhhhhhkrkkhhhkkkkhkhkhkkkkhkhkkkkrkkkkk

RL2 GTGGATTCGGAAAA 134

RL2-P GTGGATTCGGAAAA 133

RL22-P GTGGATTCGGAAAA 133

Kk hkhkhkkhhkkkhkkkk

Obr. 18: Porovndni sekvenci produktii PCR ziskanych amplifikaci DNA izolované z kmenii RL2-P, RL22-P a RL2
pomoci specifickych primert pro gassericin K7B

Sekvence specifickych produktd PCR si byly velmi podobné (Obr. 18) (stejné nukleotidy
jsou oznaceny *). Porovnavané sekvence se lisi na pocatku amplikonu v péti nukleotidech
(oznaceno ramecky).

Sekvencni analyza DNA kmene L. gasseri K7 ukazala, Ze genovy klastr pro produkci
gassericinu K7A je tvoren sekvenci o délce 1143 bp, ktera je sloZena ze tti otevienych Ctecich
rdmcl organizovanych do jedné transkripéni jednotky (Obr. 3). Specificky produkt PCR o
velikosti 84bp byl detekovan také u kmen(, které mély pouze cast genového klastru pro
gassericin K7A (Treven a kol. 2013).

Geny pro produkci gassericinu K7B jsou organizovany také do jedné transkrip¢ni jednotky
(3276 bp), ktera se sklada z Sesti otevienych ctecich rdmca (Obr. 4). Amplifikace DNA s primery
K7B c. f. R/F a detekce specifického produktu PCR o velikosti 165bp neni urcujici pro produkci
gassericinu K7B. Bylo prokazano, Ze i pres detekci specifického produktu PCR o velikosti 165bp,
byly v DNA testovanych kmenl neuplné nukleotidové sekvence genu pro gassericin K7B
(Trevena kol. 2013).

Pro funkéni bakteriocin je potreba, aby byl pfepsan cely operon a byly syntetizovany
vSechny proteiny potiebné k inhibiénimu Gcinku. Pfitomnost nekompletnich gen(l gassericinu
K7A a gassericinu K7B byla prokdzana v mnoha genomech laktobacilCi stejné jako u dalSich
mikroorganismu v lidském gastrointestinalnim traktu (Treven a kol. 2013).

5.2.7. Skrining DNA kmenii na pritomnost genetickych determinant genovych klastriti

Pro detekci pfitomnosti genetickych determinant genovych klastrl pro gassericin K7A a
gassericin K7B v DNA izolované z kmen( RL2, RL2-P a RL22-P byly pouZity primery uvedené v
¢lanku Treven a kol. 2013 (kapitola 4.2.4.7), které byly odvozeny z DNA probiotického kmene
L. gasseri K7. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 32. Kompletni geny gassericinu K7A a gassericinu
K7B jsou uvedeny na Obr. 3 a Obr. 4.
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Tabulka 32: Skrining DNA kmenii na pfitomnost genetickych determinant genovych klastri

Gassericin K7A/primery/produkt PCR Gassericin K7B/primery/produkt PCR

Kmen Komplementarni Aktivni Imunitni Komplementarni Aktivni Imunitni

peptid peptid protein peptid peptid protein

GasA_1F/R GasA_2F/R  GasA_3F/R GasB_3F/R GasB_4F/R  GasB_5F/R

RL2 + + + +* + +
RL2-P - - - +* + +
RL22-P - - - +* + +
K7 + + + +* + +

+ specificky PCR produkt detegovadn; - specificky PCR produkt nebyl detegovadn; * specificky PCR produkt detegovadn, ale
nesekvenovdn

Z vysledkl uvedenych v Tabulce 32 je patrné, Ze v DNA izolované z kmene RL2 jsou
pfitomny geny pro komplementarni peptid, aktivni peptid a imunitni protein pro gassericin K7A.
V DNA vsech testovanych kmenU RL2, RL2-P a RL22-P jsou geny pro komplementarni peptid,
aktivni peptid a imunitni protein pro gassericin K7B. Ziskané specifické produkty PCR byly
precistény a sekvenovany. Sekvence nukleotidd pro komplementarni peptid pro gassericin K7B
(primery GasB_3R/F) nebyly ziskany kvali velmi nizkému mnozZstvi produktu PCR po precisténi
kitem. Sekvence nukleotid( byly analyzovany pomoci algoritmu BLAST a databdze GeneBank. Z
databaze byly stazeny sekvence celych genl nebo klastru genl pro produkci bakteriocind —
gassericinu K7A, gassericinu K7B, gassericinu T, acidocinu LF221A a acidocinu LF221B.

S poutzitim programu Clustal W2 bylo provedeno porovnani sekvenci pro genovy klastr
gassericin K7A a acidocin LF221A se sekvencemi produktl PCR ziskanych amplifikaci DNA z
kmene RL2 pomoci primert GasA1lF/R, GasA2F/R a GasA3F/R. Z mnohondasobného pfirazeni
sekvenci nukleotid vyplynulo, Ze pfi pouZiti primerll GasA1F/R a GasA3/R jsou sekvence
produktl PCR preruseny Useky o délce 14 nukleotidl respektive 11 nukleotid(. V téchto Usecich
nebyly shody v nukleotidech mezi sekvencemi z databdze a sekvencemi analyzovanych produktd
PCR. Nukleotidova sekvence ziskana amplifikaci DNA kmene RL2 a primer( Gas2F/R byla 100%
shodna se sekvencemi pro Useky genového klastru gassericinu K7A a acidocinu LF221A (Pfiloha
2).

Déle byly porovnavany sekvence pro genovy klastr gassericinu K7B se sekvencemi
produktl PCR, ziskanych amplifikaci DNA z kmen( RL2, RL2-P a RL22-P pomoci primeru
GasB4F/R a GasB5F/R. Z mnohondsobného prirazeni sekvenci je patrné, zZe pfirfazeni nukleotidd
obou produktd PCR pro vsSechny testované kmeny je 100% komplementarni se sekvenci
gassericinu K7B uloZenou v databazi GeneBank, s vyjimkou sekvence ziskané amplifikaci DNA
kmene RL2 a s pouZitim primerd GasB 5F/R, kde jeden nukleotid neodpovidal pfifazovanému
nukleotidu (Pfiloha 2).
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Déle bylo provedeno porovnani sekvenci pro gen pro produkci acidocinu LF221B se
sekvencemi produktl PCR ziskanych amplifikaci DNA kmen( RL2, RL2-P a RL22-P pomoci
primert GasB 4F/R a GasB 5F/R. Prirazeni nukleotidl obou produkt(i PCR pro vsechny kmeny je
taktéz 100% komplementarni se sekvenci genu pro acidocin LF221B s vyjimkou sekvence
ziskané amplifikaci DNA kmene RL2 a s pouZitim primerli GasB 5F/R, kde jeden nukleotid
neodpovidal pfitazovanému nukleotidu (Priloha 2).

S pouzitim programu Clustal W2 bylo provedeno porovnani sekvence genu pro produkci
gassericinu T se sekvencemi produktl PCR ziskanych amplifikaci DNA izolované z kmenU RL2,
RL2-P a RL22-P pomoci primerd GasB4F/R a GasB5F/R. Prirazeni nukleotid( vsech produktd PCR
bylo pro vSechny kmeny 100% komplementdarni se sekvenci gassericinu T, s vyjimkou sekvence
ziskané amplifikaci DNA RL2 a primer( GasB5F/R, kde jeden nukleotid neodpovidal pfirovnavané
sekvenci.

Po amplifikaci DNA kmen( RL2-P a RL22-P pomoci primerU specifickych pro vybrané geny
genového klastru gassericinu K7B a jejich analyze byla nalezena 100% shoda v sekvencich
ziskanych specifickych PCR produktd a sekvenci z databaze pro gassericin K7B, gassericin T a
acidocin LF221B. Pfi testovani produkce antimikrobidlnich latek byla u kmenU RL2-P a RL22-P
detegovana produkce antimikrobialnich bilkovinnych latek (Tabulka 20, Tabulka 21 a Tabulka
22). Nelze vsak s jistotou fici, Ze antimikrobialni latky produkované kmeny jsou gassericin K7B,
gassericin T nebo acidocin LF221B. Sekvencni podobnost gassericin K7B a gassericinu T je zndma
(Kawai a kol. 2000). Bylo také publikovano, Ze nukleotidové sekvence gassericinu K7A jsou 100%
identické se sekvencemi acidocinu LF221A a sekvence gassericinu K7B se sekvencemi acidocinu
LF221B (Majhenic¢ a kol. 2004). Proto byly analyzované sekvence specifickych produktd PCR
porovnavany i s témito sekvencemi, které jsou uvedeny v databazi GeneBank. Je zajimavé, Ze
produkéni kmeny bakteriocinu gassericinu K7B a acidocinu LF221B — L. gasseri K7 a L. gasseri
LF221 nejsou identické a liSi v plazmidovém profilu, RAPD-PCR profilu, rdstovych
charakteristikach, hladiné produkce bakteriocin(i a optimalnich podminkdach pro rist a produkci
bakteriocin( (Rogelj a Matijasi¢ 2006).

Zavérem lze konstatovat, Ze tfi kmeny RL2, RL2-P a RL22-P produkuji antimikrobidlni
bilkovinné latky. V DNA izolované z kmene RL2 byla detegovdna pfitomnost genl pro gassericin
K7A a gassericin K7B. Po amplifikaci DNA tohoto kmene s pouzitim primer( pro jednotlivé geny
genovych klastri gassericinu K7A a gassericinu K7B nebyla nalezena 100% shoda sekvenci
specifickych PCR produktl. Naproti tomu v DNA kmen( RL2-P a RL22-P byla nalezena 100%
podobnost nukleotidovych sekvenci PCR produktll a sekvenci genl z genovych klastrd pro
produkci gassericinu K7B, gassericinu T a acidocinu LF221B.
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V ramci zahranicni staze ve Slovinsku v laboratofi prof. I. Rogelj bylo spolupracovano pfi
analyzach DNA kmenU skupiny L. acidophilus na pfitomnost genl pro produkci bakteriocin(
gassericinu K7A a gassericinu K7B. Vysledky byly publikovany v praci Treven P., Turkovad K.,
Trmci¢ A., Obermajer T., Rogelj I., Matijasi¢ B. B. (2013): Detection and quantification of
probiotic strain Lactobacillus gasseri K7 in faecal samples by targeting bacteriocin genes. Folia
Microbiol. 58: 623-630. PIny text ¢lanku je uveden v Pfiloze 3.
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5.3 Stanoveni vybranych probiotickych vlastnosti

Bylo charakterizovano jedenact kmen( rodu Lactobacillus patficich do skupiny druhl L.
acidophilus (Tabulka 2) s cilem vybrat kmeny s probiotickymi vlastnostmi. Tyto kmeny byly
testovany na preziti v gastrointestindlnim traktu, produkci antimikrobialnich latek a kompetici o
vazebnd mista na Caco-2 burkach s netoxigennim kmenem Escherichia coli 0157:H7. Nasleduje
struéné shrnuti vysledkd, které byly publikovany formou ¢lanku (Priloha 4).

Zivotnost probiotickych kmend je nejéast&ji ovliviiovana kyselym prostfedim Zaludku a
pfitomnosti Zluc¢i ve dvanactniku. Udava se, Ze kyselost prostfedi je hlavnim faktorem
ovliviujicim viabilitu kmen( rodu Lactobacillus (Mainville a kol. 2005). Proto byly testované
kmeny inkubovany v Zivnych mediich s upravenym pH, pfidavkem enzymuU a v pfitomnosti
Zlucovych soli. Nasledna kultivace na pevnych médiich umoznila stanovit pocty bunék (CFU/ml)
(kapitola 4. 2. 10).

Ze souboru testovanych kmen( byl u vSech kmenU s vyjimkou tti (L. gasseri CCDM 335,
L. helveticus CCDM 81 a L. helveticus CCM 82) pozorovan pokles poc¢tt bunék (CFU/ml) béhem
tfihodinové inkubace v Zaludeéni 3tavé opH 3,0. Zadny ztestovanych kmenl nepfeZil
tfihodinovou kultivaci v Zaludecni stavé o pH 2,0. Takto nizkému pH vSak nejsou kmeny
v zaludku vystaveny, protoZe je tfeba brat v dvahu pufrovaci kapacitu potraviny, se kterou jsou
pfislusné kmeny konzumovany (Mainville a kol. 2005). Nasledna trfihodinova inkubace ve stievni
Stavé zpusobila pokles poc¢tu bunék (CFU/ml) u viech kmen( s vyjimkou L. gasseri CCDM 335. U
nékterych kmenl rodu Lactobacillus byla popsana tolerance nebo schopnost ristu v prostiedi s
0,3% roztokem Zlucovych soli (Jacobsen a kol. 1999, Hacin a kol. 2008). V simulovanych
podminkach gastrointestinalniho traktu nejlépe prezivaly kmeny L. acidophilus CCDM 109,
L. gasseri CCDM 332 a L. gasseri CCDM 335. Byly zjistény rozdilné vychozi koncentrace
bakteriadlnich kmend, které jsou ziejmé zpUsobeny rozdilnou rychlosti rlistu jednotlivych kmen
v MRS mediu (Pitino a kol. 2010).

V poslednich letech se na téma Zivotaschopnost probiotickych kmenU a jejich probioticky
efekt objevuji studie, které ukazuji, Ze zdravi prospésny efekt nemusi byt nutné vztazen na Zivou
buriku. Byly publikovany studie, ve kterych se uvadi, Ze burky inaktivované UV a oslabené
teplem maiji prospésny efekt a také pozitivné ovliviuji zdravi (Lopez a kol. 2008, Kataria a kol.
2009).

Produkce antimikrobidlnich latek byla testovdna pomoci agarového kapkového testu
s pfipipetovanymi proteolytickymi enzymy za uéelem zjisténi bilkovinné povahy antimikrobidlni
latky. Produkce antimikrobidlnich bilkovinnych latek degradovanych proteolytickymi enzymy
byla detekovana u vsech testovanych kmen0 s vyjimkou L. gasseri CCDM 332, L. gasseri CCDM
335, L. helveticus CCDM 81 a L. helveticus CCDM 102.

Produkce antimikrobidlnich bilkovinnych latek byla detegovdna u 7 kmen( proti
indikatorovym kmen0m rodl Lactobacillus a Clostridium, ale ne proti indikatorovym kmenim
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patficim kjinym bakteridlnim roddm. Zliteratury je patrné, Ze by se mohlo jednat o
bakteriociny nebo bakteriocinlim podobné substance (Nespolo a Brandelli 2010).

V kompeti¢ni studii bylo porovnavano mnozstvi adherovanych bunék netoxigenniho
kmene E. coli 0157:H7 na povrchu Caco-2 bunék v pritomnosti (koinkubaci) s vybranymi kmeny
rodu Lactobacillus (kapitola 4.2.9). Koinkubace bunék kmene E. coli 0157:H7 s kmeny rodu
Lactobacillus po dobu 30 minut snizila adhezi E. coli 0157:H7 na povrch Caco-2 bunék.
Vyznamny pokles v poctu E. coli 0157:H7 adherovanych na Caco-2 buriky byl pozorovdn u vSech
kombinaci se vSemi kmeny rodu Lactobacillus. Pokles byl kmenové specificky, coZ je ve shodé s
vysledky uvddénymi v literatufe (Jankowska a kol. 2008).

Nejvhodnéjsi probiotické charakteristiky utestovanych CCDM kmen( (preziti
v podminkach gastrointestindlniho traktu a test kompetice) byly nalezeny u kmene
L. acidophilus CCDM 109. Nicméné L. acidophilus CCDM 109 inhiboval rlst pouze Ctyf
indikatorovych kmenu (produkce antimikrobialnich bilkovinnych latek pouze vici dvéma). Na
druhou stranu kmen L. gasseri CCDM 215 a kmen L. acidophilus CCDM 149 nevykazovaly dobré
preziti v podminkach gastrointestinalniho traktu a v kompeti¢ni studii (v porovnani s L.
acidophilus CCDM 109), ale produkovaly antimikrobidlni substance aktivni vii¢i nejméné trinacti
indikatorovym kmenlm. Také kmen L. helveticus CCDM 82 produkoval antimikrobidlni
bilkovinné substance proti péti indikdtorovym kmenlm a Uspésné inhiboval adhezi E. coli
0157:H7 v kompeticni studii.

Vyse uvedené experimenty byly publikovany v praci Turkovd K., Mavri¢ A., Narat M.,
Rittich B., Spanovd A., Rogelj I, Matijasi¢ B. B.: Evaluation of Lactobacillus strains for selected
probiotic properties 2013. Folia Microbiol 58: 231-267. — PIna verze ¢lanku je uvedena v kapitole
Ptilohy - Pfiloha 4).

5.3.1 Stanoveni minimdlni inhibiéni koncentrace antibiotik

Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace antibiotik (MIC) je velmi dUleZité pro praktické
pouziti probiotického kmene v potravinaiském prdmyslu. Pokud jsou v jejich genomu pfitomny
geny rezistence na urcita antibiotika, mohou se prospésné probiotické kmeny stat zdrojem
prenosu takovychto gend do kmen( patogennich (Bernardeau a kol. 2008).

Kmeny byly testovany pomoci E-testll na rezistenci/citlivost k 10 antibiotikiim (stanoveni
MIC) (kapitola 4. 2. 11). Jako médium byl pouzit 90% MH agar + 10% MRS agar. Klasicky se
citlivost na antibiotika testuje pouze na MH agaru. Vzhledem k tomu, Ze kmeny rodu
Lactobacillus na tomto mediu nerostou anebo je jejich rlst velmi pomaly, bylo zvoleno specidlni
kombinované medium (MH+MRS), na kterém kmeny rodu Lactobacillus rostou dobre (Matijasi¢
2012). Nevyhodou muze byt skutecnost, Ze neni dostatecné prostudovana interakce antibiotik
se slozkami MRS agaru (Danielson a Wind 2003).
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Vysledky stanoveni MIC 10 antibiotik u kmenl skupiny L. acidophilus jsou uvedeny
v Tabulce 33. Na Obr. 19, 20 a 21 jsou uvedeny pfiklady inhibi¢nich zdn, vietné detekce
pfitomnosti rezistentnich kolonii (Obr. 19).

Rezistentni kolonie

Obr. 19: Inhibicni zéna a jednotlivé rezistentni kolonie pri stanoveni MIC pro streptomycin u kmene L. gasseri
CCDM 332.

Tabulka 33: Hodnoty MIC (ug/ml) u vybranych antibiotik u riiznych druhii rodu Lactobacillus vyhodnocené
pomoci E-testii

Kmen/antibiotikum SM GM TC CH Mz CM VA RI CL EM
L. acidophilus CCDM 109 16 24 2 0,032 >256 4 1,5 >32 4 0,125
L. acidophilus CCDM 149 12 24 2 0,047 >256 4 1,5 >32 4 0,125
L. gasseri CCDM 377 48 48 2 0,125 >256 6 3 >32 6 0,38
L. gasseri CCDM 214 12 24 1,5 0,094 >256 6 2 0,094 6 0,19
L. gasseri CCDM 215 128 64 1,5 0,064 >256 4 2 >32 6 0,125
L. gasseri CCDM 332 96* 48 1,5 0,125 >256 4 1,5 >32 4 0,19
L. gasseri CCDM 335 128 24 1,5 0,19 >256 0,5 2 >32 6 0,5
L. gasseri CCDM 340 >1024 >1024 2 0,19 >256 0,25 2 >32 8 0,5
L. helveticus CCDM 81 96 16 2 - >256 6 2 0,094 4 0,125
L. helveticus CCDM 82 96 48 2 0,064 >256 6 2 0,064 4 0,19
L. helveticus CCDM 92 48 16 2 - >256 6 1,5 0,094 4 0,19
L. helveticus CCDM 98 48 24 2 0,094 >256 4 1,5 0,094 4 0,19
L. helveticus CCDM 102 48 24 1,5 0,064 >256 6 2 0,094 4 0,125

-nebylo provedeno; SM streptomycin; GM gentamicin; TC tetracyklin; CH klarithromycin; MZ metronidazol; CM
klindamycin; VA vankomycin; Rl rifampicin; CL chloramfenikol; EM erythromycin; *detekce rezistentnich kolonii.
Odecet MIC pro jednotliva antibiotika byl proveden dle ndvodu od vyrobce.
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klindamycin

vankomycin

Obr. 20: Stanoveni MIC pro vankomycin a klindamycin u kmene L. helveticus CCDM 92

klindamycin

vankomycin

Obr. 21: Stanoveni MIC pro vankomycin a klindamycin u kmene L. gasseri CCDM 215

Pro potieby odliSeni rezistentnich a citlivych kmen( na dané antibiotikum, definoval
FEEDAP a SCAN hranic¢ni hodnoty koncentraci. Tyto hrani¢ni hodnoty se liSi v ramci rodl a
druhl. Jako citlivé jsou povaZzovany kmeny, jejichz MIC je mensi nebo rovno hranicni
koncentraci. Naopak rezistentni jsou kmeny, jejichz MIC je vétsi nez hrani¢ni koncentrace
daného antibiotika (FEEDAP 2012).

V Tabulce 34 jsou uvedeny MIC antibiotik pro kmeny rdznych druhl rodu Lactobacillus a
jejich srovnani s hodnotami pro hranic¢ni koncentrace publikované v ¢lancich a panelech SCAN a
FEEDAP.
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Tabulka 34: Porovnani publikovanych vysledki v testech na citlivost viéi antibiotikim (stanoveni MIC, pg/ml) a
vysledku z testli uvedenych v disertaéni praci

D’Aimmo

Antibiotikum Danielsona  Zarazaga a SCAN FEEDAP Disertacni Rezistence/ citlivost
(ug/ml) Wind 2003 kol. 1999 358'7 2003 2012 prace testovanych kment
N
Woews 05 ems o1 41 omes o
Ghowa 4 e o5 a2 asn
Ch(l(;),z)afg-fzeg;k)o' 4 - 8 16 4 4-8 REZISTENTN{****
Ooteme 1 S e e
fomess M4 e omme o
(g’fggf"zcsiz) 1 - 1 32 - 0,064 - >32 REZISTENTN[****
(toe’gfg}/;;ig) 2 - 4 16 4 1,5-2 CITLIVE
(g:eongz-n;gz“;) 5256 . 16 1 16 16 - >1024 REZISTENTN[****
?'Br’zré'ﬂﬁovzcjg 128 - 4 16 16 12->1024 REZISTENTN[****
metronidazol 5256 ) 500 _ R >256 *Hk

(0,016-256)
-MIC neuvedena; *plati pro druhy L. acidophilus a L. johnsonii; **plati pro druh L. gasseri; ***hrani¢ni hodnota MIC neni uvedena

v panelech FEEDAP nebo SCAN; **** rezistentni jsou pouze vybrané kmeny

U nékterych testovanych kmen( vdisertacni praci byla nalezena rezistence na
chloramfenikol, rifampicin, gentamicin a streptomycin (Tabulka 35).

Tabulka 35: Rezistence testovanych kmenii na chloramfenikol, rifampicin, gentamicin a streptomycin (ug/mil)

Kmen/antibiotikum Streptomycin C/R* Gentamicin C/R* Rifampicin C/R** Chloramfenikol C/R*

L. acidophilus CCDM 109 16 C 24 R >32 R 4 C
L. acidophilus CCDM 149 12 C 24 R >32 R 4 C
L. gasseri CCDM 377 48 R 48 R >32 R 6 R
L. gasseri CCDM 214 12 C 24 R 0,09 C 6 R
L. gasseri CCDM 215 128 R 64 R >32 R 6 R
L. gasseri CCDM 332 96 R 48 R >32 R 4 C
L. gasseri CCDM 335 128 R 24 R >32 R 6 R
L. gasseri CCDM 340 >1024 R >1024 R >32 R 6 R
L. helveticus CCDM 81 96 R 16 C 0,09 C 4 C
L. helveticus CCDM 82 96 R 48 R 0,06 C 4 C
L. helveticus CCDM 92 48 R 16 C 0,09 C 4 C
L. helveticus CCDM 98 48 R 24 R 0,09 C 4 C
L. helveticus CCDM 102 48 R 24 R 0,09 C 4 C

C citlivy; R rezistentni; * hranicni koncentrace publikované v panelu FEEDAP; ** hranicni koncentrace publikované v panelu
SCAN

88



Z testovanych kmen0 byly rezistentni ke ¢tyfem antibiotikim ¢étyfi kmeny (CCDM 377,
CCDM 215, CCDM 335, CCDM 340) a ke tfem antibiotikim jeden kmen (CCDM 332). Zbytek
kmen( byl rezistentni ke dvéma a méné testovanym antibiotikim.

Vrozené rezistence jsou typické pro vSechny kmeny daného druhu a jsou obvykle
neprenosné horizontalnim prenosem na jiné kmeny. Ziskané rezistence jsou prenosné na dalsi
kmeny a jsou tak nebezpecnym zdrojem Siteni rezistence na antibiotika u patogennich kmen(
(FEEDAP 2012). V literature se uvadi, Ze rezistence k rifampicinu je ¢asto zplisobena mutaci genu
lokalizovaného na chromozomu a neni pfenosna mezi kmeny (Ezekiel a Hutchins 1968). U nami
analyzovanych kmenl byla rezistence k rifampicinu detegovana u sedmi kment (>32ug/ml).

U kmene L. gasseri CCDM 340 byla detegovana rezistence k vysokym koncentracim
aminoglykosidd (streptomycin >1024ug/ml a gentamicin >1024ug/ml). Rezistence k vysokym
koncentracim aminoglykosidl byla pozorovana u vétsSiny testovanych kmen( (streptomycin —
12-128 pg/ml, gentamicin — 16-64 pg/ml) (Tabulka 35). V literature bylo popsano velké mnoZstvi
spontannich mutaci zapficinujicich rezistenci kmene na streptomycin, které ale nejsou prenosné
mezi kmeny a tak neslouzi k Siteni rezistence v bakterialnim spolecenstvi (Curragh a Collins
1992).

Oba panely FEEDAP 2012 a SCAN 2003 se v nékterych pfipadech rozchdazeji v hrani¢nich
koncentracich. V této praci byla rezistence na chloramfenikol detegovana u 5 kmena s vyuzZitim
hrani¢nich koncentraci uvedenych ve zpravé FEEDAP 2012. Naopak pokud by bylo vyuZito
hrani¢nich koncentraci ve zpravé SCAN (2003), Zadné rezistentni kmeny by nebyly detegovany
(Tabulka 35). Rezistence vUci antibiotik(im se lisi v rdmci rodu Lactobacillus a to podle druhu.
V publikaci Danielson a Wind (2003) jsou hodnoty koncentraci u klindamycinu uvadény
oddélené pro kmeny druh L. acidophilus/L. johnsonii a L. gasseri. Naopak FEEDAP (2012) uvadi
hodnoty hrani¢nich koncentraci pro klindamycin pro celou skupinu L. acidophilus shodné.

Rezistence na erythromycin a tetracyklin jsou snadno a nejcastéji prenositelné mezi kmeny
rodu Lactobacillus, protoze geny jsou lokalizovany na plazminech. V¢ témto dvéma
antibiotikiim jsou tak kmeny rodu Lactobacillus nejcastéji rezistentni (Bernadeau a kol. 2008). V
nami analyzovaném souboru kmen( toto tvrzeni nebylo potvrzeno, protoze rezistence na
erythromycin a tetracyklin nebyla detegovana.

5.3.2 Skrining pritomnosti gentii pro vybrané probiotické a dalsi vlastnosti
5.3.2.1 Identifikace genu pro linoledt izomerdzu

Konjugované linoleové kyseliny (CLA) byly popsany jako protirakovinna slozka, ktera ma
vyznamny podil na regulaci hladiny télesného tuku (Park 2014). Vznikaji z a-linoleové kyseliny
(LA) pomoci enzymu linoledat izomerazy (LI). Mnoho kmenu izolovanych z gastrointestinalniho
traktu a bachoru prezvykavci je schopno pfeménit LA na CLA (Macouzet a kol. 2010). Nékteré

89



kmeny rodu Lactobacillus mohou produkovat CLA jako intermediat pfi hydrogenaci kyseliny
linoleové na kyselinu stearovou (Ogawa a kol. 2005).

Primery pouzité v této praci jsou komplementarni pro linoledt izomerazu bakteridlniho
druhu L. acidophilus. V PCR byly amplifikovany DNA kmend, které byly pomoci identifika¢nich
technik zarazeny do skupiny druht L. acidophilus (druhy L. acidophilus, L. gasseri, L. johnsonii, L.
helveticus) (Tabulka 16). Bylo testovano patndct RL kmenU a Ctyfi sbirkové kmeny s vyuZitim
specifickych primer( publikovanych v praci (Macouzet a kol. 2010) (kapitola 4.2.4.5). Velikost
specifického produktu PCR byla 1378 bp (Macouzet a kol. 2010).

Pfi amplifikaci DNA izolované z kmen( RL5, RL8, RL20, RL20-P, L. gasseri CCM 7009T,
L. johnsonii CCM 2935 byl ziskan produkt PCR o velikosti 1378 bp; pfi amplifikaci DNA izolované
z kmenl RL2-P, RL5-P, RL8-P, RL13-P, RL13-571L3-7AP, RL13-57L3-8AP, RL22-P, RL24-P, RL13,
RL22 a L. gasseri K7 byl ziskan produkt PCR o velikosti asi 700 bp. Pfi amplifikaci DNA izolované
z kmenU RL2 a L. acidophilus CCM 4833 byly amplifikovany dva produkty PCR o velikosti 700 a
1378 bp. Produkt PCR o velikosti 1378 bp z kmene L. johnsonii CCM2935 byl precistén (PCR
purification kit, Qiagen) a poslan na sekvenovani (Microsynth, Svycarsko).  Analyza
sekvenovaného produktu PCR pomoci algoritmu BLAST ukazala 95% podobnost s genem pro
linoleat izomerdzu kmene L. acidophilus AS1.1854 uloZeného v databdzi Genebank. Sekvence
nukleotidd (aminokyselin) pro enzym linoledt izomerazu jsou v rdmci rodu Lactobacillus vysoce
variabilni. Produkty PCR o velikosti 700 bp je nutné podrobit dalsi analyze.

5.3.2.2 Identifikace geni pro histidin dekarboxyldzu a tyrosin dekarboxyldzu

Vsechny kmeny byly testovany na pritomnost genu pro histidin dekarboxyldzu a tyrosin
dekarboxyldzu. Produkce dekarboxyldz je nezadouci vlastnosti mezi probiotickymi kmeny kvali
mozné produkci biogennich amind. Skrining pfitomnosti genl byl proveden pomoci PCR se
specifickymi primery HD3/HD4 (histidin dekarboxylaza) a TD2/TD5 (tyrosin dekarboxylaza)
(Coton a Coton, 2005)(kapitola 4.2.4.5).

Ze vsech testovanych kmen( rodu Lactobacillus (67) byl specificky produkt PCR (440 bp)
pro histidin dekarboxyldazu detegovan u 7 kmenG (L. vaginalis RL7, L. fermentum RL12,
L. fermentum RL16, L. vaginalis RL7-P, L. fermentum RL12-PA, L. fermentum RL12-PB a
L. fermentum RL16-P).

Ze vsech testovanych kmenl (67) byl specificky produkt PCR (1100 bp) pro tyrosin
dekarboxyldzu detegovan pouze u kmene Lactobacillus sp. RL6P. Tento specificky produkt PCR
byl precistén (PCR purification kit, Qiagen) a poslan na sekvenovani (Microsynth, Svycarsko). Po
analyze nukleotidové sekvence pomoci programu BLAST byla nalezena 74% podobnost s genem
pro tyrosin dekarboxylazu kmene Carnobacterium divergens V41.
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Bylo publikovdno, Ze tyramin produkujici bakterie maji TyrDC biochemickou cestu
kdédovanou ctyfmi geny, které tvofi operon lokalizovany na chromozomu. Gen tyrdc kéduje
tyrosin-dekarboxyldzu; gen tyrP kéduje tyrosin permedzu, gen nhaC se Ulastni k Na'/H'
antiportu a gen tyrS vykazuje velkou podobnost s geny tyrosyl-tRNA syntetaz (Coton a Coton
2009). Bylo prokazano, ze produkce tyraminu je kmenové specificka (Coton a Coton 2009).

Pomoci vyse uvedené konvencni PCR se specifickymi primery pro histidin dekarboxylazu a
tyrosin dekarboxylazu lze detegovat pritomnost daného genu v genomech laktobacild.
Uvedenou metodou vsak nelze zjistit, zda je syntetizovan funkcni protein a nelze rovnéz stanovit
mnozstvi produkovaného enzymu.

Mezi testovanymi kmeny byl i L. vaginalis RL7 ndleZejici mezi kmeny, které produkovaly
antimikrobidlni bilkovinné latky. Z dlvodu detekce genu pro histidin dekarboxyldzu, a tim i
mozné produkce biogennich amind, byl tento kmen vyfazen z mozného budouciho vyufZiti jako
probiotikum (i kdyz ma tento kmen zajimavé vysledky v produkci antimikrobialnich latek).

Céasti experimentd uvedenych v kapitole 5. 3. byly provedeny v rdmci zahraniéni staze na
Univerzité v Ljubljani (Biotechnical Faculty, Institute of Dairy Science and Probiotics) ve
Slovinsku v laboratofi prof. I. Rogelj a byly publikovany v pracich:

Turkovd K., Mavri¢ A., Narat M., Rittich B., Spanovd A., Rogelj I., Matijasi¢ B. B. (2012):
Evaluation of Lactobacillus strains for selected probiotic properties. Folia Microbiologica, DOI:
10.1007/512223-012-0208-4. PIné znéni je uvedeno v kapitole Pfilohy - Pfiloha 4

Dalsi vysledky z této kapitoly byly prezentovany formou konferenénich ptispévk( (viz Kapitola
10).
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5.4 Imunomagneticka separace bunék

Imunomagneticka separace bunék kmene L. rhamnosus LOCK 0900 byla provedena pomaoci
komercénich magnetickych nosi¢li s navazanym streptavidinem (MPG-STV) a protilatkou (anti-
Lactobacillus). Optimalizovany postup je uveden v kapitole 4. 2. 12. Optimalizovano bylo
mnozstvi magnetického nosic¢e, koncentrace protilatky, poéty promyvani navazanych bunék na
magnetickém nosi¢i a doby inkubaci. Postup byl optimalizovan pro separaci bunék kmene
L. rhamnosus LOCK 0900 z kultivacniho media, UHT mléka a bilého jogurtu. PFfitomnost
imunomagneticky separovanych bunék byla zhodnocena kultiva¢né a pomoci PCR.

5.4.1 Interference magnetickych nosicii v PCR

PCR byly provedeny podle optimalizovanych ndvod( uvedenych v kapitole 4.2.4.1 Pro
pouziti PCR pro vyhodnoceni poctu imunomagneticky separovanych bunék byla nejdrive
zhodnocena citlivost pouZitych PCR a mozna interference magnetickych nosicd v PCR. Citlivost
PCR byla stanovena pro doménu Bacteria na 10 fg/ul, pro rod Lactobacillus 10 pg/ul a druh
L. rhamnosus 10 pg/ul.  Vyhodnoceni interference magnetickych nosi¢i MPG-STV byla
provedena pomoci PCR s primery specifickymi pro doménu Bacteria a pro rod Lactobacillus.
Ke smési pro PCR byly pfidany magnetické nosice MPG-STV v objemu 2, 4 a 6 pl (koncentrace
5 mg/ml) ve tfech nezavislych pokusech. Pro doménu Bacteria byla snizena citlivost z 10 fg/ul
na 1 pg/ul; pro rod Lactobacillus z 10 pg/ul na 100 pg/ul. | pres sniZeni citlivosti jsou obé PCR
vhodnou metodou pro zjisténi pfitomnosti imunomagneticky separovanych bunék kmene
L. rhamnosus LOCK 0900.

5.4.2 IMS bunék L. rhamnosus LOCK 0900

Kmen L. rhamnosus LOCK 0900 byl kultivovan pfi 37°C po dobu 18hodin aerobné (1,25 x
108 CFU/ml). Protildtky a magnetické nosi¢e pouZité pro imunomagnetickou separaci jsou
popsany v kapitolach 4.1.2. Imunomagneticka separace byla provedena dle optimalizovaného
postupu uvedeného v kapitole 4. 2. 12. Testované kombinace a vysledky imunomagnetické
separace obou nezavislych pokusl jsou uvedeny v Tabulce 36. Vysledky IMS-PCR pro doménu
Bacteria, rod Lactobacillus a druh L. rhamnosus jsou uvedeny v Tabulce 37.
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Tabulka 36: Imunomagnetické separace bunék L. rhamnosus LOCK 0900

Pocet bunék

M ickv .
agneticky nosic Protilatka (50 ul) pridanych k nosi¢im

Pocet bunék po

(50 pl) (CFU/ml) IMS (CFU/ml)
5,09 x10°
10x fedéna anti-
Lactobacillus . 4
MPG-STV (5 mg/ml) 1,25x10 4,99 x10
Bez protilatky 7,5 x10

Tabulka 37: Detekce DNA imunomagneticky separovanych bunék pomoci IMS-PCR

produkt PCR

Magne.tvlcky Protilatka
nosic doména Bacteria  rod Lactobacillus druh L. rhamnosus
10x redéna anti- wr + +
MPG-STV i
Lactobacillus + i .
(5mg/ml)
Bez protilatky + - -

+ specificky produkt PCR detegovan; +/- specificky produkt PCR detegovdn slabé; -specificky produkt PCR nebyl detegovdn

Z mnozstvi pridanych bunék kmene L. rhamnosus LOCK 0900 bylo po imunomagnetické
separaci detegovano mnozstvi bunék nizsi o 3 rfady, nez bylo ptidano (u obou dvou nezavislych
testll). U nespecifické sorpce (kontroly), u které nebyla pouzita biotinylovana protilatka, bylo
detegovano mnoiZstvi bunék nizsi o 2 rady nez u vzorkl s protilatkou anti-Lactobacillus (Tabulka
36). V PCR byly detekovany specifické produkty PCR u domény Bacteria, rodu Lactobacillus i
druhu L. rhamnosus. U nespecifické sorpce (kontroly) byl detegovan specificky produkt PCR
pouze v PCR pro doménu Bacteria, ale nebyl detegovan ve zbylych PCR. Je to v disledku rGzné
citlivosti PCR, kdy PCR pro doménu Bacteria je citlivéjsi nez rodové a druhoveé specifické PCR (viz
kapitola 5.4.2).
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5.4.3 IMS bunék L. rhamnosus LOCK 0900 pridanych do mléka

Bakteridlni buriky narostlé pres noc byly pfidany do UHT mléka. Imunomagneticka
separace byla provedena dle optimalizovaného postupu uvedeného v kapitole 4.2.12.1.
Testované kombinace a vysledky imunomagnetické separace obou nezavislych pokusl jsou
uvedeny v Tabulce 38. Vysledky IMS-PCR pro doménu Bacteria, rod Lactobacillus a druh
L. rhamnosus jsou uvedeny v Tabulce 39.

Tabulka 38: Imunomagneticka separace bunék Cisté kultury kmene L. rhamnosus LOCK 0900 z UHT mléka

Pocet bunék

. e <. Pog "
Protildtka (50 ) pfidanych k nosictim  occt bunék po

Magneticky nosic¢

(50pl) (CFU/mi) IMS (CFU/ml)
3,25 x 10°
10x redéna anti-
Lactobacillus . 3
MPG-STV (5 mg/ml) 1,25x10 2,5x10
Bez protilatky 5,0 x10"

Tabulka 39: Detekce DNA imunomagneticky separovanych bunék z mléka pomoci IMS-PCR

produkt PCR

Magneticky -
Protilatk
nosic rotilatka doména rod druh
Bacteria Lactobacillus L. rhamnosus
10x Fedénd anti- w2 +/- +/-
MPG-STV Lactobacillus
(5mg/ml) + +/- +-

Bez protilatky - - -

+ specificky PCR produkt detegovan; +/- specificky PCR produkt detegovdn slabé; -specificky PCR produkt nebyl detegovdn

Z mnoistvi pfidanych bunék kmene L. rhamnosus LOCK 0900 do UHT mléka bylo po
imunomagnetické separaci detegovano na miskdch s MRS agarem mnozstvi bunék nizsi o 4 fady,
nez bylo pfiddno (u obou dvou nezavislych testd). U kontroly, u které nebyla pouzita
biotinylovand protildtka, bylo detegovdno mnoiZstvi kolonii o 6 Fadl nizsi (nespecificka
adsorpce). Specifické produkty PCR byly detegovany v IMS-PCR pro doménu Bacteria, rod
Lactobacillus a druh L. rhamnosus. Snizena citlivost byla pozorovana v PCR pro rod Lactobacillus
adruh L. rhamnosus.
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5.4.4 IMS bunék L. rhamnosus LOCK 0900 pridanych do bilého jogurtu

Cerstvé narostlé bakterialni buriky L. rhamnosus LOCK 0900 byly pfidany do bilého jogurtu,
ve kterém jsou pfitomny startovaci kultury Streptococcus thermophilus a Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus, ale zadné probiotické kmeny (dle Gdajl vyrobce). Imunomagneticka
separace byla provedena dle optimalizovaného postupu uvedeného v kapitole 4.2.12.2.
Testované kombinace a vysledky imunomagnetické separace obou nezavislych pokusl jsou
uvedeny v Tabulce 40. Vysledky IMS-PCR pro doménu Bacteria, rod Lactobacillus a druh
L. rhamnosus jsou uvedeny v Tabulce 41.

Tabulka 40: Imunomagnetické separace bunék Cisté kultury kmene L. rhamnosus LOCK 0900 z bilého jogurtu

Magneticky nosic Pocet bunék Pocet bunék
= o l‘; Protildtka (50 pl)  pFidanych k nosi¢tim po IMS
" (CFU/ml) (CFU/ml)
Y xa 5,0 x 107
10x redéna anti-
Lactobacillus 5
MPG-STV , 3,0x10
1,25x10
(5 mg/ml)
0
Bez protilatky -
5,0 x10"

Tabulka 41: Vysledky imunomagnetické separace bunék Cisté kultury — detekce DNA imunomagneticky
separovanych bunék pomoci IMS-PCR

Produkt PCR

Magneticky -
nosi¢ Rletiote doména rod druh
Bacteria Lactobacillus L. rhamnosus
10x fedéna + +/- +/-
anti-
MPG-STV Lactobacillus + + +/-
(5mg/ml)

Bez protilatky

+ specificky PCR produkt detegovan; +/- specificky PCR produkt detegovdn slabé; -specificky PCR produkt nebyl detegovdn

Z mnozstvi pridanych bunék kmene L. rhamnosus LOCK 0900 do bilého jogurtu bylo po
imunomagnetické separaci detegovano na miskdch s MRS agarem mnozstvi bunék nizsi o 4 nebo
5 fadd, nez bylo pridano (u obou dvou nezavislych testll). U nespecifické sorpce (kontroly), u
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které nebyla pouZita biotinylovana protilatka, nebyly detegovany v jednom pfipadé zZadné
kolonie a v druhém pripadé byl o 6 radl nizsi pocet kolonii.

V PCR pro doménu Bacteria byly detegovany specifické produkty PCR u vSech testovanych
vzorkd, ke kterym byla pfidana protildtka anti-Lactobacillus. U kontrol specifické produkty PCR
nebyly detegovany. Produkty PCR o slabé intenzité byly detegovany v PCR pro rod Lactobacillus
a druh L. rhamnosus, coz ziejmé souvisi s citlivosti PCR. Mozné interakce mohou zpUsobovat
také buriky startovaci jogurtové kultury, které jsou ve vyrobku pritomny.

P¥i vyuziti imunomagnetické separace bunék lze izolovat buriky pfitomné v matrici ve velmi
nizké koncentraci. Diky streptavidinu navazanému na magneticky nosi¢, a biotinylované
protilatce lze vyuzit vazbu streptavidin — biotin pro nabohaceni bunék, které jsou v matrici
pfitomny ve velmi nizkych koncentracich. Vzhledem k dosazenym vysledkiim je potfebné postup
dale optimalizovat.
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6. ZAVERECNE SHRNUTI

Probiotické bakterie mlééného kvaseni jsou béZnou soucasti fady vyrobk{ potravinarského
prdmyslu. Vyznamné postaveni mezi bakteriemi mlécného kvaseni maji druhy rodu
Lactobacillus. Rada kmend z réiznych druhd rodu Lactobacillus je pro €lovéka zdravi prospésna a
je hodnocena jako potenciondlni probiotikum. Identifikace probiotického kmene je velmi
dilezitd, pokud chceme vyuzit jeho probiotické vlastnosti.

Druhové identifikaci a charakterizaci kmenl uvedeného rodu je vénovana prvni ¢ast
prace. Byl analyzovan soubor 68 kmen(. Kmeny byly identifikovany pomoci PCR pro rod
Lactobacillus, druhové specifickych PCR, véetné multiplexni PCR, rep-PCR, RAPD-PCR a
porovnani sekvenci genu pro 16S rRNA. VySe uvedend skala technik umoznila zarazeni
analyzovanych kmen( do 10 druh( a 2 skupin druhl: 24 kmen0 bylo identifikovdano do druhu
L. rhamnosus, 12 kmen( do L. paracasei, 7 kmen( do L. fermentum, 3 kmeny do druhu
L. vaginalis, 2 kmeny do L. helveticus, 2 kmeny do L. johnsonii, 2 kmeny do L. gasseri, 2 kmeny
do L. salivarius, 1 kmen do druhu L. oris, 1 kmen do L. plantarum, 9 kmen( do skupiny druh(
L. gasseri/johnsonii; 3 kmeny nebyly druhové identifikovany a z nich jeden nebyl zarazen do
rodu Lactobacillus.

VSechny kmeny byly testovany na produkci antimikrobidlnich latek proti vybranému
souboru indikatorovych kmen( v agarovém kapkovém testu. Z celého souboru produkovalo
antimikrobialni bilkovinné latky v dostatecné koncentraci v supernatantu (agarovy difuzni test) 7
kmenG (RL2-P, RL15-P, RL22-P, RL26-P, RL2, RL7 a RL14). Pro podrobnou charakteristiku
antimikrobialni bilkovinnych latek v supernatantu byly zvoleny tfi kmeny RL2-P, RL22-P a RL2, u
kterych byl sledovan vliv teploty, pH a pfitomnosti detergentl a EDTA na inhibi¢ni vlastnosti.
Uvedené kmeny produkovaly teplotné stabilni antimikrobialni bilkovinné latky, jejichz
antimikrobialni vlastnosti neovliviiovaly testované detergenty s vyjimkou SDS.

Ddle bylo zjisténo, Ze 7 CCDM kmenU produkovalo antimikrobidlni latky citlivé
k proteolytickym enzymGm, které byly uc¢inné proti indikatorovym kmenlm rodu Lactobacillus a
Clostridium. Kmen L. acidophilus CCDM 109 produkoval antimikrobidlni bilkovinné Ilatky ucinné
pouze vUci dvéma indikatorovym kmendm. Kmeny L. gasseri CCDM 215 a L. acidophilus CCDM
149 produkovaly antimikrobidlni substance aktivni vic¢i 13 indikatorovym kmen(m, ale
nevykazovaly dobré preziti v podminkach gastrointestindlniho traktu a v kompeticni studii (v
porovnani s L. acidophilus CCDM 109). Kmen L. helveticus CCDM 82 v kompeti¢ni studii
produkoval antimikrobidlni bilkovinné substance proti 5 indikdtorovym kmenlm a Uspésné
inhiboval adhezi E. coli 0157:H7.

Pomoci specifickych primer( pro geny kddujici produkci bakteriocin(i (acidocin A, acidocin
B, laktacin F, gassericin A, gassericin B, gassericin K7A a gassericin K7B) byla amplifikovdna DNA
izolovana ze vSech kmend. Specifické produkty PCR pro geny kddujici produkci bakteriocind byly
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detegovany u 14 kmenu. Vysledky byly potvrzeny DNA/DNA hybridizaci s vysokou stringenci
s vyjimkou jednoho kmene.

U tfi kmen( (RL2, RL2-P a RL22-P) byly pomoci PCR hledany jednotlivé geny v genovych
klastrech gassericinu K7A a gassericinu K7B. Ziskané produkty PCR byly sekvenovdny a
analyzovany pomoci algoritmu BLAST a programu CLUSTAL W2. Byla nalezena 100% shoda
sekvenci pro casti genovych klastr(i gassericinu K7B, acidocinu LF221B a gassericinu T v DNA
kmen( RL2-P a RL22-P. Propojeni produkce antimikrobialnich bilkovinnych latek v agarovém
kapkovém testu a agarovém difuznim testu s molekularné biologickou analyzou nebylo v nasem
pfipadé jednoznacné.

VSechny analyzované kmeny byly podrobeny skriningu na pfitomnost genl pro produkci
dekarboxyldz, které jsou zodpovédné za vznik biogennich aminU. Provedeny skrining DNA vSech
kmenl pomoci specifickych primerd ukazal pfitomnost genu pro produkci histidin dekarboxylazy
u 7 kmena (RL7, RL12, RL16, RL7-P, RL12-PA, RL12-PB a RL16-P). Gen pro produkci tyrosin
dekarboxyldzy byl detegovan pouze u kmene RL6P. Dale byly kmeny testovdny na pfitomnost
genu pro linoleat izomerazu (LI), ktera je zodpovédna za tvorbu konjugovanych linoleovych
kyselin (CLA). Specificky produkt PCR pro LI byl detegovan u 4 kmen( (RL5, RL8, RL20 a RL20-P).

Trinact kmenQ skupiny Lactobacillus acidophilus bylo testovano na resistenci vicéi 12
antibiotikim pomoci E-testu. Z testovanych kmenu byly 4 kmeny resistentni k 4 antibiotikim a 1
kmen k 3 antibiotikim. Zbylé kmeny byly rezistentni ke 2 a méné antibiotikim.

V posledni casti prace byl testovan postup imunomagnetické separace bunék kmene
Lactobacillus rhamnosus LOCK 0900 pomoci biotinylované protilatky anti-Lactobacillus navazané
na magnetické nosice funkcionalizované streptavidinem (MPG-STV). Buriky kmene L. rhamnosus
LOCK 0900 byly pomoci imunomagnetické separace izolovany z kultivacniho média, UHT mléka a
bilého jogurtu v dostatecném mnozstvi pro detekci pomoci kultivaéni metody a PCR.
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7. ZKRATKY

ATCC
BMK
Caco-2 buriky

CCDM
CCM
CFU
CLA
EDTA
EFSA
FAO
FEEDAP

GIT

GRAS

IMS

LI

MH agar
MIC

MRS

QPS

PBS

PCR
P(HEMA-co-GMA)
RAPD-PCR
Rep-PCR
SDS

UHT

American Type Culture Collection
bakterie mlééného kvaseni
(human colon carcinoma cell line)

buriky  epitelidIniho

kolorektalniho adenokarcinomu

Czech Collection of Dairy Microorganisms

Czech Collection of Microorganisms

(colony forming units) kolonie tvorici jednotky

konjugovana linolova kyselina

ethylendiamintetraoctova kyselina

European Food Safety Authority

Food and Agriculture Organization

The Panel on Additives and Products or Substances used in Animal

Feed
gastrointestinalni trakt

(Generally Recognized As Safe) vSeobecné povazovany za bezpecné
imunomagnetickd separace

linoleat izomeraza

Midller-Hinton agar

minimalni inhibi¢ni koncentrace

de Mann, Rogosa a Sharpe medium

(Qualified presumption of Safety)

phosphate buffered saline

polymerdazova retézova reakce
poly(hydroxyethylmethylkrylat-co- glycidylmethakrylat)
nahodné amplifikovana polymorfni PCR

interrepetitivni PCR

(sodium dodecyl sulphate) dodecylsulfat sodny
ultra-high temperature
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Several DNA amplification-based methods were used for identification and evaluation of the rela-
tion between lactobacilli isolated from breastfed full-term infant faeces (31 strains), dairy products
(5 strains) and silage (1 strain). Twenty-seven strains isolated from infant faeces were identified
as Lactobacillus rhamnosus (9), Lactobacillus gasseri (6), Lactobacillus paracasei (4), Lactobacillus
fermentum (4), Lactobacillus salivarius (2), Lactobacillus plantarum (1), and Lactobacillus helveti-
cus (1) using 10 species-specific polymerase chain reactions (PCRs), multiplex PCR for the Lac-
tobacillus casei group, and sequencing of 16S rDNA. Four strains were not identified. Six strains
isolated from dairy products and silage were identified as Lactobacillus rhamnosus. A repetitive
extragenic palindromic polymerase chain reaction (rep-PCR) with primer (GTG)s and a randomly
amplified polymorphic DNA polymerase chain reaction (RAPD-PCR) with primer M13 were used
for confirmation of species identification. Fingerprints were used for evaluation of the relatedness
of lactobacilli. Differences between strains from infant faeces, dairy products, and silage were not
detected.

(© 2012 Institute of Chemistry, Slovak Academy of Sciences

Keywords: Lactobacillus, breastfed infants, dairy products, identification, PCR, fingerprinting

Introduction

The genus Lactobacillus contains around 130 spe-
cies exhibiting a wide range of G+C content. Lacto-
bacilli colonise the normal gastrointestinal tract of hu-
mans, the urogenital tract of women, and can be also
found in plant material. They are part of many fer-
mented food products and play an increasing role as
probiotics for promoting overall health (Bernardeau et
al., 2006; Li & Nishino, 2011).

Various methods have been used for the identifi-
cation and characterisation of lactobacilli strains, in-
cluding physiological and chemotaxonomic methods
such as major fermentation pathways, carbohydrate
patterns, configuration of lactic acid, or peptidogly-
can analyses. However, the correct identification of

*Corresponding author, e-mail: xcturkovak@fch.vutbr.cz

Lactobacillus species can be ambiguous if based on
physiological and biochemical criteria alone, because
of the large number of and/or closely related Lacto-
bacillus species (Ehrmann & Vogel, 2005). Phenotypic
tests are also dependent on conditions of cultivation,
which is why molecular characteristics and methods
are used. Molecular-genetic techniques based on meth-
ods such as PCR, restriction fragment length poly-
morphisms (RFLP), ribotyping. randomly amplified
polymorphic DNA (RAPD-PCR), or repetitive ex-
tragenic palindromic polymerase chain reaction (rep-
PCR) have come to be used for molecular charac-
terisation and identification of Lactobacillus strains
(Ehrmann & Vogel, 2005; Ben Amor et al., 2007; Svec
et al.,, 2010). Identification and estimation of the re-
latedness of Lactobacillus strains are important for
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the verification of probiotic strains or starter cultures.
More methods need to be used in the polyphasic ap-
proach for the classification purposes of present tax-
onomy (Ben Amor et al., 2007).

The aim of this study was identification of species
of Lactobacillus strains isolated from breastfed infants
(31), dairy products (5), and silage (1) using different
DNA amplification methods (genus-specific, species-
specific, and multiplex PCRs) and determination of
the relatedness of strains using rep-PCR with primer
(GTG)s and RAPD-PCR with primer M13. These
techniques were also applied to determine the iden-
tity of the strains collected in the Culture Collection
of Dairy Microorganisms (CCDM). Attention focused
on the identification of newly isolated strains with po-
tentially probiotic properties.

Experimental

Bacterial strains, culture conditions and isola-
tion of bacterial DNA

The objects of the study were 37 strains of bacte-
ria of the genus Lactobacillus. Thirty-one strains were
isolated from faecal samples of 30 healthy breastfed
infants (RL strains, which were obtained from Prof.
V. Rada, Czech University of Life Sciences, Prague,
Czech Republic). Each strain was isolated from a sin-
gle child, with the exception of RL12A and RL12B
strains, which were isolated from the same child. Five
strains were isolated from dairy products and one from
silage (CCDM strains). All strains are part of the Cul-
ture Collection of Dairy Microorganisms (CCDM, T4-
bor, Czech Republic). Type and collection strains of
Lactobacillus were obtained from the Czech Collec-
tion of Microorganisms (CCM, Brno, Czech Repub-
lic) and were used as control strains: L. rhamnosus
CCM 18257, L. rhamnosus CCM 7091, L. paracasei
ssp. paracasei CCM 1753", L. paracasei ssp. toler-
ans CCM 70927, L. fermentum CCM 71927, L. casei
CCM 4791, L. casei CCM 4798, L. salivarius CCM
7274, L. plantarum CCM 70397, and L. gasseri CCM
70097, Strain L. gasseri K7 was acquired from Prof.
I. Rogelj (University of Ljubljana, Slovenia).

All strains were grown in MRS (de Mann, Ro-
gosa, and Sharpe) medium (Oxoid, London, UK), pH
modified to 6.5. The bacteria were incubated aero-
bically (L. rhamnosus, L. paracasei, L. fermentum,
L. casei, L. salivarius, L. helveticus, L. plantarum,
and four unidentified strains) or anaerobically (L.
gassert) (anaerobiosis GasPak System, Oxoid, Cam-
bridge, UK) at 37°C from 24 h to 48 h.

The bacterial cells were centrifuged (10000g, 5
min), washed with a buffer solution (10 mmol L'
Tris-HCL, pH 7.8; 5 mM EDTA, pH 8.0), and re-
suspended in 500 uL of the same buffer containing
lysozyme (5 mg mL™!). After incubation at ambi-

ent temperature for 1 h, 12.5 pL of proteinase K

(10 ug mL~!) and 5 puL of sodium dodecyl sulphate
(SDS) (10 % aqueous solution) was added, and the
mixture was further incubated at 55°C for 24 h. Bac-
terial DNAs were isolated and purified by the phenol
extraction method according to Sambrook and Rus-
sell (2001). Purified DNA was dissolved in 100 uL of
TE buffer (10 mmol~! Tris, 1 mmol~* EDTA) and
stored at 5°C prior to use. The concentrations of the
isolated DNA were estimated spectrophotometrically
at 260 nm. The ratio of absorbances Aogonm/A2s0 nm
was used as a test of nucleic acid purity. A UV-VIS
NanoPhotometer (Implen, Miinchen, Germany) was
used for UV spectrophotometry. Possible degradation
of the nucleic acids was monitored by gel electrophore-
sis (0.8 % agarose) in 0.5 x TBE buffer (45 mmol L1
boric acid, 45 mmol L—!' Tris-base, 1 mmol L~!
EDTA, pH 8.0). Agarose gels were stained in ethid-
ium bromide (0.5 pg mL~"), and visualised with UV
transilluminator (305 nm) after washing,.

Genus-specific, species-specific, and multiplex
PCRs

The Lactobacillus genus-specific primers used in
this study are listed in Table 1. The PCR mixtures
(25 uL) were cycled in a Techne Touchgene Gradient
Thermocycler (Techne, Cambridge, UK). The PCR
mixture contained 0.5 uL of 10 mM dNTP, 0.5 uL (10
pmol uL=!) of each primer, 1 uL of Tag 1.1 polymerase
(1 U uL=1), 2.5 uL, of PCR buffer with 1.5 mmol L~!
Mg?* ions, and 1 uL of DNA; PCR water (Aqua for
injection Braun, Melsungen, Germany) was added up
to a volume of 25 ul.. The amplification reactions were
carried out using the following cycle parameters: 5
min of the initial denaturation period at 95°C (hot
start), 30 s of denaturation at 95°C, 30 s of primer
annealing at 55°C, and 30 s of extension at 72°C. The
final polymerisation step was prolonged to 10 min.
The samples were subjected to 30 cycles of amplifi-
cation. The PCR products (250 bp) were separated
by electrophoresis in 1.8 % agarose gel at 80 V for
1.5 h. Agarose gel was visualised with UV transillu-
minator.

Ten species-specific PCRs were used for amplifi-
cation of DNA from 37 Lactobacillus strains and 11
type and collection strains. The Lactobacillus species-
specific primers used in this study are listed in Table 1.
The PCR mixtures contained 0.5 uL of 10 mmol L—!
dNTP, 0.5 uL (10 pmol pL=!) of each primer, 1 uL of
Taq 1.1 polymerase (1 U uL.=t), 2.5 ul. of PCR buffer
with 1.5 mmol L=! Mgt ions, and 1 uL of DNA;
PCR water was added up to a volume of 25 ul. The
strains identified using species-specific PCRs into the
Lactobacillus casei group (L. casei, L. paracasei, L.
rhamnosus) and control strains were also amplified us-
ing multiplex PCR (Sisto et al., 2009). The PCR mix-
tures of multiplex PCR contained 0.5 uL of 10 mmol ™!
dNTP. 0.3 uL of primers (10 pmol uL~" for PAR, CAS
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Table 1. Primers of genus-specific, species-specific, and multiplex PCRs, rep-PCR, and RAPD-PCR

PCR specific to Primer

Sequence of primers (5'-3")

Hybridisation
temperature/ °C Reference

LbLMA 1rev

CTC AAA ACT AAA CAA AGT TTC

Y . ) al. (200
Genus Lactobacillus R16-1 CTT GTA CAC ACC GOC CGT CA 55 Dubernet et al. (2002)
) . Prl CAG ACT GAA AGT CTG ACG G . )
5! al. (2
L. casei/paracasei Cas 11 CCC ATG CGA ATT TCT TTT TC 55 Walter et al. (2000)
_ Y2 CCC ACT GCT GCC TCC CGT AGG AGT . . o
L. paracasei Paracasei CAC CGA GAT TCA ACA TCG 58 Ward & Timmins (1999)
o LactoR GTC CAT TGT GGA AGA TTC CC - ) ,
L. salwarues LsaliF CGA AAC TTT CTT ACA CCG AAT GC 2 Buyn et al. (2004)
Prl CAG ACT GAA AGT CTG ACG G . .
. al. (2
L. rhamnosus Rha II GCG ATG CGA ATT TCT ATT ATT o8 Walter et al. (2000)
Lfpr GCC GOC TAA GGT GGG ACA GAT . ]
L. fermentum Ferm 11 CTG ATC GTA GAT CAG TCA AG 55 Walter et al. (2000)
‘ Gas GAG TGC GAG AGC ACT AAA G . .
L. gasseri Clas 1 CTA TTT CAA GTT GAG TTT CTC T o Walter et al. (2000)
Lipr GCC GCC TAA GGT GGG ACA GAT . ]
5r Na al. (2
L. plantarum Plan 11 TTA CCT AAC GGT AAA TGC GA 55 Walter et al. (2000)
— Aci 1681 AGC TGA ACC AAC AGA TTC AC . .
: ‘ al. (2
L. acidophitus 16811 ACT ACC AGG GTA TCT AAT CC o8 Walter et al. (2000)
Joh 1681 GAG CTT GCC TAG ATG ATT TTA _ .
P - 5 a al. (2
L. johnsonii 16SI1 ACT ACC AGG GTA TCT AAT CO 57 Walter et al. (2000)
Zeal TGT TTA GTT TTG AGG GGA CG . ]
F Na al. (2
L. zeae Zeall ATG CGA TGC GAA TTT CTA AAT T o8 Walter et al. (2000)
PAR GAC GCGT TAA GAT TGG TGA C
_— . CAS ACT GAA GCGC GAC AAC GA - .
Multiplex PCR REA GG TCA GOT TCG TCT TG 54 Sisto et al. (2009)
CPR CAA NTG GAT NGA ACC TGG CTT T
rep-PCR (GTG)s GTG GTG GTG GTA GTC 45 Gevers et al. (2001)
RAPD-PCR M13 CGAG GGT GGC GAT TCT 498 Rossetti & Giraffa (2005)
168 rDNA gg C(ATCAAC%TCT(TT(J’%‘%TC(TCTE’T(TSQ (&’;( 60; 55; 50  Verdenelli et al. (2000)

a) The temperature programme is described in Section 165 rDNA sequencing.

and RHA primers), 0.2 ul of 50 pmol uL.=! for CPR
primer, 0.5 uL of Taq 1.1 polymerase (1 U puL~—!),
2.5 uL of PCR buffer with 1.5 mM MgT ions, and
1 uL of DNA; PCR water was added up to a volume
of 25 ul.. The primer concentrations were optimised.
The amplification reactions were carried out using the
following cycle parameters: 5 min of the initial denatu-
ration period at 94°C (hot start), 30 s of denaturation
at 94°C, 30 s of primer annealing (temperatures are
given in Table 1), and 60 s of extension at 72°C. The
final polymerisation step was prolonged to 5 min. The
samples were subjected to 30 cycles of amplification.
The PCR products (15 uL of each) were separated
by electrophoresis in 1.5 % agarose gel at 90 V for
1.5 h.

16S rDNA sequencing

The DNA of the selected strains was amplified by
PCR using universal primers PO and P6 (Table 1).
The reaction mixtures were cycled through the tem-
perature profile according to Verdenelli et al. (2009)
with a minor modification. After incubation at 94°C
for 3 min, the following profile was used: 5 cycles of
30 s at 95°C, 30 s at 60°C, and 4 min at 72°C; 5
cycles of 30 s at 95°C, 30 s at 55°C, and 4 min at
72°C; 20 cycles of 30 s at 95°C, 30 s at 50°C, and
4 min at 72°C; one final cycle of 10 min at 72°C
and 10 min at 60°C. The PCR products were pu-
rified using a QIAquick PCR Purification Kit (Qia-
gen, Germany) and sequenced by Microsynth (Bal-
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gach, Switzerland). The identities of the sequences
were verified using Basic Local Alignment Search Tool,
BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Genotyping methods — RAPD-PCR and rep-
PCR

RAPD-PCR was carried out using an M13 primer
(Table 1). The reaction mixture consisted of 7.5 uL
of PCR water, 2.5 uL of 10 x reaction buffer without
MgCls, 5 uL of 25 mmol~! MgCls, 0.5 uL of DMSO,
1 uL of ANTP mix (10 mmol L=%), 2 uL of primer
M13 (10 pmol uL=Y), 1.5 pL of Tag 1.1 DNA poly-
merase (5 U uL™1), and 5 ul of bacterial DNA (10
ng uL.—!). The amplification reaction was carried out
using the following cycle parameters: 5 min of the ini-
tial denaturation period at 94°C (hot start), 1 min of
denaturation at 94°C. 1 min of primer annealing at
45°C, and 1 min of extension at 72°C. The final poly-
merisation step was prolonged to 10 min. The samples
were subjected to 42 cycles of amplification.

The rep-PCR was carried out using (GTG)5 primer
(Table 1). The reaction mixture consisted of 8 uL
of PCR water, 2.5 uLL of 10 x reaction buffer with-
out MgCls, 5 puL of MgCls, 0.5 uL of DMSO, 1 uLb
of ANTP mix (10 mmol™1), 2 uL of primer (GTG)s
(10 pmol uL=1), 1 uL of Tag 1.1 DNA polymerase
(5 U uL™1Y), and 5 uL of bacterial DNA. The am-
plification reaction was carried out using the follow-
ing cycle parameters: 5 min of the initial denatura-
tion period at 94°C (Lot start), 1 min of denaturation
at 94°C, 1 min of primer annealing at 49.8°C, and
1 min of extension at 72°C. The final polymerisation
step was prolonged to 10 min. The samples were sub-
jected to 35 cycles of amplification. The amplification
products from rep-PCR and RAPD-PCR were anal-
ysed by agarose gel electrophoresis (1.4 %) in 70.5x”
TBE (45 mmol L=! boric acid, 45 mmol L™ Tris-
base, 1 mmol L~' EDTA, pH 8.0) buffer at 40 V for
16 b (gel length was 30 cm).

The similarities of RAPD-PCR and rep-PCR
banding patterns were calculated using the Pearson
correlation coeflicients. BioNumerics software (Ap-
plied Maths, Kortrijk, Belgium) was used to con-
struct dendrograms based on UPGMA analysis. A
DNA marker 100bp ladder supplemented with lin-
earised plasmid pUC19 (2686 bp) was used for gel
electrophoresis.

Results and discussion

The 31 RL strains from infant faeces, 5 CCDM
strains from dairy products, 1 CCDM strain from
silage and 11 type and collection strains were identified
using genus-specific PCR as the Lactobacillus genus.
Subsequently, the 10 species-specific PCRs were used
to identify the Lactobacillus species of the strains
tested. The RL strains isolated from infant faeces were

identified as 6 species: L. rhamnosus (9 strains), L.
gassert (6 strains), L. paracasei (4 strains), L. fer-
mentum (4 strains), L. salivarius (2 strains), and L.
plantarum (1 strain). The identification of L. rham-
nosus and L. paracasei strains was confirmed using
multiplex PCR (Table 2). One specific PCR product
for strains of L. rhamnosus (540 bp) and two specific
PCR products of strains of L. paracasei (540 bp and
200 bp) were detected. Strain RL20 was identified as
L. helveticus using 16S rDNA sequencing and 4 strains
were not identified (Table 2). The CCDM strains iso-
lated from dairy products and silage were identified as
L. rhammnosus (6 strains).

The lactobacilli isolated from full-term breastfed
babies were classified into 7 Lactobacillus species. All
the 7 species (L. rhamnosus, L. gasseri, L. paraca-
sei, L. fermentum, L. salivarius, L. plantarum, and
L. helveticus) were previously detected in the hu-
man gastrointestinal tract (Wall et al., 2007; Mit-
sou et al., 2008; Stiepetova et al., 2011). Wall et
al. (2007) revealed that the human intestine was ini-
tially colonised by only a few (1-2) different cultivable
strains, whereas in adults the pattern became more
complex with a higher diversity of strains. Mitsou et
al. (2008) found a predominance of L. rhamnosus and
L. paracasei species in the gut microflora in the first
month of life (this conforms with the results shown
in this paper). However, Wall et al. (2007) detected
strains of L. rhamnosus and L. casei/ paracasei mainly
in adults. Strains of L. rhamnosus are widely used in
dairy products including cheese products or probiotic
dairy products (Bernardeau et al., 2006). L. buchneri
strains are frequently used as silage starter cultures.
Strains of L. rhamnosus are used for silage fermen-
tation in combination with L. buchneri strains (Li &
Nishino, 2011).

The species identification of RLG, RL7, RL27, and
RL28 strains did not succeed, either by using species-
specific PCRs or by sequencing the gene for 16S rRNA
(Table 2). The 4 unidentified strains were classified ac-
cording to BLAST into L. vaginalis/panis/ frumenti/
pontis/oris/ antri-related species. It was confirmed
that the sequencing of the 16S rRNA gene was not
always a suitable method for the discrimination of
these Lactobacillus species and other methods should
be used for their identification, e.g. the 165-23S rRNA
intergenic spacer sequences (Ferchichi et al., 2008).

Species identification of strains of the L. ca-
sei group (L. casei, L. paracasei, L. rhamnosus)
was confirmed using multiplex PCR. Multiplex PCR
confirmed species identification of all these strains
with the exception of the collection strains L. casei
CCM 4798 and L. casei CCM 4791. These strains were
identified as L. paracasei using both species-specific
PCR and multiplex PCR.

Genotyping methods such as rep-PCR and RAPD-
PCR were used to confirm species identification
(polyphasic approach) and to evaluate genetic vari-
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Table 2. Identification of Lactobacillus strains using species-specific PCRs,; multiplex PCR, and rep-PCR + RAPD-PCR

Lactobacillus strain Source

Species-specific PCR

Multiplex PCR rep-PCR+RAPD-PCR*

RL1

Infant faeces

L. thamnosus

RL2 Infant faeces L. gasseri
RL3 Infant faeces L. rhamnosus
RL4 Infant faeces L. paracasei
RL5 Infant faeces L. gasseri
RL6" Infant faeces ND
RL7P Infant faeces ND

RLS Infant faeces L. gasseri
RLO Infant faeces L. thamnosus
RL10 Infant faeces L. paracasei
RL11 Infant faeces L. rhamnosus
RL12A Infant faeces L. fermentum
RL12B Infant faeces L. fermentum
RL13 Infant faeces L. gasseri
RL14 Infant faeces L. rhamnosus
RL15 Infant faeces L. salivarius
RL16 Infant faeces L. salivarius
RL17 Infant faeces L. thamnosus
RL18 Infant faeces L. rhamnosus
RL19 Infant faeces L. paracasei
RL20 Infant faeces ND
RL21 Infant faeces L. paracasei
RL22 Infant faeces L. gasseri
RL23 Infant faeces L. fermentum
RL24 Infant faeces L. gasseri
RL25 Infant faeces L. fermentum
RL26 Infant faeces L. plantarum
RL27" Infant faeces ND
RL2s? Infant faeces ND
RL29 Infant faeces L. rhamnosus
RL30 Infant faeces L. rhamnosus
CCDM 83/00 Dairy product L. thamnosus
CCDM 148/00 Dairy product L. thamnosus
CCDM 154/02 Dairy product L. thamnosus
CCDM 158/00 Silage L. rhamnosus
CCDM 821/00 Dairy product L. thamnosus
CCDM 963/00 Dairy product L. rhamnaosus

L. rhamnosus
NP

L. rhamnosus

L. paracasei

L. rhamnosus
L. paracasei
L. rhamnosus
NP
NP
NP
L. rhamnosus
NP
NP
L. rhamnosus
L. rhamnosus
L. paracasei
NP
L. paracasei

NP
. thamnosus
. thamnosus
. thamnosus
. rhamnosus
rhamnosus
. thamnosus
. thamnosus
. rthamnosus

[l N A

L. rhamnosus
L. gasseri
L. rhamnosus
L. paracasei
L. gassert
L. gasseri
ND
L. gasseri
L. rhamnosus
L. paracasei
L. rhamnosus
L. fermentum®
L. fermentum®
L. gasseri
L. rhamnosus
L. gasseri
L. salivarius
L. thamnosus
L. rhamnosus
L. paracasei
L. rhamnosus®
L. paracasei
L. gasseri
L. fermentum®
L. gasseri
L. fermentum
L. plantarum?

ND

ND
rhamnosus
rhamnosus
rhamnosus
rhamnosus
rhamnosus
rhamnosus
rhamnosus
rhamnosus

N AR

a) 76 % similarity level; b) species identification using 168 rDNA sequencing as L. vaginalis/ panis/frumenti/ pontis/ oris/ antri; c)
65 % similarity level; d) 70 % similarity level; ) species identification using 16S rDNA sequencing as L. helveticus; ND = not

determined; NP = not performed.

ability and relatedness between the strains. Rep-PCR
with primer (GTG)s and RAPD-PCR with primer
M13 have already been published for lactobacilli typ-
ing (Gevers et al., 2001; Rossetti & Giraffa, 2005; Svec
et al., 2010). In the case of M13 fingerprint profiles, it
was impossible to distinguish single groups according
to species. The RAPD-PCR fingerprint profiles were
relatively heterogenic. This variability can be useful
for intraspecies differentiation in strains of Lactobacil-
lus species, for example L. rhamnosus (see Fig. 1).
The strains of L. rhamnosus formed a single group at
a similarity level of 72 % in contrast to the similar-
ity level of 85 % in the case of rep-PCR (results not
shown).

With regard to the above results, rep-PCR. finger-
print profiles were used for confirmation of species
identification and determination of relatedness be-
tween strains. The results of fingerprinting using rep-
PCR with (GTG)s primer are given in Fig. 2. The

strains were clustered in 8 groups at a similarity level
of 75 %. Strains of L. fermentum were clustered in
group I (RL25, RL23, RL12B, and CCM 7192T) and
group II (RL12A). The strains clustered in groups I
and IT were identified using species-specific PCR as
L. fermentum. The strains form a single group at a
similarity level of 60 %. Three strains of L. gasseri
formed group IIT (RL13, RL8, and RL2). The re-
maining L. gasseri strains (RL22, RL24, and RL5),
L. gasseri K7, and L. gasseri CCM 7009" were clus-
tered together with all L. rhamnosus strains in group
V. Three strains, namely RL6 (unidentified), RL20
(identified using 163 rDNA sequencing as L. helveti-
cus), and RL16 (L. salivarius) were also clustered in
group V. L. paracasei strains formed group IV (RL21,
RL4, RL19, RL10, CCM 1753T, CCM 70927, L. casei
CCM 4791, and L. casei CCM 4798), L. plantarum
group VI (RL26 and CCM 70397T), and L. salivarius
group VII (RL15 and CCM 7274). Strains RL27, RL7,
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RAPD-PCR RAPD-PCR
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Lactobacillus RL11
Lactobacillus CCDM 158/00
Lactobacillus CCDM 148/00
Lactobacillus CCDM 154/02
Lactobacillus RL1
Lactobacillus RL3
Lactobacillus RL9
Lactobacillus RL29
Lactobacillus RL30
Lactobacillus CCDM 821/00
Lactobacillus CCDM 963/00
Lactobacillus RL14
Lactobacillus RL17
Lactobacillus RL18
Lactobacillus rhamnosus CCM 1825T
Lactobacillus rhamnosus CCM 7091

' Lactobacillus CCDM 83/00

Fig. 1. Dendrogram generated from RAPD-PCR patterns using UPGMA analysis and Pearson’s correlation coefficient. DNAs of
the 17 strains of Lactobacillus rhamnosus species were amplified for creating fingerprint profiles.

and RL28 (all unidentified) were clustered in group
VIIL.

The best results of species discrimination were
achieved by a combination of rep-PCR with (GTG)s
and RAPD-PCR profiles using M13 primer (Fig. 3).
The strains were clustered according to species with
the type and collection strains into 10 groups at a
similarity level of 76 %, with some exceptions. L.
rhamnosus strains formed a single group IIT (with the
exception of RL20 strain identified using 16S rDNA
sequencing as L. helveticus). Strains of L. salivar-
ius (RL16 and CCM 7274) and L. paracasei (RL4,
RL21, RL19, RL10, CCM 7092T, cCM 17357, L.
casei CCM 4791, and L. casei CCM 4798) formed
species-specific groups II and IV, respectively. L.
gasseri strains (RL22, RL24, RL5, RL2, RL13, RL
8, CCM 7009T, and K7) were clustered into a sin-
gle group (I) with the exception of RL6 (uniden-
tified) and RL15 (L. salivarius) strains. Strains of
L. plantarum (RL26 and CCM 70397) formed one
group at a similarity level of 70 % but two groups
(V and VI) at a similarity level of 76 %. Strains of
L. fermentum were divided into three groups: VII
(RL25, RL23, and CCM 7192T), VIII (RL12A), and
IX (RL12B) at a similarity level of 76 %. Groups
VII, VIII. and IX formed one cluster at a similar-
ity level of 65 % (Table 2). The remaining strains

RL7, RL27, and RL28 (all unidentified) formed group
X.

It was also impossible to distinguish between
strains isolated from infant faeces, from dairy prod-
ucts, and from silage. Moreover, the fingerprint pro-
files of strains L. rhamnosus RL11 (isolated from fae-
cal samples) and CCDM 158/00 (isolated from silage)
were very similar (similarity level exceeding 95 %).
The fingerprint profiles of L. rhamnosus RL14 and
RL17 (from faeces of 2 babies) were also almost iden-
tical (similarity level over 98 %).

The closely related species of L. casei group (L. ca-
sei, L. paracasei, and L. rhamnosus) have historically
been difficult to distinguish using traditional methods.
Despite its importance in the food industry, the tax-
onomy of the Lactobacillus casei group is still unclear
(Desai et al., 2006). Many strains have very similar
physiological properties and nutritional requirements.
In this study, the collection strains L. casei CCM 4798
and L. casei CCM 4791 formed one cluster with all
L. paracasei strains in rep-PCR fingerprint profiles
and RAPD-PCR ones and should be classified as L.
paracasei. The results from species-specific PCRs and
multiplex PCR were confirmed by fingerprinting. The
problems in the taxonomy of L. casei and L. paracasei
strains and their type strain L. casei ssp. casei CCM
7088T (= ATCC 393T) have long been known and the
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Fig. 2. Dendrogram generated from rep-PCR patterns ((GTG)s) using UPGMA analysis and Pearson’s correlation coefficient.
DNAs of the collection and type strains and strains from faeces, dairy products, and silage were amplified for creating

fingerprint profiles.
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Fig. 3. Dendrogram generated from rep-PCR ((GTG)s5) and RAPD-PCR (M13) patterns using UPGMA analysis and Pearson’s

correlation coefficient. DNAs of the collection and type strains and strains from faeces, dairy products, and silage amplified

for fingerprint profiling.
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taxonomic status of this species remains unclear (Del-
laglio et al., 1991, 2002; Dicks et al., 1996; Klein, 2007;
Svec et al., 2010).

Conclusions

In total, 37 strains of the Lactobacillus genus were
analysed using different DNA amplification methods.
From the results of this work, 27 strains isolated from
the faeces of full-term breastfed babies were identified
as L. rhamnosus, L. gasseri, L. paracasei, L. fermen-
tum, L. salivarius, L. plantarum, and L. helveticus.
Four strains remained unidentified. The strains iso-
lated from dairy products and silage were identified
as L. rhamnosus. The genotyping method rep-PCR
with (GTG)5 primer proved more reliable for the iden-
tification of Lactobacillus species; RAPD-PCR with
M13 primer was more suitable for differentiation be-
tween strains and for evaluation of intra-species vari-
ability. A combination of both fingerprinting methods
— rep-PCR and RAPD-PCR — enabled a more precise
species identification at the same similarity level than
rep-PCR alone.
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search programme of the Ministry of Education, Youth, and
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Pfiloha 2
Mnohonasobné priloZeni sekvenci pro gassericin K7A a acidocin LF221A s vyuziti DNA RL2

Multiple sequence alignment - gassericin K7A a sekvence produktu PCR ziskaného s primery
GasA_1F/R a DNA kmene RL2

gassericinK7A AGCCAGTTTCTGTAGGAACAGGTGCACTAATCGGTGCAAGTGCTGGTGCAATTGGCGGAT 360
rRL2 mmmmmmm— e GACAGGTGCACTAATCGGTGCAAGTGCTGGTGCAATTGGCGGAT 44

SRR KRR Ak Ak khkhhkhk Ak A rhhkhhkhk Ak A hhhhhkh Ak A r kA rhhhkx

gassericinK7A CAGTACAATGTGTGGGCTGGTTAGCT GGAGGT GGAAGATAATGATCGAAAAAGTTTCTAA 420
RL2 CAGTACAATGTGTGGGCTG—————=——=————-— GAA—————————— e 66
*hkhkhhkhkhkhkhkkk kA hrkkhkkkk * * *

Multiple sequence alignment — acidocin LF221A a sekvence PCR produktu ziskaného s primery
GasA_1F/R a DNA kmene RL2

acidocin LF221A GATCCTTTTTTGGTCAGCCAGTTTCTGTAGGAACAGGTGCACTAATCGGTGCAAGTGCTG 60
RL2  mmmmm e GACAGGTGCACTAATCGGTGCAAGTGCTG 29

JEE R AR Ak Ak kA kA Ak kA hhkhk Ak A Ak rhhk

acidocin LF221A GTGCAATTGGCGGATCAGTACAATGTGTGGGCTGGTTAGCTGGAGGTGGAAGATAATGAT 120
RL2 GTGCAATTGGCGGATCAGTACAATGTGTGGGCT-————————————— GGAA-———————— 66

Ahkhhhkhkhhkhkhkhhhkhkhhhkhhhkhrhhhkhrhhrrkhhrhk ** kk

Multiple sequence alignment - gassericin K7A a sekvence PCR produktu ziskaného s primery
GasA_2F/R a DNA kmene RL2

gassericinK7A ATGTGGTAAAGGTGCAGTAATGGAAATATATTTCGGGAATCCCATATTAGGGTGCGCTAA 540
RL2 e ATATTAGGGTGCGCTAA 17
*hkkhkkhhkhkkhhkhkhkkkk
gassericinK7A CGGAGCTGCAACAT CATTGGTTCTACAAACTGCTAGT GGAATATATAAAAATTAT CAAAA 600
RL2 CGGAGCTGCAACAT CATTGGTTCTACAAACTGCTAGT GGAAT ———————————=—————— 59

Ahkhkhhkhkhhkhkhhhkhhhhhhhkhhhhhkdhkhdhhkhkhkhhhkhkhkhkdkhkx*

Multiple sequence alignment — acidocin LF221A a sekvence PCR produktu ziskaného s primery
GasA_2F/R a DNA kmene RL2

acidocin LF221A TAGTGTTGCAGGATCATGTGGTAAAGGTGCAGTAATGGAAATATATTTCGGGAATCCCAT 240
RL2 e AT 2

acidocin LF221A ATTAGGGTGCGCTAACGGAGCTGCAACATCATTGGTTCTACAAACTGCTAGTGGAATATA 300
RL2 ATTAGGGTGCGCTAACGGAGCTGCAACATCATTGGTTCTACAAACTGCTAGTGGAAT-—— 59

Ak hhkhkhhhkhhhhhhhhhhhkhhhkhkhhhhhhhdhhhhkdhhkhkhhkhkhhhkhkhhhkhhrrhhhrhk
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Multiple sequence alignment - gassericin K7A a sekvence PCR produktu
GasA_3F/R a DNA kmene RL2

ziskaného s primery

gassericinK7A AATTATCACCAATATAGTAGCTCTAATACAGACACTATTACATAAGAAAAATGAAAAATA 720
RL2 e TA 2

* *
gassericinK7A TTATTTTGATAAATCTTTTGGAGCCTATGCAGGTAAAAATAATCCAAAATATCTGTTTAA 780
RL2 TTATTTTGATAAATCTTTTGGAGCCTATGCAGGTAAAAATAAT CCAAAATATA —————— 55

Fhrkhhhhhhhrrhhhhhrdrrhhhhhddrrhhdhhhddrrhhdhhrdrrhhdk

gassericinK7A TAATGTTGAACATCATGATTTTTTCCATGTATTTTAT CAGTATTTTATTTGCTCATATAT 840
RL2 G G = = 59

Kk Kk

Multiple sequence alignment — acidocin LF221A a sekvence PCR produktu ziskaného s primery

GasA_3F/R a DNA kmene RL2

acidocin LF221A GAAAAATGAAAAATATTATTTTGATAAATCTTTTGGAGCCTATGCAGGTAAAAATAATCC
RL2  mmmmmmmm———— TATTATTTTGATAAATCTTTTGGAGCCTATGCAGGTAAAAATAATCC

dhk kA hkhhhkhhhhhhhhhhhkhhhkhkhhhkhhhkhkhhkhkhkhhkhkhkhkhkdhhhk ki

acidocin LF221A AAAATATCTGTTTAATAATGTTGAACATCATGATTTTTTCCATGTATTTTATCAGTATTT
RL2 AAAATATA-———————=—— GTCG= === m—mmmm e

Fhxk kx| Kk K

480
47

540
59

Mnohonasobné priloZeni sekvenci pro gassericin K7B s vyuZitim DNA RL2, RL2-P a RL22-P

Multiple sequence alignment - gassericin K7B a sekvence PCR produktu
GasB_4F/R a DNA kmene RL2

gassericin K7B TAAGAAATGTAATGGGTGGAAACAAGTGGGGGAAT GCTGTAATAGGAGCTGCTACGGGAG
RL2 e ATAGGAGCTGCTACGGGAG

*hkkhkhkhkkhhkhk kA hrkhkhkkxk*k

gassericin K7B CTACTCGCGGAGTAAGTTGGTGCAGAGGATTCGGACCATGGGGAATGACTGCCTGTGCGT
RL2 CTACTCGCGGAGTAAGTTGGTGCAGAGGATTCGG——————————————————————————

KAk kA hkhhhkhkhhkhkhhhkhkhhhkhhhkhkhhkhkhkhkhhhhk*

Multiple sequence alignment - gassericin K7B a sekvence PCR produktu
GasB_5F/R a DNA kmene RL2

gassericin K7B CAAATTATAAAGATGGAATAGAATTTTGGGTTTATTTCGTACTAATTTTGGCCATATCGT
RL2  mmmmmmmm e GAATTTTGGGTTTATTTCGTACTAATTTTGGCCATATCGT

khk kA hkhhhkhkhhkhkhhhkhkhhhkhhhkhkhhhkhkhhkhkhhhkhkhhhkkx

gassericin K7B TTGTAATAGGAAAAATATTAAAAAGAATCATAAGAAAGTAATAATAAAACT GAAAGTACT
RL2 TTGTAATAGGARC — = —— = == = = = = = =

Fhkkhhkkhrkkx
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2760
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Multiple sequence alignment - gassericin K7B a sekvence PCR produktu ziskaného s primery
GasB_4F/R a DNA kmene RL2-P

gassericin K7B TAAGAAATGTAATGGGTGGAAACAAGTGGGGGAAT GCTGTAATAGGAGCTGCTACGGGAG 2700
RL2-P e TGCTACGGGAG 11

Kk khkkkkkkkk

gassericin K7B CTACTCGCGGAGTAAGTTGGTGCAGAGGATTCGGACCATGGGGAATGACTGCCTGTGCGT 2760
RL2-P CTACTCGCGGAGTAAGTTGGTGCAGAGGATTCG——————————————————————————— 44

Kdhhhkhkhhhkhkhhkhkhhhkhkhhhkhhhkhrkhhhkhhhd,kk*k

Multiple sequence alignment - gassericin K7B a sekvence PCR produktu ziskaného s primery
GasB_5F/R a DNA kmene RL2-P

gassericin K7B CAAATTATAAAGATGGAATAGAATTTTGGGTTTATTTCGTACTAATTTTGGCCATATCGT 3120
RL2-P = mmmmm———— AGATGGAATAGAATTTTGGGTTTATTTCGTACTAATTTTGGCCATATCGT 50

Ahkhkhkhhhkhkhhhkhhhhhhhhdhkhhhhhkhhhkhhhkdhhhkhkhhkhkhhkhkdkhhhk ki

gassericin K7B TTGTAATAGGAAAAATATTAAAAAGAATCATAAGAAAGTAATAATAAAACTGAAAGTACT 3180
RL2-P T T QT A~ — = = = = = = = 56

Multiple sequence alignment - gassericin K7B a sekvence PCR produktu ziskaného s primery
GasB_4F/R a DNA kmene RL22-P

gassericin K7B TAAGAAATGTAATGGGTGGAAACAAGTGGGGGAAT GCTGTAATAGGAGCTGCTACGGGAG 2700
RL22-P  mm e AGGAGCTGCTACGGGAG 19

*hkkhkhkhkkhkhkkhhkhkkkhk

gassericin K7B CTACTCGCGGAGTAAGTTGGTGCAGAGGATTCGGACCATGGGGAATGACTGCCTGTGCGT 2760
RL22-P CTACTCGCGGAGTAAGTTGGTGCAGAGGATTCGG—————————————————————————— 53

KAk kA hkhhhkhkhhkhkhhhkhkhhhkhhhkhkhhkhkhkhkhhhhk*

Multiple sequence alignment - gassericin K7B a sekvence PCR produktu ziskaného s primery
GasB_5F/R a DNA kmene RL22-P

gassericin K7B CAAATTATAAAGATGGAATAGAATTTTGGGTTTATTTCGTACTAATTTTGGCCATATCGT 3120
RL22-P = mmmmmmmm———— TGGAATAGAATTTTGGGTTTATTTCGTACTAATTTTGGCCATATCGT 50

dhk kA hkhhhkhhhhhhhhhhhkhhhkhkhhhkhhhkhkhhkhkhkhhkhkhkhkhkdhhhk ki

gassericin K7B TTGTAATAGGAAAAATATTAAAAAGAATCATAAGAAAGTAATAATAAAACTGAAAGTACT 3180
RL22-P T T QT A A~ — = = = = = = = 56

Mnohonasobné priloZeni sekvenci pro acidocin LF221B s vyuZitim DNA RL2, RL2-P a RL22-P

Multiple sequence alignment — acidocin LF221B a sekvence PCR produktu ziskaného s primery
GasB_4F/R a DNA kmene RL2

acidocinLF221B AAATGTAATGGGTGGAAACAAGTGGGGGAATGCTGTAATAGGAGCTGCTACGGGAGCTAC 1200
RL2 e ATAGGAGCTGCTACGGGAGCTAC 23

*hkkhkhkhhhkhkhhhkhkhhkhrkhhhkhrkhhk

acidocinLF221B TCGCGGAGTAAGTTGGTGCAGAGGATTCGGACCATGGGGAATGACTGCCTGTGCGTTAGG 1260
RL2 TCGCGGAGTAAGTTGGTGCAGAGGATTCGG—————————————————————————————— 53

Ahkhkhhkhkhhhkhkhhhkhkhhkrkhhhkrkhhhkrhhhkk
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Multiple sequence alignment — acidocin LF221B a sekvence PCR produktu ziskaného s primery

GasB_5F/R a DNA kmene RL2

acidocinLF221B TTATAAAGATGGAATAGAATTTTGGGTTTATTTCGTACTAATTTTGGCCATATCGTTTGT
RL2  mmmmmmmm e GAATTTTGGGTTTATTTCGTACTAATTTTGGCCATATCGTTTGT

Ahkhhhkhhhkhkhhhhkhhkhhhhkhrhhhkhhhkhkhhhkhkhhkhkhkhhkdhhhkkx

acidocinLF221B AATAGGAAAAATATTAAAAAGAAT CATAAGAAAGTAATAATAAAACTGAAAGTACTAAAT
RL2 AATAGGARC— ——— == = = = =

Kk kkkkkk

Multiple sequence alignment - acidocin LF221B a sekvence PCR produktu
GasB_4F/R a DNA kmene RL2-P

acidocinLF221B AAATGTAATGGGTGGAAACAAGTGGGGGAATGCTGTAATAGGAGCTGCTACGGGAGCTAC
RL2-P e TGCTACGGGAGCTAC

*hkkhhkkhkhkhkkkhkkkk

acidocinLF221B TCGCGGAGTAAGTTGGTGCAGAGGATTCGGACCATGGGGAATGACTGCCTGTGCGTTAGG
RL2-P TCGCGGAGTAAGTTGGTGCAGAGGATTCG———————————————————————————————

K*hk kA hkhhhkhkhhkhkhhhkhhhhkhkhkhkdhhhkkkk

Multiple sequence alignment - acidocin LF221B a sekvence PCR produktu
GasB_5F/R a DNA kmene RL2-P

acidocinLF221B TTATAAAGATGGAATAGAATTTTGGGTTTATTTCGTACTAATTTTGGCCATATCGTTTGT
rRL2-P == AGATGGAATAGAATTTTGGGTTTATTTCGTACTAATTTTGGCCATATCGTTTGT

Ak hhkhhhkhkhhhhhhkhhhhhhhhkhhhhkhhhhhhkhkhhkhkhkhhhkhhhkhkhkhkhkdhhkhdkh*k

acidocinLF221B AATAGGAAAAATATTAAAAAGAAT CATAAGAAAGTAATAATAAAACTGAAAGTACTAAAT
RL2-P it

Multiple sequence alignment - acidocin LF221B a sekvence PCR produktu
GasB_4F/R a DNA kmene RL22-P

acidocinLF221B AAATGTAATGGGTGGAAACAAGTGGGGGAATGCTGTAATAGGAGCTGCTACGGGAGCTAC
RL22-P  mm e AGGAGCTGCTACGGGAGCTAC

*hkhkhkhhhkhkhhhkh kA hkkhhkkk*k

acidocinLF221B TCGCGGAGTAAGTTGGTGCAGAGGATTCGGACCATGGGGAATGACTGCCTGTGCGTTAGG
RL22-P TCGCGGAGTAAGTTGGTGCAGAGGATTCGG——————————————————————————————

K*hk kA hkhhhkhkhhkhkhhhkhhhhkhkhkhk Ak hkhkhhk*k

Multiple sequence alignment - acidocin LF221B a sekvence PCR produktu
GasB_5F/R a DNA kmene RL22-P

acidocinLF221B TTATAAAGATGGAATAGAATTTTGGGTTTATTTCGTACTAATTTTGGCCATATCGTTTGT
RL22-P = mmm—————— TGGAATAGAATTTTGGGTTTATTTCGTACTAATTTTGGCCATATCGTTTGT

Ahkhhkhkhhhkhkhhhkhhhkhhhhhhhkhkhhhhdhhhkhhhkhkhhhkhkdhkhkhhkhkdhhhkh*k

acidocinLF221B AATAGGAAAAATATTAAAAAGAAT CATAAGAAAGTAATAATAAAACTGAAAGTACTAAAT
RL22-P it
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Mnohonasobné priloZeni sekvenci pro gassericin T s vyuzitim DNA RL2, RL2-P a RL22-P

Multiple sequence alignment — gassericin T a sekvence PCR produktu
GasB_4F/R a DNA kmene RL2

gassericinT CTGTAATAGGAGCTGCTACGGGAGCTACTCGCGGAGTAAGTTGGTGCAGAGGATTCGGAC 2340
rRL2 === ATAGGAGCTGCTACGGGAGCTACTCGCGGAGTAAGTTGGTGCAGAGGATTCGG-— 53

Kkkkkkkkkkhkhkkkkkkhkkhkkkhkkkkkkhkhkkkhkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkk

Multiple sequence alignment — gassericin T a sekvence PCR produktu
GasB_5F/R a DNA kmene RL2

gassericin T TTGAAGTTAAATTATATAATTCAACAAAT TATAAAGATGGAATAGAATTTTGGGTTTATT 2700
RL2  mmmmmm e e GAATTTTGGGTTTATT 16
Kk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok
gassericin T TCGTACTAATTTTGGCCATATCGTTTGTAATAGGAAAAATAT TAAAAAGAAT CATAAGAA 2760
RL2 TCGTACTAATTTTGGCCATATCGTTTGTAATAGGAAC——————————————————————— 53

Kokkkhkhkkkkkhkkkdkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkx

Multiple sequence alignment — gassericin T a sekvence PCR produktu
GasB_4F/R a DNA kmene RL2-P

gassericinT CTGTAATAGGAGCTGCTACGGGAGCTACTCGCGGAGTAAGTTGGTGCAGAGGATTCGGAC 2340
RL2-P mmmmmm——————= TGCTACGGGAGCTACTCGCGGAGTAAGTTGGTGCAGAGGATTCG——— 44

Kk kkkkkhkkkkhkhkkkhkkhkkkkhkkkkkkhkkkkkhkkkkkkkkkkkk

Multiple sequence alignment — gassericin T a sekvence PCR produktu
GasB_5F/R a DNA kmene RL2-P

gassericinT TTGAAGTTAAATTATATAATTCAACAAAT TATAAAGATGGAATAGAATTTTGGGTTTATT 2700
RL2-P e AGATGGAATAGAATTTTGGGTTTATT 26
*hkkkhkkkhkhkhkhkkhkhkhkkkhkhkkhkhkkkkkk
gassericinT TCGTACTAATTTTGGCCATATCGTTTGTAATAGGAAAAATAT TAAAAAGAAT CATAAGAA 2760
RL2-P TCGTACTAATTTTGGCCATAT CGTTTGTAA-——————————————————————— 56

Kokkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkokkkkkkk

Multiple sequence alignment — gassericin T a sekvence PCR produktu
GasB_4F/R a DNA kmene RL22-P

gassericinT CTGTAATAGGAGCTGCTACGGGAGCTACTCGCGGAGTAAGTTGGTGCAGAGGATTCGGAC 2340
RL22-P === AGGAGCTGCTACGGGAGCTACTCGCGGAGTAAGTTGGTGCAGAGGATTCGG-- 51

Kkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkhkkkkkhkkkkkkkkkkhkkkkkkk

ziskaného s primery

ziskaného s primery

ziskaného s primery

ziskaného s primery

ziskaného s primery
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Multiple sequence alignment — gassericin T a sekvence PCR produktu ziskaného s primery
GasB_5F/R a DNA kmene RL22-P

gassericinT TTGAAGTTAAATTATATAATTCAACAAAT TATAAAGATGGAATAGAATTTTGGGTTTATT 2700
RL22-P s TGGAATAGAATTTTGGGTTTATT 23

Kkkokkkkkkkkkkkkkkkkkk kK

gassericinT TCGTACTAATTTTGGCCATATCGTTTGTAATAGGAAAAATATTAAAAAGAATCATAAGAA 2760
RL22-P TCGTACTAATTTTGGCCATATCGTTTGTAA-————————————————————————————— 53

Kokkkkkhkkkkkhkkkkkhkkkkkhkkkkkkkk
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Abstract Lactobacillus gasseri K7 is a probiotic strain that
produces bacteriocing gassericin K7 A and K7 B. In order to
develop a real-time quantitative PCR assay for the detection
of L. gasseri K7, 18 reference strains of the Lactobacillus
acidophilus group and 45 faecal samples of adults who have
never consumed strain K7 were tested with PCR using 14
pairs of primers specific for gassericin K7 A and K7 B gene
determinants. Incomplete gassericin K7 A or K7 B gene
clusters were found to be dispersed in different lactobacill
strains as well as in faecal microbiota. Une pair of primers
was found to be specitic for the total gene cluster of
gassericin K74 and one for gassericin KX7B. The real-time
PCR analysis of fascal samples spiked with K7 strain re-
vealed that primers specific for the gene cluster of the
gassericin K7 A were more suitable for quantitative deter-
mination than those for gassericin K7 B, due to the lower
detection level. Tarpeting of the gassericin K7 A or K7 B
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gene cluster with specific primers could be used for detec-
tion and quantification of L. gasseri K7 in human faccal
samples without prior cultivation. The results of this study
alsc present new insights into the prevalence of bacteriocin-
encoding genes in gastrointestinal tract.

Background

According to the old definition from the 1970s, bacteriocins
are a heterogeneous group of ribosomal synthesised anti-
microbial proteins from bacterla that act in a bactericidal or
bacteriostatic manner toward closely related species (Tagg et
al. 1976). It is now evident that bacteriocins may appear in
many forms and elicit bactericidal activity beyond species
that are closely related or confined within the same ecolog-
ical niche {Cotter et al. 2005). Their production is found
among Gram-negative and Gram-positive bacteria, includ-
ing lactic acid bacteria and bifidobacteria representing the
moest commeon prebiotics (Bogovid-Matijadi¢ and Rogelj
2011). Many isolates from human faccal samples secrete
bacteriocing (Collado et al. 2005; Ttoh et al. 1995; Matijasic
and Rogelj 1999). The overall portion of bacteriocin-
secreting bacteria compared to the rest of fascal microbiota
is still not known. The frequency of bacteriocin producers
can vary depending on the host they were isolated fom
{Gillor et al. 2008; Hacin et al. 2008), the host's diet,
temporal changes, and the type of bacteriocing produced.
Lactobacillus gasseri K7 1s an isolate from a child’s facces
with in witro and in vivo established probiotic properties
{Rogelj and Matijadic 2006). The gassericins K7 A {gassericin
K7A [GenBank: EF392861]) and K7 B {gassericin K7 B
[GenBank: AY307382]) produced by this strain are among
the: first characterised bacteriocing of human-derived probiotic
bacteria (Zori¢ Peternel et al. 2010}, which are particu-
larly interesting due to a wide range of activity against
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Gram-positive bacteria, mcluding Closiridium difficile and
Clostridium perfringens {Bogovid-Matijasic and Rogelj
2000). Based on the typical characteristics of their genes,
gassericin K7 A and gassericin K7 B (homologous to
gassericin T produced by L. gasseri SBT2055 (Kawai et al.
2000)) have been classified as members of the two-peptide
{clags IIb) bacteriocing {Zorid Peternel et al. 2010). DNA
sequence analysis of the 1,143 -bp gassericin K7 A gene
region identified three open reading frames {ORFs) encoding
the putative complementary peptide, the active peptide and the
putative immunity protein organised in one transcriptio-
nal unit {Fig. 1a). Similarly, gassericin K7 B gene region
(3,276-bp Sspl/HindIIl frapment) is organised in one tran-
scriptional unit but consists of six ORFs, coding for a putative
ABC transporter, a putative accessory protein, a hypothetical
proten, a putative complementary peptide to the active pep-
tide, the active peptide and a putative immunity protein
{(Fig. 1b).

In a previous work of Matija%i¢ et al. (2007), it was
shown that PCR-targeting gassericin K7 A or K7 B gene
determinants could be used for detection of L. gasseri K7 in
cheese. However, the validation of such an approach on
human fagcal samples requires the assessment of the prev-
alence of tested gene determinants in faccal samples of
individuals who have never consumed L. gasseri K7.

In a present study, 14 pairs of specific primers targeting
different gene clusters of both bacteriocins were either
constructed or selected from those used in the previous
studies. Eighteen reference strains belonging to the L. aci-
dophilus group and 45 faecal samples of adult volunteers
who never consumed K7 strain were tested for the presence
of gassericing K7 A and K7 B gene determinants. Two pairs
of primers which gave no positive results after amplification
of faecal samples were tested by real-time PCR using pure
1. gasseri K7 culture and faccal samples spiked with K7
strain.

Fig. 1 Scheme of gassericin a
K7 A and K7 B gene clusters.
& Position of used primers is
indicated in the upper line. Fide
arrows ahove Tepresent three
ORFs of gassericin K7 A gene
region. b The position of the
used primers 1s indicated in the
upper line. Wide arrows above
represent six ORFs of the b
gassericin K7 B gene region

gassericin
K7 A gene
region

In addition to validation of the PCR-based approach
targeting bacteriocin genes for the detection or quantifica-
tion of Lb. gasseri K7 in faccal samples, the objective of this
study was also to get some insight nto the prevalence of
bacteriocin genes in human gastrointestinal tract.

Methods
Bacterial strains and growth conditions

£ gasseri K7 (Microbial Collection of Institute of Dairy Sci-
ence and Probiotics, Biotechnical Faculty, University of Lju-
bljana, Slovenia and the Czech Collection of Microorganisms
CCM 7710, Czech Republic) was used as a positive control

The following strams were tested for specific gassericing
K7A and K7B gene determmants: Lactobacittus acidophi-
fus ATCC 4356 {American Type Culture Collection {ATCC,
USAY, L. acidophilus CCDM 109 (Cultuwre Collection
of Dairy Microorganisms Lacto-Flora® (CCDM), Czech
Republic), L. acidophilus CCDM 149, L. gasseri CCDM 214,
L. gasseri CCDM 215, L. gasseri CCDM 332, L. gasseri
CCDM 335, L. gasseri CCDM 348, L. gasseri CCDW 377,
L. gasseri DSK 20243 (German Collection of Microorgan-
1sms and Cell Cultwres (DSW), Gamany), L. gasseri FAW
17266 (Federal Dairy Research Station (FAM), Switzerland),
L. gasseri TAN 17828, L. gasseri LF221 {Microbial
collection of the Institute of Dairy Science and Probiotics;
Biotechnical Faculty, University of Ljubljana, Slovenia), Lac-
tobacillis johnsoniit ATCC 11506, L. johnsonii FAM 1158, L.
Johnsoni NCC 533 (Nestlé Culture Collection, Switzerland)
and L. joknsonii FANM 17265,

All bacterial strains used in this study were propagated in
MRS broth (Merck, 64271 Darmstadt, Germany) at 37 °C in
anasrobic conditions.
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Extraction of DNA

For the purposes of this study, 45 faccal samples of healthy
adult volunteers (23 males and 22 females) who never
consumed L. gasseri K7 were used. The collection of fascal
samples was approved by The National Medical Ethics
Committee of the Republic of Slovenia (36/12/11) and all
volunteers gave written informed consent. After collection,
the human faecal samples were stored at 70 °C until
analysed. Thawed sample (0.1 ¢) was diluted with 9.9 mL
of anaerobic diluent {1-g/L peptone water, 2-g/L porcine
gelatine, 8.5-g/L NaCl, 0.557-g/L cysteine hydrochloride
monohydrate). Diluted sample {1 mL} was centrifuged at
12,000 g for 5 min and washed two times with phosphate
buffered saline (PBS). Pellet was re-suspended in 500 pL of
TE buifer containing 5 mg/mL of lysozyme and 25 U/mL of
mutanolysin. The mixture was mcubated at 37 °C for 2 h.
After lysis, the mixture was sonicated with Soniprep 150

Table 1 Oligonucleotide primers used in the PCR

{MSE Scientific Instruments, UK} together with cooling on
ice. The programme of sonication was: 3 cycles of 30-s
sonication with 15-s pause. DNA extraction was performed
with Maxwell™ 16 Tissue DNA Purification kit (with
Maxwell™" 16 instrument; Promega, USA). In oxder to remove
PCR inhibitors, all eluted DNA was transferred to Zymo-
spin’ IV-HRC column (Zymo Research, USA) and
centrifuged according to the manufacturer's instructions.

To obtain DNA from the bacterial pure cultures, cells
from 1 mL of the cultures were collected and the DNA was
1solated using the same method.

Conventional PCR

All the primers and PCR programmes used in this study are
listed in Table 1. Primers targeting different parts of
gassericin K7 A and K7 B genes were the same as described
In previous studies or were designed for the purposes of this

Target Position  Target  Primer Primer sequence (3'—3" Product PCR programme
operon gene nare length (bp}
gassericin 470 AcP LEA 185% GTTGCAGGATCATGTG 84 94 *C (60 s} 55 °C
Kv A 353 AcP LEA 268* TGTTGCAGCTCCGTTA (30 s} 72 °C (30 s}
333 P BOJA® TGGCGGAT CAGTACAATGTG 204 94 +C (80 53 32 °C
336 AcP BOJBE TGATGTTGCAGCTCOGTTAG (30 =} 72 5C (30 =}
263 cP GaszA 1F TGCATGGAGAGGTGCACG 11% 95 *C (30 s} 60 °C
380 cP GaszA 1R CCAGCCCACACATTGTACTGAT (30 s} 72 °C (40 s}
476 AcP GazA 2F GOATCATGTGITAAAGGTGCAGTA 103
380 AcP GazA 2R TCCACTAGCAGTTTGTAGAACCAAT
667 iy GasA 3F CACCAATATAGTAGCTCTAATACAGACAC 106
772 iy GasA 3R ATATTTTGGATTATTTTTACC TGCATAGGC
981 Es GazA 4F GUTTTACCTGCTTTAATTT GATTATCAAC A 110
1,050 Es GazA 4R GUTAAGAACTCAAACGCTGCC
gassericin - 1,832 AP B 348° ACCTACAGTAGACGGCTTGA 313 95 *C (30 5} 55 °C
KB 2467 cP B §33° GCTCCACCTACTCCACCTAT (30 s} 72 °C (30 s}
2,423 P K7B c.f for® TGGGAGAAATAATTGGGCTG 163 93 *C (80 53 36 °C
2,387 P K7B c.f 1ev® TTTCCGAATCCACCAGTAGE (30 5} 72 5C (20 =}
2,607 AcP K7 LFB 1193* GGAGCTACTCGCGGAGTAAG 70 96 *C (30 5} 55 °C
2,766 AcP K7 LFB 1262°  CTCCTAACGCACAGGCAGTC (30 5} 72 °C (30 s}
ELE Tr GazB IF TOATAAGCATACGTTGCGGTCAT 102 93 °C (30 sy 60 °C
1,064 TP GazB 1R TCTGGCCTACAACCTAACAACAAATTC (30 =} 72 5C (40 =5}
1,520 AP GasB 2F AATTTCTCGACAATGATTATTATTCCAGCC 11%
1,646 AP GasB IR COGTTGGTTCAACAATGCC
2,451 P GazB 3F GAAATGCAGTTTGCGGETCCT 103
2,355 P GazB 3R TTCTTATCTTTCOGAAT CCACCAGTAG
2,637 AcP GasB 4F GAATTAAGAAATGTAATGGGTGGAAACAAG 102
2,738 AcP GasB 4R TGGTCCGAATCCTCTGCACCAA
3,013 Ir GazB 5F TTGTATTGGCCAATTTATGTTTTIGAAGT 118
3,130 Ir GazB SR COTATTACAAACGATATGGCCAAAATTAGT

AcP active peptide, OF complementary peptide, P Imrmunity protein, £8 end sequence, AP accessory protein, I transport protein

* (Majheni et al. 2003)

® (Zorid Peternel et al. 2010}

¢ Andreja Can¥ek Majhenit personal communication
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study using LightCycler probe design software (v 1.0, Roche
Applied Science, Germany). DNA BLAST analysis
(BLAST) was used for searching homologies with other
known bacteriocing’ genes. PCRs were performed in
Mastercycler gradient {Eppendorf) using GoTaq® Flexi
DNA polymerase kit (Promega, USA). PCR mixture
(25 pL) contained 1 X final concentration of Green
GoTaq® Flexi buffer, 1.5 mmol/L of MgCl,, 0.2 mmol/L
of dNTPs, 0.5 pmol/L of each primer, $.625 U of Tag
polymerase and 2 pl of sample DNA. Each reaction
was initiated with 2 min of denaturation at 95 °C
followed by 30 cycles of denaturation, annealing, elon-
gation under conditions specific for each primer set
(Table 1} and finished with elongation for 5 min at
72 °C. Amplification products were detected by electro-
phoresis in TAE buffer using a 1.8 % agarose gel
followed by staining in SYBR® Safe DNA gel stain
(Invitrogen, USA}.

Real-time PCR

PCR reaction was performed in 20-pL volume containing
Maxima® SYBR Green qPCR Master Mix (Fermentas,
USA), 0.2 pmol/L of each primer and 1 pL of DNA. The
PCR amplification was performed with an MX3000P

{Stratagene, USA) instrument. The amplification programme
was 50 °C for 2 min and 95 °C for 10 min, 45 cycles of 95 °C
for 30 s, 60 °C for 30 5, 72 °C for 40 s, and then 95 °C for
1 min and 55 °C for 30 s. All samples were subjected also to
melting curve analysis in order to establish the specificity of
the amplification.

For standard curve, 18-h culture of f. gasseri K7 was
serially diluted (1:3) in anaerobic diluent and counted on
MRS plates. DNA was extracted directly from 18-h culture
of .. gasseri K7 and serially diluted (1:3).

For standard curve with spiked faesces, 50 mg of fascal
matrix was re-suspended in 3 mL of PBS, added to pellet of
L. gasseri K7 (6x107 CFU), vortexed and centrifuged
(3,500 g, 10 min). The pellet was further processed by
DNA extraction protocol. Three fold dilution series of
DNA isolated from spiked faeces were prepared and ampli-
fied by real-time PCR. All reactions were made in tripli-
cates. Correlation between Ct values and CFU/mL were
determined by Stratagene MX3OMP system’s programme
{Stratagene, USA). Reaction efficiency (F) was calculated
from the slope of the standard curve as E=10 Ms¢
Theoretical limit of detection was calculated from the equa-
tion of the standard curve using Ct (dR)=45 ag cut-off value
since no signal above the detection threshold was obtained
for the non-template control samples (Ct> 45},

Table 2 Detection of gassericin K7 A genes in DNA of reference strains with different primers

Primers (Proteins encoded by target genes)

GazA 1FE BOJARB LEA 1%5/268 GasA ZFR GazA 3ER Gash 4FR
Strain (CP} (CP-AcP) {AcP} (AcP) ey (ES}
L. acidophilus ATCC 4356
L. acidophifus CCOM 109
L. actdopfifus CCDM 149
L. gasseri CCDM 214 +
L. gasseri CCDM 215 +
L. gasseri CCDM 332 +
L. gasseri CCDM 335 + +
L. gasseri CCDM 340 + +
L. gasseri CCDM 377 +
L. gassert DSM 20243 +
L. gasseri FAM 17266 + + + + +
L. gassert FAM 17828
L. gassert K7 + + + +
L. gasseri LE221 + + + + +
L. johnsonit ATCC 11506
L. johnsonit FAM 1158 + + + + +

L. johnsonit Noc 333
L. johnsonii FAM 172653

+ PCR product of expected size was detected, — PCR product of expected size was not detected, CF complementary peptide, 4cF active peptide, [P

immunity protein, £8 end sequence
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Table 3 Detection of gassericin X7 B genes in DNA of reference strains with different primers
Primers (Proteins encoded by target genes)
GasB 1FR  GasB 2FR B 348/833 KVBcf GasB 3F/R  GasB 4FR L[FB GasB SER
for/rey 1193/1262
Strain (TP} (AP} (AP-CP) [(ei:g] Py [AcP) [AcP} 1]
L. actdophifus ATCC 4334
L. actdophifus CCDM 102
L. actdophifus CCDM 149
L. gosseri CCDM 214 + +
L. gosseri CCDM 215
L. gasseri CCDM 332 + + + +
L. gaszeri CCDM 335
L. gaszert CCDM 340 +
L. gasseri CCDM 377 + + +
L. gasseri DSM 20243
L. gaszeri FAM 17266 + +
L. gasseri FAM 17828
L. gasseri K7 + +
L. gasseri LF221 + +
L. jofmsontt ATCC 11306 + +
L. jofimsontt FAM 1158
L. johnsonii Nec 533 + +

L. jofimsonti FAM 17265

+ PCR product of expected size was detected, — PCR product of expected size was not detected, TP transport protein, AP accessory protein, CF

complementary peptide, AP active peptide, ZF immunity protein

Results and discussion

Eighteen reference stains belonging to the L. acidophilus
group were tested for the presence of gassericing K7 A and
K7 B gene determinants. The results of PCR amplification
are presented in Table 2 and in Table 3 respectively.

As shown in Table 2, some strains appear to possess only
parts of the gassericin K7 A gene cluster, as positive results
were not generated with all six primer pairs. While the most
likely explanation is absence of the gene, it may also be due
to slipped-strand mispairing or some other illegitimate re-
combination mechanisms (Treangen et al. 2049}, The DNAs

of L. gasseri K7, L. gasseri LF221, L. gasseri FAW 17266
{human salivary isolate) and L. johnsonii FAM 1158 {cheese
1solate) were specifically amplified with all tested primer
pairs, indicating the presence of complete gassericin K7
A gene cluster. The same was also confirmed with primers
GasA_1F and GasA 4R (data not shown) which amplified
all three ORFs. Nucleotide sequences of gassericm K7 A and
K7 B are already known to be 100 % identical to acidocin
LF221 A and LF22]1 B of L gasseri LF221 (MajheniC et al
2004). Strains K7 and LF221 belong to the same species and
are both of human origin, however they differ in other char-
acteristics such as the plasmid profile, RAPD prefile, growth

Table 4 Detection of gassericin
K7 A and K7 B genes iIn
faecal samples of adult individ-

Primer name

Target genes

Presence in
human faeces™ [%]

uals who never consumed L.

gasseri K7 LEA 185/268 gassericin K7 A active peptide 4.4
BOJIAB gassericin K7 A complementary/active peptide 15.6
Gash 2F/R gassericin K7 A active peptide 0.0
B 348/833 gassericin K7 B accessory protein/complementary peptide 222
K7B cf. forfrey gassericin K7 B complementary peptide 200

*Total mumber of samples GasB 4F/R gassericin K7 B active peptide 0o

tested—43
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Fig. 2 Real-time PCR analysis of DNA fiom L. gasseri K7 caltue.
Comparison of amplificaion of DNA from L. gasseri K7 culture by
real-tme PCR using GasA 2F/R (teaction efficiency: 88 2 %; detec-
tion level: 9.5% 10" CFUMnL of pure culture} or GasB 4F/R primers
{teaction efficiency: 80.2 %; detection level 6.54x10% CFUsmL of
pure culture}

characteristics, the level of bacteriocn{s) production and the
optimal conditions for both growth and bacteriocin preduction
{Rogel] and Matijadié 2006). Lactacin F is, to our knowledge,
the only bacteriocin described so far, to be produced by
species L. johnsonii {Allison and Klaenhammer 1996). The
presence ofa gene cluster similar or identical to gassenicin K7
A In L. jokrsonii FAM 1158 indicates that this sttain may bea
new bacteriocin-producing L. johrsonii strain. Clearly, it re-
mains to be determined whether gassericin K7 A gene cluster
1s fully functional and efficiently expressed in L. johnsoni
FAM 1158 or L. gasseri FANM 17266, since isolates tested
positively for the screened genes may not also produce active
bacteriocing (Perin et al 2012).

Screening for gassericin K7 B gene determinants alse
revealed that only some gene cluster components are present
in individual reference strains {Table 3). As expected, the
complete gene cluster was observed only in L. gasseri
LF221 and I.. gasseri K7. Among 14 pairs of primers tested
on 18 reference strains, one palr of primers targeting
gassericin K7 A {GasA 2F/R) and two pairs of primers
targeting gassericin K7 B {GasB_3F/R and GasB_4F/R)
showed good specificity for the complete gene clusters since
positive results were observed only with the strains which
contained the whole bacteriocin gene clusters.

To select appropriate primers for quantification of L.
gasseri K7 we tested the presence of gassenicin K7 A and
K7 B gene determinants in bacterial DNA isolated from 45
faecal samples of adult non-treated volunteers who never
consumed L. gasseri K7. We used four pairs of primers that
were used in previous studies and two pairs of primers that
showed total gene cluster specificity in tests with the refer-
ence straing performed in this study {Table 4. In accordance
with the results obtained with reference strains, the presence

@ Springer

of different gene determinants varied among different sam-
ples. This is, to our knowledge, the first report about the
prevalence of Lactobacillus bacteriocing’ genetic determi-
nants in human facces. Mathys et al. (2007) showed by real-
time PCR targeting the pediocin A gene, that strains
containing the pedd gene are relatively widespread faecal
material of babies {11/13) but were not found in the faecal
samples of four adults. In our study, parts of gassericin K7 A
and K7 B gene clusters were found in up to 22 % of the
facces of adults, depending on the primers used. These data
indicates that strains producing similar bacteriocins or indi-
vidual components of the K7 bacteriocin complexes are also
present in the fasces of adults, although the producer strain
L. gasseri K7 was originally 1solated from a child. It would
be interesting to examine the in vitro anti-microbial activity
of reference strains containing different parts of bacteriocin
genes, to establish the role of particular components. For
mstance, FAM 1158 contained all target sequences of
gassericin K7 A and none of the gassericin K7 B sequences.

The absence of specific PCR products after amplification
of faecal microbiomes from noen-treated volunteers with
GasA 2F/R and GasB_4F/R primers indicates that these
primers could be used for specific detection of the gassericin
K7 A or K7 B gene cluster in faccal samples. The identical
annealing temperature for both primers enables multiplex
PCR to detect both clusters at the same time in order to
Increase the specificity of L. gasseri K7 sirain detection and
to reduce false-positive results. The results of real-time PCR
amplification of DNA extracted from K7 culture showed
that the selected two pairs of primers were efficient and
specific and could therefore also be used for quantification
purposes (Fig. 2). The comparison of the results, however,
demonstrated an approx. seven fold higher {ie., less
favourable) detection level with GasB 4F/R primers. The
real-time PCR analysis of faccal samples spiked with K7

45
y=-3802 Log (x) + 5588
Fily) Re =099
Eff.: 80.07 %
[
g 35
o
30
25
204, 2%, g, 0, 20 ‘g,
Q% 0y TGy TOp 0> TG

Cell counts (CFU/mL)

Fig. 3 Real-ttme PCR analysis of faecal samples spiked with L.
gasseri K7 strain. Faccal samples weare spiked with 6=107 CFU of
K7 strain. DNA isolated from spiked facces was amplified with
GasA 2F/R primers. The detection level was 10* CFU of K7 strain/g
of spiked facces
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strain revealed the detection level 10° CFU of K7 strain/g
when GasA 2F/R primers was used (Fig. 3). However, with
GasB_AF/R the amplification efficiency was unsatisfactory
{data not shown) suggesting the unsuitability of this primer
pair for quantitative analysis of faccal samples.

Probiotic characteristics are strain-specific features (Sanders
and Huis in't Veld 1999 and it is therefore crucial to be able to
distinguish a particular probiotic strain from the other strains
of the same species. This {s very important when we want to
link the administration of a particular probiotic strain with the
clinical observations found. This study shows that detection of
specific bacteriocin genes could be used as a first step in
detection as well as quantification of a specific probiotic strain
in complex samples without prior cultivation, especially for
analysing samples fbllowing clinical trials involving dosing
with the problotic strain L. gasseri K7. In this case, it 1s
essential to compare the results with placebe group to ex-
clude the effect of other strains producing targeted genes
(Myllyluoma et al. 2005).

Conclagions

In conclusion, the presence of gassericin K7 A or K7 B gene
determinants was established in different straing of the 7.
acidophilis group and in faecal samples of adult individuals
who have never consumed £. gasseri K7 strain. Different
parts of those gene determinants are dispersed in tested
lactobacilli strains and alse in fascal microbiota. Two pairs
of primers, namely GasA 2F/R and GasB_4F/R showed
specificity for the total gene cluster of gassericin K7 A
or gassericin K7 B respectively. The GasA ZF/R primers
were found to be useful also for real-time PCR quantifi-
cation of the gassericin K7 A gene cluster in faecal
samples and also for 1. gasseri K7-specific detection or
quantification in other biological samples, where proper
control s included.
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Abstract Eleven strains of Lactobacillus collected in the
Culture Collection of Dairy Microorganisms (CCDM) were
evaluated for selected probiotic properties such as survival
in gastrointestinal fluids, antimicrobial activity, and compe-
tition with non-toxigenic Escherichia coli O157:H7 for
adhesion on Caco-2 cells. The viable count of lactobacilli
was reduced during 3-h incubation in gastric fluid followed
by 3-h incubation in intestinal fluid. All strains showed
antimicrobial activity and the three most effective strains
inhibited the growth of at least 16 indicator strains.
Antimicrobial metabolites of seven strains active against
Lactobacillus and Clostridium indicator strains were found
to be sensitive to proteinase K and trypsin, which indicates
their proteinaceous nature. The degree of competitive inhi-
bition of non-toxigenic E. coli O157:H7 adhesion on the
surface of Caco-2 cells was strain-dependent. A significant
decrease (P<0.05) in the number of non-toxigenic E. coli
0157:H7 adhering to Caco-2 cells was observed with all
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lactobacilli. Three strains were selected for additional
studies of antimicrobial activity, i.e., Lactobacillus gasseri
CCDM 215, Lactobacillus acidophilus CCDM 149, and
Lactobacillus helveticus CCDM 82.

Introduction

Lactobacillus species, especially Lactobacillus acidophilus
and Lactobacillus gasseri species, belong to a group of
bacteria that forms part of the intestinal microflora. Strains
of L. acidophilus and L. gasseri are important in the food
(especially dairy) industry and are often used as probiotic
cultures (Bernardeau et al. 2006). Lactobacillus helveticus is
not only found in certain types of cheeses but may also be
found in different types of fermented milk. During fermen-
tation a high quantity of low molecular weight peptides are
produced (Sadat-Mekmene et al. 2011). It has been demon-
strated that L. helveticus, L. acidophilus, and L. gasseri
strains have a potential to produce bioactive peptides such
as angiotensin-converting enzyme inhibitory activity in
fermented dairy products and/or to produce proteinaceous
antimicrobial substances, thus demonstrating the therapeutic
value and probiotic potential of these species (Slattery et al.
2010; Tabasco et al. 2009; Peternel et al. 2010).

Among the important criteria for potential probiotic strain
selection, there are the acid and bile stability, the ability to
inhibit the adhesion and growth of pathogenic bacteria, and
the ability to adhere to surfaces of the human intestinal tract
(Vesterlund et al. 2005). Antimicrobial compounds such as
different organic acids, hydrogen peroxide, carbon dioxide,
or proteinaceous substances (e.g., bacteriocins) may play an
inhibitory role against pathogenic bacteria. In recent years,
bacteriocins produced by lactobacilli have been the subject
of extensive studies, especially due to their prospective use
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as natural food preservatives (Galvez et al. 2007). The
antimicrobial activity against a wide range of pathogenic
microorganisms (including Escherichia coli, Salmonella,
and Staphylococcus aureus) and also against closely related
species of lactobacilli has been reported (Pan et al. 2009;
Hacin et al. 2008).

For pathogenic bacteria, adhesion to the human epithelial
cells is a critical step, since it allows the release of enzymes
and toxins initiating necrotic processes directly into the
target cell (Jankowska et al. 2008). Due to many disadvan-
tages such as restricted availability, intestinal tissue cultures
are used instead of intestinal epithelial cells. Tissue cultures
most commonly used as models for enterocytes are Caco-2
cells. After culturing Caco-2 cells for 3 weeks, they are fully
differentiated, express several markers characteristic of
normal small intestinal villus cells, and are an appropriate
in vitro model to study enterocyte—bacteria interactions
(Jepson et al. 1996).

The aim of this study was characterization of 11 strains of
the Lactobacillus genus deposited in the Culture Collection
of Dairy Microorganisms (CCDM) with the aim of selecting
strains with probiotic characteristics producing antimicrobi-
al proteinaceous substances. Survival in simulated condi-
tions of the gastrointestinal tract, antimicrobial activity, and
competition with non-toxigenic E. coli O157:H7 for well-
differentiated human colon adenocarcinoma cells—Caco-2
cells—were investigated.

Material and methods
Bacterial strains and growth conditions

Eleven strains of Lactobacillus (L. acidophilus CCDM 109,
L. acidophilus CCDM 149, L. gasseri CCDM 214, L. gas-
seri CCDM 215, L. gasseri CCDM 332, L. gasseri CCDM
335, L. gasseri CCDM 340, L. gasseri CCDM 377, L.
helveticus CCDM 81, L. helveticus CCDM 82, L. helveticus
CCDM 102) were obtained from the CCDM (Tabor,
Czech Republic). Indicator strains (see Table 1 for the origin
of strains) were chosen according to previous studies
(Matijasi¢ and Rogelj 2000; Matijasi¢ et al. 2006; Hacin et
al. 2008) and were acquired from the Institute of Dairy
Science and Probiotics, University of Ljubljana. All
Lactobacillus strains were grown in de Man, Rogosa, and
Sharpe (MRS) medium (Oxoid, UK) at 37 °C (at 30 °C for
Lactobacillus sakei strains) for 18 h acrobically, with pH
adjusted to 6.5. Clostridium strains were cultivated in RCM
medium (Merck, Germany) at 37 °C for 48 h anaerobically.
Strains of Staphylococcus, Escherichia, Enterococcus, and
Salmonella were cultivated in brain-heart infusion (BHI,
Merck, Germany) at 37 °C for 18 h aerobically. Non-
toxigenic E. coli O157:H7 is a clinical isolate (Laboratory

@ Springer

Table 1 Indicator bacterial strains used for testing of antimicrobial

activity

Indicator strain

The origin of strain

Lactobacillus sakei (ATCC 15521) IM 108
Lactobacillus reuteri IM 278
Lactobacillus crispatus IM 300
Lactobacillus reuteri IM 301
Lactobacillus acidophilus IM 304
Lactobacillus gasseri IM 340
Lactobacillus gasseri IM 341
Lactobacillus johnsonii IM 345

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
(ATCC 11842T) IM 348

Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii
(ATCC 9649) IM 349

Lactobacillus sakei IM 398

Clostridium difficile IM 66
Clostridium perfringens IM 72
Clostridium difficile IM 83

Starter for the sake
Feces of weaned pigs
Feces of weaned pigs
Feces of weaned pigs
Not available

Vaginal tract

Saliva

Poultry feces

Not available

Not available

Not available
Human clinical isolate
Pigs

Human clinical isolate

Clostridium tyrobutyricum (DSM 2637) Not available
IM 103

Clostridium tyrobutyricum (NCDO 1754) Not available
IM 104

Staphylococeus aureus (ATCC 29213) IM 353 Not available

Escherichia coli TM 429 Broiler

Escherichia coli TM 430 Broiler

Enterococcus faecalis IM 435 Broiler

Enterococcus faecalis IM 436 Broiler

Salmonella enterica sv. Typhimurium IM 318  Not available

Salmonella spp. IM 423 Broiler

Escherichia coli O157:H7 Human clinical isolate

for Bacteriological Diagnostics of Intestinal Infections,
University of Ljubljana) and was grown in BHI medium
or violet red bile (VRB) medium (Merck, Germany) (VRB
medium was used only in competition assay).

Survival in simulated conditions of the gastrointestinal tract

The survival of strains in simulated gastrointestinal tract
conditions was carried out in accordance with the protocol
of Fernandez et al. (2003), with slight modifications.
Briefly, all tested strains were cultivated in MRS medium
at 37 °C for 18 h and centrifuged (3,500xg, 5 min). After
washing in physiological solution (0.9 % sodium chloride),
the bacterial cells were resuspended in 20 mL of gastric
fluid with the following composition: NaCl (125 mmol/L),
NaHCO; (45 mmol/L), KC1 (7 mmol/L), pepsin (3 g/L). The
pH was adjusted at 2 and 3. The salts were purchased from
Merck (Germany) and pepsin from Sigma-Aldrich (USA).
The lactobacilli were incubated in gastric fluid at 37 °C.
Aliquots (100 pL) taken after 0, 1, and 3 h were plated on
MRS agar for enumeration (incubation for 3 days at 37 °C).
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After 3-h incubation in gastric fluid, the bacteria were
separated by centrifugation (3,500xg, 5 min), transferred
into intestinal fluid (0.3 or 1.0 % bile salts (Biolife, Italy) and
0.1 % pancreatin (Sigma-Aldrich, USA), pH adjusted to 8),
and incubated for 3 h at 37 °C. Samples (100 puL) for plate
counting were taken after 1 and 3 h. The experiment was
carried out twice.

Examination of antimicrobial activity

The antimicrobial assay against indicator strains was carried
out by an agar spot test similarly to Jacobsen et al. (1999) on
MRS agar with reduced concentration of glucose (0.2 % w/v).
All tested CCDM strains (18-h cultures) were spotted (2 pL)
on agar plates and incubated at 37 °C for 18 h acrobically. The
indicator strains were grown in appropriate broth media (see
“Material and methods™). The 18-h indicator cultures (50 uL)
(200 uL of 48-h cultures of Clostridium strains) were added to
5 mL of appropriate soft agar, which was prepared by addition
of agar (7.5 g/L) to the broth media, and poured over the
bottom agar with outgrown spots of tested CCDM strains.
Then, proteinase K (10 mg/mL) (Sigma-Aldrich, USA) and
trypsin (10 mg/mL) (Sigma-Aldrich, USA) were applied
(1.5 pL) beside the edge of bacterial spots. The plates were
incubated under the growth conditions of indicator strains as
defined in “Material and methods.” Then, the inhibition zones
were measured. The experiment was carried out twice.

Competition assay

The competition assay was carried out according to
Matijasi¢ et al. (2003), with some modifications. Bricfly,
the Caco-2 cell line was grown in Dulbecco's modified
Eagle's medium (DMEM) (Sigma-Aldrich, USA) containing
10 % fetal bovine serum (Hyclone, Germany) and 0.1 %
gentamicin (Sigma-Aldrich, USA). Monolayers of Caco-2
cells were seeded at a concentration of 10° cells per well in
24-well standard tissue plates and cultivated at 37 °C for
3 weeks to reach the confluence (after confluence, the con-
centration was 3% 10° cells per well). At least 24 h before
the competition test, the DMEM medium with gentamicin
was replaced by a medium without antibiotics.

Tested strains were cultivated at 37 °C for 18 h in MRS
medium and centrifuged (3,500xg, 10 min). The direct
comparison of the competition ability of 11 CCDM strains
tested was possible by assuming that the concentration of
the tested bacterial cells added to the wells was identical.
Therefore, the cell density of lactobacilli was adjusted to 0.5
by measuring the absorbance at 660 nm. The lactobacilli
were enumerated by plate counting (incubation at 37 °C for
3 days on MRS agar). The competition test was carried out
in 24-well standard plates. The Caco-2 cells were washed
twice with phosphate-buffered saline (PBS) (pH7.4), and

after that, the mixture of 1 mL of lactobacilli, 0.5 mL of
DMEM, and 10 pL of E. coli O157:H7 was added into the
wells and incubated for 30 min in 10 % CO, atmosphere.
Unattached bacteria were removed by washing with PBS.
Afterwards, | mL of 0.05 % Triton X-100 was added to the
wells. After 10 min, the mixtures of lysed Caco-2 cells and
bacteria were plated on VRB agar (Merck, Germany) for
enumeration of E. cofi O157:H7 (18 h, 37 °C acrobically).

Adhesion tests were carried out in two independent
experiments. Each strain was tested in five wells. Statistical
significance was determined by Student's 7 test, with the
significance level set at P<0.05.

Results and discussion

Survival of strains in simulated conditions of gastrointestinal
tract

The acidic environment of the stomach and the presence of
bile in the duodenum are major factors affecting the viability
of probiotic bacteria after oral administration. The acidity,
especially, is believed to be the most detrimental factor affect-
ing the growth and viability of lactobacilli (Mainville et al.
2005). In our study viable counts (in colony-forming units
(CFU) per milliliter) of all strains during the cultivation for 3 h
in gastric fluid with pH3 was reduced (Table 2). The decrease
of viable counts of all strains was the highest during the first
hour of cultivation with the exception of L. gasseri CCDM
335, L. helveticus CCDM 81, and L. helveticus CCDM 82.

The treatment with intestinal fluid, which followed the
incubation in gastric fluid, resulted in a decrease of viable
counts (in CFU per milliliter) of all CCDM strains (Table 2).
The only exception was L. gasseri CCDM 335, which was
grown in the presence of 0.3 % bile salts and also 1.0 % bile
salts. The tolerance or growth of lactobacilli in 0.3 % bile
salt solution was observed before (Jacobsen et al. 1999;
Hacin et al. 2008). The best survival in simulated conditions
of gastrointestinal tract was determined for L. acidophilus
CCDM 109, L. gasseri CCDM 332, and L. gasseri CCDM
335. The viable counts (in CFU per milliliter) of L. acid-
ophilus CCDM 109 and L. gasseri CCDM 332 decreased by
approximately 10?CFU/mL. Approximately 5-fold decrease
of the viable counts (in CFU per milliliter) of L. gasseri
CCDM 335 was observed during 3-h cultivation in gastric
fluid (pH3) followed by 3-h cultivation in intestinal fluid
(0.3 % of bile salts). It is interesting to highlight that the
initial concentration of bacteria was quite different among
the samples. This was due to different growth ability of the
strains in MRS medium (Pitino et al. 2010).

No bacteria survived 3 h of treatment in gastric fluid with
pH2. It was, however, observed before that although some
strains did not survive in vitro in gastric juice with pH2 for

@ Springer

149



150

264

Folia Microbiol (2013) 58:261-267

Table 2 Survival of CCDM strains in gastric fluid and intestinal fluid

Strain Initial viable counts  Viable counts (CFU/mL) % of bile salts in ~ Viable counts (CFU/mL)
(CFU/mL) after treatment in gastric fluid intestinal fluid after treatment in intestinal fluid
(h)/(pH 3+pepsin 3 g/L) (h)/(bile salts+0.1 % pancreatin)
1 3 1 3
L. acidophilus CCDM 109 5.62x10° 2.51x10° 2.08x10° 03 1.00x10° 5.37x10*
1.0 7.76%10* 4.07x10*
L. acidophilus CCDM 149 7.41%107 1.02x107 1.00%107 03 1.51x10° 4.67x10*
1.0 5.01x10* 3.8x10*
L. gasseri CCDM 214 4.46x10° 1.44x107 1.00x 107 03 1.00%10° 3.63x10°
10 1.00x10° 1.00>10°
L. gasseri CCDM 215 2.88x10% 3.01x<10° 3.80x10° 03 1.90%10° 1.77x10°
1.0 4.89x10* 2.51x10*
L. gasseri CCDM 332 1.00%107 1.02x10° 3.63x10° 03 7.94x10* 1.00x10°
10 3.38x10° 7.94>10*
L. gasseri CCDM 335 5.62x10° 5.62x10° 3.71x10° 03 1.38x10° 1.00x10°
1.0 8.51%10° 8.51x10°
L. gasseri CCDM 340 6.16x107 3.63x10° 3.63x10° 03 2.75%10° 2.08%10°
1.0 1.00x10° 1.00x10°
L. gasseri CCDM 377 3.16x10° 1.69x107 1.00%107 03 1.00%10° 1.00x10°
1.0 2.51%10* 2.51=10*
L. helveticus CCDM 81 1.00x10* 1.00> 10* 4.78x10° 03 1.20x10° 1.00>10°
1.0 3.54x10° 3.23x103
L. helveticus CCDM 82 1.00x10% 1.00x10% 1.04x10° 03 1.58x10° 1.02x10°
1.0 9.33x10* 2.08x10*
L. helveticus CCDM 102 7.94x107 5.62x10° 1.09x10* 03 1.02>10* 1.00> 10*
1.0 1.00x10* 3.80%103

Gastric fluid (pH3+pepsin) and intestinal fluid (pH8 +bile salts+pancreatin). The experiment was carried out twice

more than 15 min, they reached the colon in viable state and
exerted a beneficial effect in vivo. It is important to consider
also the buffering capacity of the ingested food. Actually,
ingested bacteria are rarely subjected to pH below 3
(Mainville et al. 2005). In general the survival of CCDM
strains in simulated condition of the gastrointestinal tract was
not very good in comparison to the results of some previous
studies. In this study only a cultivable part of the microbial
population was quantified, but not viable noncultivable cells
which may still exert some activity in the gut, although there
are no experimental data available. The importance of culti-
vability or viability for beneficial effects of probiotics is not
well defined since it is well known that UV-inactivated or
heat-killed cells also have immunological and health-
promoting effects (Lopez et al. 2008; Kataria et al. 2009).

Examination of antimicrobial activity
Lactobacilli are known for their production of various antimi-

crobial compounds which can inhibit different food pathogens
(Nespolo and Brandelli 2010). In our study lactobacilli were
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screened for their antimicrobial activity against selected
Gram-positive and Gram-negative strains which were isolated
from different sources (Table 1). The good probiotics should
present their antimicrobial activity particularly against the
pathogens. Pathogenic indicator strains (£. coli IM 429, E.
coli IM 430, Enterococcus faecalis IM 435, E. faecalis IM
436, Salmonella spp. IM 423) were used. Clostridium difficile
IM 66, Clostridium perfringens IM 72, Clostridium tyrobu-
tyricum IM 103, and C. tyrobutyricum IM 104 were used as
indicator strains because they are sensitive to bacteriocins
produced by strains of the L. acidophilus group (Matijasic
and Rogelj 2000). Lactobacillus indicator strains were
chosen because the bacteriocins produced by different
bacteria are in general active particularly against closely
related species (Villiani et al. 2001).

All tested strains were antagonistic against at least
two indicator strains. The most effective strains, which
inhibited at least 12 indicator strains, were L. acidophilus
CCDM 149, L. gasseri CCDM 214, L. gasseri CCDM 215,
L. gasseri CCDM 377, and L. helveticus CCDM 82
(Table 3). All strains have shown antimicrobial activity,
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Table 3 Antimicrobial activity of Lactobacillus CCDM strains

Indicator strain Lactobacillus strain tested

L. acidophilus L. acidophilus L. gasseri L. gasseri L. gasseri L. gasseri L. gasseri  L.gasseri L. helveticus L. helveticus L. helveticus
CCDM 109 CCDM 149 CCDM 214 CCDM 215 CCDM 332 CCDM 335 CCDM 340 CCDM 377 CCDM 81 CCDM 82 CCDM 102
L sakei (ATCC 15521) IM108 10 7 4 6 - - 5 7 - 5 -
L. reuteri IM278 - - - 2 - - - 4 - -
L. crispatus IM300 — 4 1.5 0.5 - - - 3 - 0.5 -
L. reuteri IM301 - 3 3 1.5 - - - 5 - 2 -
L. acidophilus IM304 - - - - - - - - - - -
L. gasseri IM340 3 4P 4P 2P 2 - - 6P - 3p -
L. gasseri IM341 - - 2P 2P - - - - - - -
L. johnsonii IM345 - 6 6P 4p - - 0.5 5P - 5P -
L. delbrueckii spp. bulgaricus 5P P P 5P - - 5P 6 2 6P 5
(ATCC 118427y IM348
L. delbrueckii ssp. delbrueckii 2P 5P 5P 6P - 2 4P P - 5P -
(ATCC 9649)IM349
L. sakei IM398 - 4P 5P 3P - - 2 5P - 2P -
C. difficile IM66 - 4P 3P 2 - - - 4 - - -
C. perfringens IM72 - 10 10 - 7 8 8 10 - - -
C. difficile IM83 - 4 3 3P 3 - - 4 - 2 -
C. tyrobutyricum (DSM 2637)  — 3p 2 - - 2 - 3 - - -
IM103
C. tyrobutyricum (NCDO 1754) — 2p 3 4p - - - 10 - - -
IM104
S. aureus (ATCC 29213) IM353 - 4 5 - 3 3 5 4 - - -
E. coli IM429 - - - - - - - - - - -
E. coli IM430 - - - - - - - - - 2 -
E. faecalis IM435 - 02 - - - - - 0.5 - - -
E. faecalis IM436 - - - - - - - - - 5 -
S. enterica sv. Typhimurium 3 - 0.5 - 2 - - 0.5 4 2 6
IM318
S. sp. IM423 - - - - 0.5 - - - - - -
E. coli O157:H7 0.5 1 0.1 0.1 - 0.5 - 1 - - -

The experiment was carried out twice (diameters of inhibition zone are given in millimeters).

P inhibition zone constricted in the presence of proteinase K or trypsin, — no inhibition zone detected
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which was caused by substances sensitive to proteinase K
and trypsin with the exception of L. gasseri CCDM 332, L.
gasseri CCDM 335, L. helveticus CCDM 81, and L. helve-
ticus CCDM 102. The proteinaceous compound-dependent
activity was observed against selected Lactobacillus and
Clostridium representatives but not against the indicator
strains belonging to the other genera. Antimicrobial protein-
aceous substances which are most effective against closely
related strains and are sensitive to proteolytic enzymes could
be bacteriocins or bacteriocin-like substances (Nespolo and
Brandelli 2010). Bacteriocins are extracellularly released
antibacterial peptides or proteins which typically display
inhibitory activity against closely related Gram-positive
bacteria. Some of them, however, exhibit also a broader
inhibitory spectrum. Probiotic strains of Lactobacillus pro-
ducing bacteriocins could be used in the food industry due
to increasing consumers' demand for natural products
(Villiani et al. 2001). One of the possible disadvantages is
that bacteriocins produced by probiotic strains added in
dairy products may inhibit starter cultures.

Competition assay

When selecting new probiotic strains, the screening of
adhesion properties and competitive exclusion are considered
as important steps (Pan et al. 2009). We compared E.
coli O157:H7 incubated alone and with lactobacilli.
Coincubation of E. coli O157:H7 with Lactobacillus strains
for 30 min decreased E. coli O157:H7 adhesion to Caco-2
cells. The results are expressed as the percentage of adhered
E. coli O157:H7 to total counts of added E. coli O157:H7 to
Caco-2 cells (Fig. 1). The figure contains data of a repre-
sentative experiment. A significant decrease (P<0.05) in the
number of E. cofi O157:H7 adhering to Caco-2 cells was
Fig. 1 The percentage of 20
adhered E. coli O157:H7

observed with all lactobacilli. The degree of competitive
inhibition of adhesion was strain-dependent. L. acidophilus
CCDM 109 and L. helveticus CCDM 82 showed the highest
degree of inhibition with respect to both trials. L. acidophi-
lus CCDM 109 decreased the adhesion of E. coli O157:H7
2.9 and 2.4 times, and L. helveticus CCDM 82 3.4 and 2.3
times in the first and second trials, respectively. It was
shown before that the coincubation of Gram-negative strains
(Salmonella sp. or E. coli) and Lactobacillus strains
reduced the inhibition of pathogen adhesion. The ability
to inhibit the adhesion of pathogens is variable depending
on both Lactobacillus and pathogen strains (Jankowska et
al. 2008).

The mechanism for Lactobacillus strains to inhibit Gram-
negative bacteria (Salmonella sp. or E. coli) invasion
appears to be multifactorial. The number of adhering path-
ogenic bacteria to Caco-2 cells includes the adhesion of
Lactobacillus strains to the host intestinal epithelium and
could be decreased by the antimicrobial compounds
secreted by lactobacilli (Lin et al. 2008). The second most
effective strain, L. acidophilus CCDM 109, produced anti-
microbial substances against E. cofi O157:H7 as demon-
strated by the agar spot test. The inhibition of adhesion
could be also at least partially caused by secreted antimicro-
bial compounds. However, the most effective strain, L.
helveticus CCDM 82, did not produce antimicrobial com-
pounds against E. coli O157:H7 in the agar spot test, and the
inhibition was probably due to competing for adhesion sites.
No difference was observed in the decrease of adhesion of
E. coli O157:H7 between the strains which produced anti-
microbial substances against E. coli O157:H7 in the agar
spot test and between the strains which did not. Additional
experiments are needed to determine the precise mechanism
of inhibition.
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Conclusion

In this work we tested Lactobacillus strains from CCDM for
some probiotic properties with the aim of finding strains
with beneficial probiotic properties producing antimicrobial
proteinaceous substances. Seven strains producing antimi-
crobial substances sensitive to proteolytic enzymes against
Lactobacillus and Clostridium indicator strains were found.
The best probiotic characteristics of tested CCDM strains
(survival in gastrointestinal fluid and competition assay)
were found for L. acidophilus CCDM 109. However, L.
acidophilus CCDM 109 inhibited the growth of four indi-
cator strains only (the production of antimicrobial proteina-
ceous substances only against two indicator strains). On the
other side, L. gasseri CCDM 215 and L. acidophilus CCDM
149 did not show very good survival and competition for
adhesion ability (in comparison to L. acidophilus CCDM
109) and produced antimicrobial substances active against
at least 13 indicator strains. The production of antimicrobial
proteinaceous substances against at least seven indicator
strains was observed. Also, L. helveticus CCDM 82 pro-
duced proteinaceous substances against five indicator strains
and successfully inhibited the adherence of E. coli O157:H7
in the competition assay. With respect to the above-mentioned
results, the strains L. gasseri CCDM 215, L. acidophilus
CCDM 149, and L. helveticus CCDM 82 were selected for
additional studies of antimicrobial activity and production of
proteinaceous antimicrobial substances.
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