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A B S T R A K T 

S o u b o r 6 8 kmenů izolovaných ze s to l i c e plně kojených dětí a dalších zdrojů byl 

identif ikován pomocí polymerázové řetězové r e a k c e (PCR) s p r i m e r y specifickými p r o rod 

Lactobacillus, d ruhově specifickými p r i m e r y vče tně multiplexní PCR, pheS PCR, rep-PCR, RAPD-

PCR a srovnáním sekvencí genů p r o 1 6 S r R N A . Dále by la s ledována p r o d u k c e antimikrobiálních 

látek pomocí agarového kapkového t e s t u a agarového difuzního t e s t u . Antimikrobiální 

bílkovinné látky v dostatečné k o n c e n t r a c i v s u p e r n a t a n t u p r o d u k o v a l o 7 kmenů . U vybraných 3 

kmenů byl s ledován v l i v t e p l o t y , p H a přítomnosti detergentů na inhibiční v l a s t n o s t i 

s u p e r n a t a n t u . Uvedené k m e n y p r o d u k o v a l y tep lotně stabilní antimikrobiální bí lkovinné látky, 

jejichž antimikrobiální v l a s t n o s t i neovl ivňovaly tes tované d e t e r g e n t y s výj imkou SDS. 

Skríning D N A na přítomnost genů p r o p r o d u k c i bakteriocinů pomocí PCR a D N A / D N A 

h y b r i d i z a c e ukázal j e j i ch př í tomnost u 14 kmenů. U 3 kmenů by ly identif ikovány g e n y shodné 

s g e n y v genových k l a s t r e ch p r o gas se r i c i n K 7 A n e b o gas se r i c i n K7B . Specifické p r o d u k t y PCR 

by ly sekvenovány a analyzovány pomocí a l g o r i t m u BLAST a p r o g r a m u C L U S T A L W 2 . U 2 kmenů 

by la n a l e z e n a v databázi G e n e B a n k 1 0 0 % s h o d a nukleotidových sekvencí se s e k v e n c e m i p ro 

části genových klastrů g a s s e r i c i n u K7B , g a s s e r i c i n u T a a c i d o c i n u L F221B . 

K m e n y s k u p i n y Lactobacillus acidophilus by ly dále testovány na o d o l n o s t vůči podmínkám 

gastrointestinálního t r a k t u , na a d h e z i na Caco-2 buňky a na r ez i s t enc i vůči ant ibiot ikům. 

Skríningem D N A všech kmenů pomocí specifických pr imerů by la zjištěna přítomnost g e n u 

p r o p r o d u k c i h i s t i d i n dekarboxylázy u 7 kmenů , g e n p r o p r o d u k c i t y r o s i n dekarboxylázy byl 

detegován u 1 k m e n e a g e n p r o linoleát izomerázu u 4 kmenů. 

Pomocí opt imal izovaného p o s t u p u imunomagnet ické s e p a r a c e buněk s využitím 

biot inylované protilátky ar\t\-Lactobacillus a magnetických nosičů s navázaným s t r e p t a v i d i n e m 

by ly buňky k m e n e L. rhamnosus LOCK 0 9 0 0 separovány z tekutého M R S m e d i a , U H T mléka a 

bílého j o g u r t u v dosta tečném množství p r o d e t e k c i pomocí PCR. 
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Lactobacillus, i d e n t i f i k a c e , PCR, antimikrobiální látky, b a k t e r i o c i n y , probiotické v l a s t n o s t i , 
imunomagnet ická s e p a r a c e buněk, D N A / D N A h y b r i d i z a c e 



A B S T R A C T 

T h e s ix ty-e ight s t r a ins i s o l a t e d f r o m b r e a s t f e d f u l l - t e rm i n f an t f e c e s a n d f r o m a n o t h e r 

s o u r c e s w e r e i d e n t i f i e d u s i n g genus-spec i f i c p o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n (PCR) f o r Lactobacillus, 

spec i e s-spec i f i c PCRs , m u l t i p l e x PCR, pheS PCR, rep-PCR, RAPD-PCR a n d 16S r D N A s e q u e n c i n g 

i n to Lactobacillus s p e c i e s o r g r o u p o f s p e c i e s . S e v e n s t r a ins p r o d u c e d a n t i m i c r o b i a l 

p r o t e i n a c e o u s s u b s t a n c e s in t h e s u p e r n a t a n t s . A n t i m i c r o b i a l p r o t e i n a c e o u s s u b s t a n c e s o f t h r e e 

s t r a i ns w e r e t e s t e d o n t e m p e r a t u r e , p H a d e t e r g e n t s t ab i l i t y . A l l t e s t e d s t r a ins p r o d u c e d 

t e m p e r a t u r e - s t a b l e a n t i m i c r o b i a l p r o t e i n a c e o u s s u b s t a n c e s . A n t i m i c r o b i a l a c t i v i t y w a s not 

i n f l u e n c e d by d e t e r g e n t s w i t h e x c e p t i o n o f SDS. 

P r e s e n c e o f g e n e s f o r p r o d u c t i o n o f b a c t e r i o c i n s ( a c idoc in B, ga s se r i c i n A , g a s s e r i c i n T, 

gasse r i c i n K 7 A a n d gas se r i c i n K7B) w e r e d e t e c t e d in D N A o f f o u r t e e n s t r a i ns u s i n g PCR a n d 

D N A / D N A h y b r i d i z a t i o n . S e l e c t e d PCR p r o d u c t s w e r e s e q u e n c e d a n d a n a l y z e d u s i n g BLAST 

a l g o r i t h m a n d C L U S T A L W 2 p r o g r a m m e . T h e s e q u e n c e s o f spec i f i c PCR p r o d u c t s in D N A o f t w o 

s t r a i ns h a d 1 0 0 % s i m i l a r i t y w i t h t h e s e q u e n c e s f r o m t h e d a t a b a s e G e n e B a n k . 

S e l e c t e d s t r a ins o f Lactobacillus acidophilus g r o u p w e r e t e s t e d f o r t h e s u r v e i l l a n c e in 

g a s t r o i n t e s t i n a l t r a c t , f o r t h e p r o d u c t i o n o f a n t i m i c r o b i a l s u b s t a n c e s , f o r t h e a d h e s i o n o n Caco-

2 ce l l s a n d f o r t h e p r e s e n c e o f g e n e s o f a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e . 

D N A o f s t r a ins w a s t e s t e d u s i n g spec i f i c p r i m e r s o n t h e p r e s e n c e o f g e n e s f o r h i s t i d ine-

d e c a r b o x y l a s e , t y r o s i n e - d e c a r b o x y l a s e a n d l i n o l e a t e i s o m e r a s e . T h e g e n e f o r h i s t i d ine-

d e c a r b o x y l a s e p r o d u c t i o n w a s d e t e c t e d in D N A o f s e v e n s t r a i n s , f o r t y r o s i n e - d e c a r b o x y l a s e 

p r o d u c t i o n in D N A o f o n e s t r a i n a n d f o r l i n o l e a t e i s o m e r a s e in D N A o f f o u r s t r a i ns . 

I m u n o m a g n e t i c s e p a r a t i o n o f t h e ce l l s w a s o p t i m i z e d . M a g n e t i c pa r t i c l e s f u n c t i o n a l i z e d 

w i t h s t r e p t a v i d i n a n d t h e ant\-Lactobacillus a n t i d o t e w a s u s e d f o r t h e s e p a r a t i o n o f t h e ce l l s o f 

Lactobacillus rhamnosus LOCK 0 9 0 0 f r o m M R S m e d i u m , U H T mi l k a n d f r o m t h e y o g u r t . T h e IMS-

PCR w a s u s e d f o r d e t e c t i o n o f i m u n o m a g n e t i c s e p a r a t e d bac t e r i a l ce l l s . 
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1. ÚVOD DO PROBLEMATIKY 

B a k t e r i e mléčného kvašení ( B M K ) osidlující lidský gastrointestinální t r a k t j s o u úzce s p o j e n y 

se zdravím. J sou důležitým biologickým ochranným f a k t o r e m zabraňujícím k o l o n i z a c i a 

následovné p r o l i f e r a c i patogenních bakterií v l idském střevě. Probiotické b a k t e r i e mléčného 

kvašení j s o u nyní součástí řady výrobků potravinářského průmyslu. Dříve by ly t y t o zdraví 

prospěšné b a k t e r i e přidávány p o u z e d o mléčných výrobků ( jogur ty , jogurtová mléka či sýry). V 

současné době j s o u využívány i v m n o h a j iných potravinách a nápojích o d cereálií až k ovocným 

džusům. „Probiot ický p růmys l " zaujímá asi 1 0 % na svě tovém t r h u s p o t r a v i n a m i . Nedávno 

publ ikované s t u d i e ukazují, že množství produktů obsahujících probiotické b a k t e r i e mléčného 

kvašení každoročně vzrůstá napříč všemi k o n t i n e n t y a „probiot ický p růmys l " j e t ak ve lkým 

příslibem i d o b u d o u c n a . Probiotické výrobky totiž užívají i k o n z u m e n t i , kteří j s o u zdraví. 

Konzumují j e z důvodu , že chtějí r e d u k o v a t potenciální r i z i ko onemocněn í střev, l e d v i n , 

respiračního t r a k t u n e b o s r d c e . K o n z u m a c e probiotických výrobků však nemůže n a h r a d i t zdravý 

životní s ty l a vyváženou s t r a v u . 

P r o d u k c e antimikrobiálních látek probiotickými k m e n y může být využívána p r o k o n z e r v a c i 

p o t r a v i n , d o kterých j s o u p r o b i o t i k a přidávána. Předevš ím je t ak inhibován výskyt nežádoucích a 

patogenních mikroorganismů, čímž dochází k prodloužení životnosti p o t r a v i n a k zvýšení j e j i ch 

bezpečnosti z h l e d i s k a k o n z u m e n t a . Výhodou j e , že se jedná o k o n z e r v a c i p o t r a v i n bez přidání 

exogenních chemických konzervantů a o způsob přijatelný p r o stále náročnější spotřebitele. 

M i m o t o lze také n a h r a d i t intenzivní zahřívání některých p o t r a v i n , což má pozitivní v l i v na 

organoleptické a nutriční v l a s t n o s t i potravinářských výrobků. 

Narůstající r e z i s t e n c e bakterií vůči ant ibiot ikům je ve světě čím dál t ím větš ím prob lémem, 

a t o ne j en v klinické m i k r o b i o l o g i i , a le také ve veter inární m i k r o b i o l o g i i a potravinářství. O b a v a 

z t o h o , že v b u d o u c n u n e b u d e možné i n h i b o v a t některé patogenní k m e n y antibiotickými 

preparáty a léčit t ak některé i n f e k c e , se stává v e l m i reálnou. N a nadužívaní antibiotických 

preparátů či j e j i ch nesprávné používání upozorňuje i Evropská K o m i s e . P r o t o je nutné h l e d a t 

účinné a l t e r n a t i v y . P r o d u k c e bakteriocinů by m o h l o být využito ne j en v potravinářském 

průmyslu, a le především v klinické m i k r o b i o l o g i i j a k o a l t e r n a t i v a k antibiot ickým preparátům. 

N a v z d o r y m n o h a výs ledkům vědy, nalezení efektivní léčby infekčních onemocněn í zůstává 

globálním prob lémem, přičemž nedostatečné řešení způsobuje ztrátu miliónů životů každý rok. 

Z v ý š e uvedených důvodů je v e l m i důležitá a žádaná i z o l a c e , i d e n t i f i k a c e a s t u d i u m 

vlastností u nových potenciálních probiotických kmenů bakterií mléčného kvašení, které 

produkují antimikrobiální s u b s t a n c e . 
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2. TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 Využití bakter i í m l é č n é h o kvašen í v p o t r a v i n á ř s k é m p r ů m y s l u 

B a k t e r i e mléčného kvašení ( B M K ) netvoří j e d n o t n o u f y l o g e n e t i c k o u s k u p i n u , a le s k u p i n u 

bakterií patřící d o k m e n e Firmicutes, které mají podobné metabol ické v l a s t n o s t i . D o této 

s k u p i n y j s o u řazeny r o d y Aerococcus, Alloiococcus, Atopobium, Cornobocterium, Enterococcus, 

Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Paralactobacillus, Pediococcus, 

Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus a Weissella. Ke skupině B M K j s o u často 

z historických důvodů na základě podobných biochemických a fyziologických vlastností řazeny i 

r o d y Bifidobacterium, Gardnerella, Scardovia a Parascardovia, ačkoliv fylogenetický patří d o 

k m e n e Actinobacteria ( Pot a T s a k a l i d o u 2009 ) . 

Některé d r u h y B M K j s o u p o staletí používány k f e r m e n t a c i nejrůznějších p o t r a v i n . P r o t o 

j i m by l přidělen s t a tu s G R A S ( G e n e r a l l y R e c o g n i z e d A s Safe) t z n . , že j s o u považovány za z ce l a 

bezpečné. Řada druhů B M K je využívána v mlékárenském průmyslu při vý robě jogurtů j a k o 

startovací k u l t u r y (Streptococcus thermophilus a Lactobacillus bulgaricus) n e b o při vý robě a 

zrání sýrů (Lactococcus lactis, Lactobacillus helveticus, Streptococcus thermophilus a mnohé 

další). S v o u přítomností a fermentac í substrátu ovlivňují organoleptické a reologické v l a s t n o s t i 

výs ledného mléčného výrobku. Například během fermentačn ího p r o c e s u se v j o g u r t e c h zvyšuje 

k o n c e n t r a c e folátů (kyse l ina listová a její deriváty, které j s o u důležité v m n o h a metabol ických 

drahách např. při biosyntéze nukleotidů). Vybrané d r u h y B M K , které produkují zvýšené 

množství fo látů, m o h o u být využity j a k o startovací k u l t u r y při f e r m e n t a c i mléčných výrobků a 

t ím zvýšit j e j i ch nutriční h o d n o t u ( Smid a W o o d 2 0 1 1 ) . 

Vybrané d r u h y B M K j s o u také používány při vý robě fe rmentovaných masných výrobků. Je 

využíváno v l a s t n o s t i B M K p r o d u k o v a t k y se l i nu mléčnou, která s p o l u s př í tomnými s o l e m i chrání 

čerstvé m a s o (především ryby) a masné výrobky před kažením. Nevýhodou je j i ch a p l i k a c e je 

výsledná kyselá chuť m a s a . Při f e r m e n t a c i klobás se především používají d r u h y Lactobacillus 

curvatus a Lactobacillus sakei. Ty s ice s a m i o sobě neutvářej í typické organoleptické v l a s t n o s t i 

té to p o t r a v i n y , a l e slouží k ochraně před nežádoucí bakteriální m i k r o b i o t o u . B M K j s o u využívány 

i při f e r m e n t a c i zelí, o l i v či o k u r e k a patří m e z i dominantní m i k r o o r g a n i s m y vyskytující se v 

těchto substrátech ( Smid a W o o d 2 0 1 1 ) . Výše popsané využití B M K při zpracování různých 

fe rmentovaných p o t r a v i n j e j e n m a l o u ukázkou velké r o z m a n i t o s t i v aplikacích druhů B M K a an i 

z d a l e k a není úplné. V z h l e d e m k bezpečnosti a s c h o p n o s t i p r o d u k o v a t nejrůznější antimikrobiální 

látky lze na některé k m e n y s příslibem pohlížet j a k o na potenciální p r o b i o t i k a . P o z o r n o s t je 

především zaměřena na k m e n y různých druhů r o d u Lactobacillus. 
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2.1.1 Rod Lactobacillus 

R o d Lactobacillus patří fylogenetický d o k m e n e Firmicutes, třídy Bacilli, řádu 

Lactobacillales a čeledi Lactobacillaceae. Zástupci r o d u Lactobacillus j s o u gram-pozitivní 

nesporulující pravidelné tyčky či kokotyčky, které tvoří krátké řetízky či palisády (Obr . 1). J sou 

kataláza negativní, zřídka pohyblivé peritrichálními bičíky, fakultat ivně anaerobní , mikroaerofilní 

či anaerobní . R o s t o u na bohatých komplexních médiích a j e j i ch růst p o d p o r u j e atmosféra s 5 % 

o x i d u uhličitého. Na základě konečných produktů f e r m e n t a c e j e možné l a k t o b a c i l y rozdělit d o 

tří s k u p i n (Sedláček 2 0 0 7 ) : 

• oblifiátně homofermentat ivn í ( fermentuj í hexózy výhradně na kyse l i nu mléčnou) , 

• fakultat ivně heterofermentat ivn í ( fermentuj í hexózy na kyse l i nu mléčnou n e b o na směs 

kyse l i ny mléčné, octové , mravenčí a e t h a n o l u ; pentózy fermentuj í na ky se l i nu mléčnou a 

o c t o v o u ) , 

• obligátně heterofermentat ivní ( fermentuj í hexózy na ky se l i nu mléčnou, o c t o v o u či e t h a n o l 

a o x i d uhličitý; pentózy fermentuj í na k y s e l i n u mléčnou a o c t o v o u ) . 

B a k t e r i e r o d u Lactobacillus se přirozeně nacházejí v lidském i zvířecím tě le , na rostl inách, v 

rostlinných mater iá lech a ve fe rmentovaných potravinách (sýry, j o g u r t y , f e rmentované mléko, 

m a s o , z e l e n i n a ) . L a k t o b a c i l y patří k běžné mikroflóre gastrointestinálního t r a k t u zdravého 

člověka; j s o u př í tomny v ústní dut ině, v koncové části tenkého střeva, v t lustém střevě a j s o u 

dominantními m i k r o o r g a n i z m y ve vagině ( B e r n a r d e a u a k o l . 2 0 0 8 ) . P o u z e vzácně j s o u některé 

k m e n y patogenní (Sedláček 2 0 0 7 ) . Z ce lkového množství bakterií detegovaných ve s to l i c i 

dospělého člověka, j e zastoupení bakterií r o d u Lactobacillus v e l m i nízké (0,01 - 0,6 % ) ( L e e b e r a 

k o l . 2 0 0 8 ) . Mají řadu vlastností, které pozitivně ovlivňují zdraví h o s t i t e l e ( K i r t z a l i dou a ko l . 2 0 1 1 , 

V e s t e r l u n d a ko l . 2 0 0 5 ) . D r u h y r o d u Lactobacillus patří m e z i j e d n y z nejvíce s tudovaných bakterií 

izolovaných z lidského těla. 
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Obr. 1: Morfologie buněk bakterií druhu Lactobacillus acidophilus (zvětšení neuvedeno) 
(převzato a upraveno dle www.cals.ncsu.edu/food_science KlaenhammerLab/Project.html) 

2.2 Probiotika 

Termín p r o b i o t i k a j e o d v o z e n z řeckého „p ro b i o s " což znamená „p ro život". P r o b i o t i k a 

j s o u def inována j a k o živé o r g a n i s m y , které p o k u d j s o u konzumovány v adekvátn ím množství, 

pozitivně ovlivňují zdraví h o s t i t e l e (Qu ig l e y 2 0 1 1 ) . Ačkoliv b y l o prokázáno, že mrtvé b a k t e r i e , 

části bakteriálních buněk, bakteriální D N A a uvo lňované s u b s t a n c e mají antibakteriální, 

protizánětlivý, imunomodulační a další e f e k t y podobné t ě m , které vykazují živé bakteriální 

buňky, omezení termínu probiotický je d o s u d v y h r a z e n o výhradně p r o živé buňky (Qu ig l e y 

2 0 1 1 ) . Otázka životnosti probiotických bakterií je však v současné době často diskutována. 

M n o h o prospěšných účinků b y l o připsáno také UV-inakt ivovaným n e b o mr tvým probiotickým 

kmenům ( I sh ikawa a k o l . 2 0 1 0 , Ka ta r i a a k o l . 2 0 0 9 , L o p e z a k o l . 2 0 0 8 ) . 

P r o b i o t i k a a j e j i ch pozitivní účinek na lidské zdraví j e znám již o d počátku dvacátého 

století, přesto však j s o u d o s u d málo prostudované. By lo zjištěno, že probiotické d r u h y j s o u 

s c h o p n y rozpoznávat, s y n t e t i z o v a t a uvolňovat nízkomolekulární bioaktivní látky různého 

chemického složení, které m o h o u p e n e t r o v a t d o intestinálního t r a k t u , přilehlých tkání a buněk a 

m o d i f i k o v a t fyziologické n e b o metabol ické p r o c e s y v lidském tě le vyúsťující ve zdraví prospěšný 

e f ek t . Probiotické k m e n y m o h o u také spouštět kaskádu událostí s p o j e n o u s expresí různých 

genů, jejichž p r o d u k t y m o h o u ovl ivňovat i n t e r a k c e m e z i b a k t e r i e m i navzájem n e b o m e z i 

b a k t e r i e m i a buňkami lidského těla. M e c h a n i s m u s je u různých probiotických kmenů odlišný 

( S h e n d e r o v 2 0 1 1 ) . 
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2.2.1 Probiotika a lidský g astrointestinální trakt 

Před narozením je lidský gastrointestinální t r a k t (GIT) sterilní. H n e d po narození se začíná 

osídlovat okolními m i k r o o r g a n i s m y n e b o m i k r o o r g a n i s m y z p o t r a v y . M i k r o o r g a n i s m y vyskytující 

se v GIT se nazývají m i k r o b i o t a ( termín d n e s n a h r a z u j e dřívější označení mikroflóra). M i k r o b i o t a 

se s v ěkem vyvíjí a stává se stabilní. P o k u d je narušena třeba užíváním a n t i b i o t i k , má s c h o p n o s t 

se r y ch l e o b n o v i t (Qu ig l ey 2 0 1 1 ) . 

Intestinální m i k r o b i o t a j e v l u m e n u střeva oddělena o d hostitelských tkání epiteliální 

výste lkou, která tvoří bariéru m e z i s t řevním l u m e n e m a l a m i n a p r o p r i a ( v rs tva nacházející se 

p o d e p i t e l e m a obsahující různé t y p y imunitních buněk) (We l l s a k o l . 2 0 1 1 ) . Gastrointestinální 

epiteliální výstelka se skládá z m n o h a druhů buněk, z nichž nejdůležitější j s o u střevní buňky -

e n t e r o c y t y , které j s o u navzájem p r o p o j e n y a komunikují m e z i s e b o u pomocí t zv . těsných spojů 

( t ight j u n c t i o n ) ( Snoeck a ko l . 2005 ) . 

M i k r o b i o t a j e v ů z k e m k o n t a k t u se střevní mukózou a epiteliální výstelkou střeva, jejíž 

p o v r c h měří k o l e m 2 5 0 - 4 0 0 m 2 v závislosti na daném j e d i n c i . M i k r o o r g a n i s m y tvořící m i k r o b i o t u 

( m i m o j iné i různé d r u h y B M K ) j s o u nepravidelně rozloženy v ce lém trávic ím t r a k t u a j s o u 

rozpoznávány buňkami GIT, které odpovídají na podněty sekrecí chemokinů a cytokinů (Obr . 

2 ) ( 0 ' h a r a a S h a n a h a n 2 0 0 6 ) . 
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Tcells QTreg i . 

Obr. 2: Interakce BMK a hostitelských buněk v GIT (převzato a upraveno dle Remus a kol. 2011) 
Kmeny různých druhů BMK jsou schopné interagovat s epiteliálními buňkami vazbou na specifické receptory. 
Receptory rozpoznávají specifické molekulární struktury, včetně kapsulárních polysacharidů (CPS), teichoových 
kyselin (WTA, LTA), peptidoglykanu (PG), proteinů a glykoproteinů. Interakce ovlivňují expresi proteinů a podporují 
diferenciaci T buněk, čímž dochází k produkci cytokinů. DC - dendritické buňky; M - M buňky; MAPK- mitogenem 
aktivované proteinkinázy; NFKB - transkripčnífaktory ovlivňují expresi genů. 

Počet bakterií v e střevech je asi desetkrát větší než celkový počet buněk lidského těla. V 

komplexním ekosystému GIT se nachází asi 1 0 0 0 - 1 1 5 0 bakteriálních druhů; 1 0 1 3 - 1 0 1 4 buněk 

mikroorganismů s největší d e n z i t o u a d i v e r z i t o u se nachází v t lustém střevě (Lee a M a z m a n i a n 

2 0 1 0 ) . Složení střevní m i k r o b i o t y není u všech jedinců stejné. Pomocí D N A sekvenování by lo 

ukázáno, že bakteriální k o m u n i t a GIT se liší v závislosti na r e g i o n u a mění se v průběhu života 

každého j e d i n c e ( D o m i n g u e z - B e l l o a ko l . 2 0 1 1 ) . By lo také zjištěno, že ex i s tu j e asi 57 

bakteriálních druhů, které j s o u p r o všechny společné. M e z i nejvíce zastoupené patří b a k t e r i e 

t a x o n o m i c k y řazené d o kmenů Bacteroides a Firmicutes. B a k t e r i e patřící d o těchto d v o u kmenů 

pak tvoří z h r u b a 9 0 % podíl všech bakterií detegovaných v lidském GIT ( A r a k a w a a ko l . 2 0 0 9 ) . 
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M i k r o o r g a n i s m y vyskytující se v GIT umožňují m i m o j iné zpracovávání některých 

nestravitelných živin (například umožňují hydrolýzu některých, j i n ak nevstřebatelných 

sacharidů), chrání před kolonizací střeva nežádoucími patogenními b a k t e r i e m i , udržují i n t e g r i t u 

epiteliální bariéry a významně ovlivňují vývoj imunitního systému ( A r a k a w a a k o l . 2 0 0 9 , Q u i g l e y 

2 0 1 1 ) . 

P ro c h a r a k t e r i z a c i nových probiotických kmenů bakterií je nutné dobře p o c h o p i t p r o c e s y 

probíhající v GIT na molekulární úrovni , vče tně interakcí m e z i potenciálními probiotickými 

k m e n y laktobacilů a střevními buňkami ( K l e e r e b e z e m a k o l . 2 0 1 0 ) . 

2.2.2 Identifikace probiotického bakteriálního kmene 

Velký zájem o p r o b i o t i k a vyústil na počátku 2 1 . století v obrovský počet nově 

popisovaných probiotických kmenů. Řada nově izolovaných kmenů B M K s potencionálními 

probiotickými v l a s t n o s t i by l a izolováno z GIT ( T u l u m o g l u a ko l . 2 0 1 3 ) . Z t o h o t o důvodu by lo 

nutné s t a n o v i t p r a v i d l a p r o p o p i s nových probiotických kmenů využívaných v potravinách a 

k r m i v e c h . T a t o kritéria s p o l u s doporučenou m e t o d i k o u by l a s e s t a v e n a a schválena pracovní 

s k u p i n o u při F A O (2006) a dále rozšířena a upřesněna ( P i ne i r o a S t a n t o n 2 0 0 7 ) . 

Probiotické v l a s t n o s t i j s o u kmenově specifické, a p r o t o musí být molekulární výzkum 

laktobacilů a j e j i ch probiotických vlastností zaměřen na k m e n . T o znamená, že výsledky 

dosažené p r o j e d e n k m e n n e l z e g e n e r a l i z o v a t a přisuzovat ce lému d r u h u . P o u z e j e d e n určitý 

probiotický k m e n určitého d r u h u r o d u Lactobacillus může být spojován s daným e f e k t e m , s 

daným množstvím a expresí určité m o l e k u l y n e b o se sekrecí určitého p r o t e i n u a m e t a b o l i t u 

př ímo interagujícího s h o s t i t e l s k o u buňkou ( Lebee r a k o l . 2 0 0 8 ) . P r o t o j e k přiřazení specifických 

zdravotních efektů v e l m i důležitá i d e n t i f i k a c e k m e n e . P ro i d e n t i f i k a c i probiotického k m e n e je 

třeba použít v íce m e t o d , a t o j ak m e t o d fenotypových (fyziologických a biochemických) , t a k 

m e t o d genotypových - t z v . polyfázní přístup. 

Z fenotypových m e t o d se využívá především biochemický t e s t A P I 5 0 C H ( Po t a T s a k a l i d o u 

2 0 0 9 ) . Ačkoliv rozsáhlá c h a r a k t e r i s t i k a fyziologických a biochemických vlastností má důležitý 

význam v praktických aplikacích těchto bakterií, je méně významná p r o klasifikační a 

identifikační účely, zejména u blízce příbuzných druhů. K taxonomickým úče lům se využívají 

především molekulárně-biologické m e t o d y ( E h r m a n n a V o g e l 2 0 0 5 ) . Přesto je nutné zdůraznit, 

že ex i s tu j e celá řada kultivačních medií, která j s o u selektivní p r o dané r o d y (Rada a ko l . 2 0 0 0 ) . 

Genotypové t e c h n i k y se dělí na m e t o d y založené na polymerázové řetězové reakc i (PCR) a 

m e t o d y nevyužívající PCR. M e z i molekulárně-biologické m e t o d y založené na PCR patří 

standardní PCR ( rodově či d ruhově specifická), interrepetit ivní polymerázová řetězová r eakce 

( rep-PCR) , náhodně amplif ikovaná polymorfní D N A (RAPD) , denaturační g r a d i e n t o v a gelová 

elektroforéza produktů PCR (DGGE ) , teplotní g r a d i e n t o v a gelová elektroforéza produktů PCR 
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(TGGE) , p o l y m o r f i z m u s délky ampli f ikovaných f ragmentů (AFLP) n e b o reštrikční analýza 

amplif ikované ribozomální D N A ( A R D R A ) ( E h r m a n n a V o g e l 2 0 0 5 , M c C a r t n e y 2 0 0 2 ) . M e z i 

molekulárně-biologické t e c h n i k y nevyužívající PCR patří především r i b o t y p i z a c e , p o l y m o r f i z m u s 

délky restrikčních f ragmentů (RFLP) a pulznígelová elektroforéza (PFGE ) (S ingh a k o l . 2 0 0 9 ) . 

Sekvenování g e n u p r o 16S r R N A (asi 1 5 0 0 párů bází) j e v současné době j e d n o u 

z nejpoužívanějších m e t o d p r o i d e n t i f i k a c i mikroorganismů. V z h l e d e m k j e h o univerzální 

přítomnosti ve všech buňkách a konzervativnímu složení j e g e n vhodný p r o s t u d i u m 

fylogenetických vztahů. G e n kódující 16S r R N A může být sekvenován přímo po a m p l i f i k a c i v PCR 

s využit ím univerzálních 16S pr imerů. Veře jně dostupné databáze obsahují relativně velké 

množství částečných sekvencí g e n u p r o 16S r R N A (Pot a T s a k a l i d o u 2009 ) . 

V poslední době se r y ch l e rozvíjí m e t o d a sekvenování bakteriálních genomů (S ingh a ko l . 

2 0 0 9 ) . Analýza g e n o m u může p o s k y t n o u t i n f o r m a c e o v l a s t n o s t e c h daného m i k r o o r g a n i z m u , 

j e h o metabol ických funkcích, f y z i o l o g i i , biochemických v l a s t n o s t e c h a s c h o p n o s t e c h a d a p t a c e 

na různé podmínky a prostředí. Sekvenování ce lého g e n o m u a srovnávání genomů jednotl ivých 

kmenů umožňuje určit odlišnosti či p o d o b n o s t i m e z i k m e n y a objevení genových funkcí, 

unikátních p r o daný k m e n ( K l a e n h a m m e r a k o l . 2 0 0 5 ) . V z h l e d e m k t o m u , že ex i s tu j e velké 

množství molekulárně-biologických m e t o d , lze v y b r a t v h o d n o u m e t o d u s o h l e d e m na vybavení 

laboratoře, náročnost a r y ch los t m e t o d y (Wa l l a ko l . 2007 ) . 

2.2.3 In vitro testování vlastnostíprobiotických kmenů 

Využití probiotického k m e n e závisí m i m o j iné na j e h o s c h o p n o s t i přežít v dosta tečném 

množství průchod GIT. Všeobecně se udává, že 1 0 9 C F U / g je dostatečná dávka p r o projevení se 

probiot ického e f e k t u ( Tannock 2 0 0 3 ) . T y t o t e s t y j s o u prováděny in vitro ( M a r i a n e l l i a k o l . 2010 ) . 

Řada autorů se snažila s i m u l o v a t c o nejvěrohodněj i podmínky GIT použitím reaktorů, ve kterých 

by la kontrolována t e p l o t a , d o b a průchodu, míchání, pH a k o n c e n t r a c e žlučových solí ( M a i n v i l l e a 

k o l . 2 0 0 5 , M o l l y a ko l . 1993 ) . 

P r o s t u d i u m probiotických kmenů j s o u nejvíce používanými následující t e s t y in vitro ( FAO 

2 0 0 6 ) : 

• r e z i s t e n c e k žaludečním kysel inám (nízkému pH) 

• r e z i s t e n c e k žlučovým solím a s c h o p n o s t je h y d r o l y z o v a t 

• a d h e r e n c e k lidským epitel iálním buňkám (buněčným liniím) 

• i n h i b i c e patogenních kmenů - antimikrobiální ak t i v i t a 

• s c h o p n o s t r e d u k o v a t a d h e z i patogenů k p o v r c h u epiteliálních buněk 
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Kritickým k r o k e m i n f e k c e je p r o patogenní b a k t e r i e a d h e z e na e n t e r o c y t y , což j i m umožní 

uvolnění enzymů a toxinů, které j s o u nutné k započetí nekrotizujících procesů ( J ankowska a ko l . 

2 0 0 8 ) . J ako experimentální m o d e l studií zabývajících se interakcí enterocytů a bakteriálních 

buněk lze využít l in ie epiteliálních Caco-2 buněk ( h u m a n c o l o n c a r c i n o m a ce l l l ine ) , které po 

tř í týdenní d i f e r e n c i a c i v laboratorních podmínkách exprimují několik markerů charakteristických 

p r o e n t e r o c y t y . Důležitá je j e j i ch s c h o p n o s t a d h e z e na p o v r c h epiteliálních buněk lidského 

gastrointestinálního t r a k t u , které zabraňují a d h e z i patogenních mikroorganismů ( Jepson a ko l . 

1 9 9 6 ) . 

N a v z d o r y vysoké vědecké hodnotě těchto in vitro testů je převedení výsledků na s i t uac i 

in vivo značně obtížné, protože není z a h r n u t a k o m u n i k a c e m e z i buňkami navzájem, k o m u n i k a c e 

m e z i buňkami a h o s t i t e l e m a v l i v mikrobiální k o m u n i t y j e d i n c e ( R e m u s a k o l . 2 0 1 1 ) . P r o t o je 

s n a h a d a t a z in vitro testů d o p l n i t i n f o r m a c e m i o chování probiotického k m e n e in vivo 

( M a r i a n e l l i a ko l . 2 0 1 0 ) . 

I když b a k t e r i e r o d u Loctobacillus j s o u považovány za bezpečné (mají s t a tu s GRAS ) u 

potenciálních probiotických kmenů je přesto doporučeno, před j e j i ch použitím v potravinářství 

či j iných o b l a s t e c h , provést následující t e s t y ( FAO 2 0 0 6 ) : 

• stanovení r e z i s t e n c e k vybraným antibiotikům 

• zhodnocení všech nežádoucích projevů u konzumentů daného výrobku 

• zhodnocení z d a k m e n patří k d r u h u , který je znám produkcí toxinů 

• zhodnocení z d a k m e n patří k d r u h u , který je známý h e m o l y t i c k o u a k t i v i t o u 

Ex is tu je totiž několik studií, které naznačují, že některé probiotické k m e n y různých druhů 

r o d u Loctobacillus m o h o u být potenciálně patogenní a zodpovědné za některé sys témové 

i n f ekce a nadměrné s t i m u l a c e i m u n i t y u citlivých jedinců ( M a r t e a u 2 0 0 1 ) . Je však p o u z e několik 

zdokumentovaných případů a všechny by ly pozorovány u jedinců d louhodobě nemocných n e b o 

u jedinců s o s l a b e n o u i m u n i t o u ( F A O 2 0 0 6 ) . 

V potravinářském průmyslu je také důležité zabezpečit, a b y použité probiotické k m e n y 

netvoři ly v potravinách biogenní a m i n y . V nízkých koncentracích j s o u biogenní a m i n y přirozenou 

složkou především fe rmentovaných p o t r a v i n . M e z i nejčastěji se vyskytující biogenní a m i n y patří 

h i s t a m i n , t y r a m i n , f e n y l a l a n i n , p u t r e s c i n a k a d a v e r i n ( C o t o n a k o l . 2 0 1 0 ) . Biogenní a m i n y 

( h i s t a m i n , t y r a m i n ) vznikají v důsledku ak t i v i t y dekarboxyláz produkovaných gram-pozitivními 

b a k t e r i e m i . Běžně neznamenají biogenní a m i n y p r o zdravé o s o b y žádný problém. Při 

nadměrnému příjmu může však docházet k poruchám centrálního nervového systému, 

poruchám krevního oběhu , zhoršené f u n k c i j a t e r , b o l e s t e m h lavy , bušení s r d c e , zvracení a 

prů jmům (Sha laby 1 9 9 6 , C o t o n a C o t o n 2 0 0 5 ) . Česká a evropská l eg i s l a t i va s t a n o v u j e l im i t y p r o 

9 



p o t r a v i n y , které by m o h l y z n a m e n a t největší r i z i ko (např. l im i t p r o t y r a m i n v sýrech n e b o 

h i s t a m i n v rybách). 

V e l m i zaj ímavým t é m a t e m je p r o d u k c e konjugovaných kyse l in l inoleových (CLA) , které j s o u 

směsí pozičních a geometr ických izomerů l inoleových kyse l in o 18 uhlících. Běžně se nacházejí 

v hovězím m a s e , j ehněč ím m a s e či v mléčných výrobcích. Zdravotní e f e k t y kongujovaných 

l inoleových kyse l in by l y prokázány a j s o u t o například p r e v e n c e vůči atheroskleróze, různým 

t ypům r a k o v i n y , vysokému krevnímu t l a k u a také zlepšují imunitní f u n k c e . C e l k e m b y l o popsáno 

2 8 různých C L A izomerů, přičemž nejčastěji se vyskytují izoméry cis-9 a trans-11 (příjem 

z p o t r a v y více než 9 0 % ) ( B h a t t a c h a r y a a k o l . 2 0 0 6 ) . 

2.2.4 In vivo studie potenciálních probiotických kmenů 

S t u d i e in vivo j s o u prováděny především na zvířecích m o d e l e c h , následně pak probíhají 

klinické s t u d i e (Snel a k o l . 2 0 1 0 ) . Hlavním cí lem těchto studií je prokázání prospěšného e f e k t u 

na zdraví lidí (např. snížení r iz ika určitých nemocí n e b o rychlejší zotavení z n e m o c i ) . Zdravotní 

e f ek t se větš inou týká onemocněn í spojených s GIT (akutní průjmy bakteriálního i v i rového 

původu, průjmy způsobené nozokomiálním d r u h e m Clostridium difficile a průjmy p o t e r a p i i 

a n t i b i o t i k y ) . M i m o j iné by ly prokázány i e f e k t y redukující výskyt alergií či n a o p a k stimulující 

imunitní systém ( P i ne i r o a S t a n t o n 2 0 0 7 ) . P ro potvrzení zdravotního e f e k t u se dělají náhodné 

tzv . dvojitě-zaslepené p l a c e b e m kontrolované (DBPC) t e s t y . S t u d i e musí z o h l e d n i t i případnou 

p o t r a v i n u , ve které by se potencionální probiotický k m e n m o h l v b u d o u c n u používat ( F A O 

2 0 0 6 ) . 

Molekulární m e c h a n i s m y způsobující většinu zdraví prospěšných efektů, n e j s o u z ce l a 

známy. Je jasné, že se liší o d j e d n o h o probiotického k m e n e k d ruhému a m o h o u být kombinací 

m n o h a faktorů. Některé m e c h a n i s m y j s o u však def inovány dobře , např. s c h o p n o s t jistých 

kmenů p r o b i o t i k zmírnit laktózovou i n t o l e r a n c i produkcí e n z y m u 3-galaktosidázy, který 

h y d r o l y z u j e laktózu ( P ine i ro a S t a n t o n 2 0 0 7 ) . 

2.2.5 Využití probiotických kmenů BMKv potravinářském průmyslu 

Nejvýznamnější z d r o j e m probiotických kmenů bakterií j s o u p r o spotřebitele mléčné 

výrobky ( C h a m p a g n e a k o l . 2 0 1 1 ) . P ro s a m o t n o u f e r m e n t a c i paster izovaného mléka při přípravě 

fe rmentovaných mléčných výrobků n e j s o u t y t o probiotické k m e n y vyžadovány, a le j s o u 

přidávány a b y „ko fe rmentova l y " s a c h a r i d y s p o l u se startovacími k u l t u r a m i ( N g a k o l . 2 0 1 1 ) . 

Ačkoliv se udává, že mléčné výrobky j s o u nejlepší m a t r i c e , j e j i ch nevýhodou je skutečnost, že 

n e m o h o u být konzumovány o s o b a m i s laktózovou intolerancí ( H e e n a n a k o l . 2 0 0 4 ) . P r o t o se 

p o z o r n o s t obrací i na možnosti využití probiotických p o t r a v i n vy robených z j iných než mléčných 
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m a t r i c . J edná se o masné výrobky, cereál ie , sóju, ovocné džusy, z e l e n i n u a dalš í ) (Champagne a 

k o l . 2 0 1 1 , G i r a f f a a k o l . 2 0 1 0 , R i v e r a-Esp inoza a k o l . 2 0 1 0 ) . 

Ačkoliv nejdůležitější c h a r a k t e r i s t i k o u probiotických bakterií j e j e j i ch pozitivní e f e k t na 

zdraví h o s t i t e l e , j e také nesmírně důležité zhodnocení j e j i ch technologických vlastností 

( V i n d e r o l a a k o l . 2 0 0 2 ) . M e z i nejdůležitější v l a s t n o s t i patří s c h o p n o s t probiotické k u l t u r y 

z a c h o v a t si životnost během zpracování a uchování p o t r a v i n y ( K a n m a n i a k o l . 2 0 1 1 ) . Životnost 

probiotických kmenů v potravní m a t r i x závisí na celé řadě faktorů (Katar ia a k o l . 2 0 0 9 , M a t t i l a -

S a n d h o l m a k o l . 2 0 0 2 , R i v e r a-Esp inoza a k o l . 2 0 1 0 , T a n n o c k 2 0 0 3 ) : 

• fyziologický s tav probiotického k m e n e (ve které fázi životního cyk lu by l d o výrobku přidán) 

• k o n c e n t r a c e buněk v čase k o n z u m a c e daného výrobku (optimální množství přijatých 

buněk p r o projevení zdraví prospěšného e f e k t u je 1 0 9 CFU/g) 

• fyzikální podmínky během skladování výrobku s probiotickým k m e n e m ( t e p l o t a 

skladování, h l a d i n a kyslíku) 

• chemické složení p r o d u k t u , ke kterému je probiotický k m e n přidán ( pH , přítomnost 

inhibitorů růstu a ak t i v i t y probiot ického k m e n e ) 

• i n t e r a k c e probiotického k m e n e s původní mikroflórou p o t r a v i n y 

Probiotické potrav inové výrobky v současnosti dostupné na t r h u j s o u větš inou ve s t a vu 

t eku tém. P o z o r n o s t j e však věnována i sušeným fo rmám, které umožňují vyšší přežití bakteriální 

probiotické k u l t u r y při průchodu GIT ( K l a y r a u n g a k o l . 2 0 0 9 ) . M e z i na t r h u dostupné potravinové 

výrobky se sušenými p r o b i o t i k y patří cereál ie , dětská výživa a sušené mléko. 

D n e s j s o u dostupné následující f o r m y výrobků obsahující sušené probiotické k m e n y 

( C h a m p a g n e a k o l . 2 0 1 1 ) : 

• m i k r o k a p s l e ( p r o d u k t y obsahují částice o v e l i k o s t i 5 0 až 2 5 0 u.m) 

• t a b l e t y 

M i k r o e n k a p s u l a c e se používá p r o balení bakteriálních buněk d o miniaturních kapslí, které 

m o h o u uvolňovat svůj o b s a h k o n t r o l o v a n o u rychlostí za specifických podmínek (Ana l a S ingh 

2 0 0 7 ) . K vytvoření mikrokapslí m o h o u být použity různé p o l y m e r y a gelové m a t r i c e biologického 

původu j a k o je škrob, k y se l i na alginová, k a r a g e n a n a x a n t h a n ( S e m y o n o v a k o l . 2 0 1 0 ) . Životnost 

probiotického k m e n e L. rhamnosus E-97800 enkapsulovaného d o škrobových granulí, který byl 

skladován při pokojové teplotě a za normální atmosfér ické v l h k o s t i , by la ne jméně šest měsíců, 

při zmražení 18 měsíců. Použití těchto kapslí při průchodu GIT ukázalo, že materiál kapslí byl 

rezistentní k horní části GIT, čili nízkému p H a žlučovým solím ( M a t t i l a - S a n d h o l m a k o l . 2 0 0 2 ) . 
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Z testů je patrné, že enkapsulované buňky j s o u uvolňovány z kapslí na konc i i lea a na začátku 

t lustého střeva (Chan a Z h a n g 2 0 0 5 ) . Výhodou m i k r o e n k a p s u l a c e j e také zakomponování 

kryoprotektivních a osmoprotekt ivních k o m p o n e n t d o kapslové m a t r i c e , které zvyšuje přežití 

buněk během zpracování a uskladnění výrobku (Ana l a S i ngh 2007 ) . 

Kromě kapslí m o h o u být probiotické k m e n y podávány ve fo rmě t a b l e t , které však 

nedosahují ochranného potenciálu kapslí obsahujících probiotický k m e n ( K l a y a u n g a k o l . 2 0 0 9 ) . 

Je doporučeno, a b y na o b a l u p o t r a v i n y obsahující probiotický k m e n by l vyznačen minimální 

počet živých buněk na konc i t r v a n l i v o s t i p o t r a v i n y , zdravotní účinek, doporučený způsob 

skladování a především rodové a druhové jméno a označení k m e n e probiotické b a k t e r i e ( P i n e i r o 

a S t a n t o n 2 0 0 7 ) . 

2.3 Ant imikrobiá ln í lá tky p r o d u k o v a n é kmeny BMK 

Bakteriální a n t a g o n i s m u s je znám již dlouhá staletí. Průkopníkem laboratorních studií 

bakteriálního a n t a g o n i s m u by l Lou is P a s t e u r na konc i deva tenác tého století. M e z i 

nejvýznamnější antimikrobiální látky, produkované k m e n y různých druhů r o d u Lactobacillus, 

patří organické kyse l i ny , p e r o x i d vodíku, antimikrobiální p e p t i d y - b a k t e r i o c i n y ( G h a n b a r i a ko l . 

2 0 1 3 ) a o x i d uhličitý ( L ebee r a k o l . 2 0 0 8 ) . P r o d u k c e je závislá na kultivačních podmínkách, d r u h u 

m e t a b o l i s m u B M K a také na substrátu (Álvarez-Martín a k o l . 2 0 0 8 ) . 

Zpočátku by la věnována p o z o r n o s t především s c h o p n o s t i bakteriálních buněk i n h i b o v a t 

p a t o g e n y . S nástupem a n t i b i o t i k se d o s t a l y další antimikrobiální látky d o pozadí. V současné 

době se p o z o r n o s t opět obrací na p r o d u k c i antimikrobiálních látek B M K (Lacro ix 2 0 1 1 ) . Většina 

bakterií mléčného kvašení v y k a z u j e antimikrobiální ak t i v i t u p r o t i řadě patogenů v nízkých 

koncentracích ( C h a h a d a k o l . 2 0 1 2 , B e l g u e s m i a a k o l . 2 0 1 1 , M e s s a o u d i a k o l . 2 0 1 3 ) . Některé 

k m e n y B M K m o h o u i n h i b o v a t m e t h i c i l i n rezistentní Staphylococcus aureus ( M R S A ) a 

v a n k o m y c i n rezistentní e n t e r o k o k y (VRE) (Ka r ska-Wysock i a k o l . 2 0 1 0 ) . V l i v na v i r y n e b y l d o s u d 

spolehlivě dokumentován na molekulární úrovni ( L e b e e r a ko l . 2008 ) . 

2.3.1 Organické kyseliny 

D r u h y r o d u Lactobacillus produkují během f e r m e n t a c e substrátu různé t y p y organických 

ky se l i n . Antimikrobiální e f e k t j e způsoben t ím, že nedisociované organické kyse l i ny způsobují 

k o l a p s e lektrochemického g r a d i e n t u , narušují i n t e g r i t u membrány , což v e d e k poruše 

transportního systému. Samotné snížení pH okolního prostředí je inhibiční p r o b a k t e r i e citlivé 

k nízkému pH (Lacro ix 2 0 1 1 , P o d o l a k a ko l . 1 9 9 6 , Sn i jde rs a ko l . 1985 ) . 

Kyse l i na mléčná je klíčová antimikrobiální sloučenina produkovaná všemi r o d y B M K a 

především pak d r u h y r o d u Lactobacillus. K y se l i n a mléčná snižuje p H a v nedisociované fo rmě 

způsobuje p e r m e a b i l i z a c i vnější membrány gram-negativních bakterií a umožňuje t ak přístup 
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dalších antimikrobiálních látek k cytoplazmatické membráně bakteriální buňky. Kromě narušení 

membrány může kyse l i na mléčná porušovat homeostázu vnitřního prostředí bakteriální buňky 

(Salám a k o l . 2 0 0 8 ) . Popsán by l i synergický e f e k t dalších antimikrobiálních sloučenin s k y s e l i n o u 

mléčnou. Kromě t o h o může ky se l i n a mléčná vázat p r v k y esenciální p r o růst mikroorganismů, 

j a k o je například železo. T ím zabraňuje n e b o z p o m a l u j e j e j i ch růst ( A l a k o m i a k o l . 2 0 0 0 , L e b e e r a 

k o l . 2 0 0 8 ) . K o m b i n a c e kyse l i ny mléčné a meďnatých iontů v určité k o n c e n t r a c i i n h i b u j e růst 

potravinových patogenů (Sa lám a k o l . 2 0 0 8 ) . B y l o zjištěno, že k m e n y r o d u Loctobacillus 

izolované z ústní d u t i n y produkují méně kyse l i ny mléčné než k m e n y izolované ze s to l i c e . 

Všeobecně b y l o prokázáno, že k m e n y produkují méně kyse l i ny mléčné, p o k u d j s o u kultivovány 

za přítomnosti kvasničného e x t r a k t u a sacharózy; více pak za přítomnosti glukózy, fruktózy a 

laktózy ( Bosch a k o l . 2 0 1 2 ) . 

Vždy je důležité zvážit budoucí ap l i k a c i k m e n e . P r o d u k c e kyse l in ve zvýšeném množství 

snižuje p H a t ím může r e d u k o v a t množství patogenů. N a d r u h o u s t r a n u při ap l i k a c i 

probiotického k m e n e v ústní dut ině ( r e d u k c e výskytu onemocněn í j a k o j s o u p e r i o d o n t i t i d a , 

g i ng i v i t i d a či zubní kaz) je vysoká p r o d u k c e kyse l i n nežádoucí kvůli j e j i ch v l i vu na zubní s k l o v i n u 

(Bosch a k o l . 2 0 1 2 ) . 

2.3.2 Peroxid vodíku 

P e r o x i d vodíku je produkován v přítomnosti kyslíku j a k o výsledek činnosti 

f lavoprote inových oxidáz n e b o nikot inamidadenindinukleoidových peroxidáz. Antimikrobiální 

e f ek t p e r o x i d u vodíku je založen na o x i d a c i sulfyhydrylových s k u p i n způsobujících d e n a t u r a c i 

m n o h a enzymů ( t vo rba disulfidických s k u p i n ) a na p e r o x i d a c i membránových lipidů, což v e d e k 

zvýšení membránové p e r m e a b i l i t y ( K o n g a D a v i s o n 1 9 8 0 ) . Přesný molekulární m e c h a n i s m u s 

však není úplně znám ( L ebee r a ko l . 2 0 0 8 ) . P e r o x i d vodíku může být taktéž p r e k u r z o r e m 

p r o d u k c e superoxidových ( O 2 ) a hydroxylových ( O H ) radikálů, které m o h o u poškozovat D N A 

( B y c z k o w s k i a G e s s n e r 1988 ) . 

P e r o x i d vodíku patří m e z i klíčové antimikrobiální látky, které se tvoří především u bakterií 

r o d u Loctobacillus v e vagině zdravých žen. By lo prokázáno, že u zdravých žen v produktivním 

věku je p r o c e n t o producentů p e r o x i d u vodíku v e l m i vysoké (96-98% ) ( D i m i t o n o v a a k o l . 2 0 0 7 ) . 

M n o h o in vitro studií u k a z u j e , že l a k t o b a c i l y produkující p e r o x i d vodíku mají toxický a inhibiční 

e f ek t na p a t o g e n y vyskytující se ve vagině, jenž způsobují bakteriální vaginózy (Mi jač a ko l . 

2 0 0 6 ) , vulvovaginální kandidózy n e b o tr ichomoniázy (zodpovědné za více než 9 0 % infekčních 

vag in i t i d ) . Inh ib ice patogenních kmenů kvas i nek ve vagině žen však často není výs ledkem p o u z e 

p r o d u k c e p e r o x i d u vodíku, a le jedná se o kombinovaný inhibiční e f e k t v íce antimikrobiálních 

látek (Tomáš a ko l . 2011 ) . 
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2.3.3 Oxid uhličitý 

O x i d uhličitý je produkován především heterofermentat ivn ími l a k t o b a c i l y a podílí se na 

tvorbě anaerobního prostředí, které i n h i b u j e některé e n z y m y . Také a k u m u l a c e o x i d u uhličitého 

ve fosfol ipidové dvojvrstvě může způsobit d i s f u n k c i v permeabi l i tě membrány ( Ek l und 1984 ) . 

O x i d uhličitý může efekt ivně i n h i b o v a t růst m n o h a patogenů v potravinách, hlavně g r a m -

negativních bakterií. V k o n c e n t r a c i 1 0 % může snížit růst některých patogenů až o 5 0 % , a 

v k o n c e n t r a c i 20-50 % má s i l n o u antifungální ak t i v i t u ( L i ndg ren a D o b r o g o s y 1 9 9 0 ) . Kombinací 

b a k t e r i o c i n u n i s inu a 1 0 0 % atmosféry o x i d u uhličitého byl zvýšen antilisteriální e f ek t 

b a k t e r i o c i n u (N i l s son a k o l . 1997 ) . 

O x i d uhličitý za vysokého t l a k u se používá k ochraně p o t r a v i n před nežádoucími 

m i k r o o r g a n i s m y . T a t o a p l i k a c e nevyžaduje v y s o k o u t e p l o t u . Z t o h o t o důvodu je minimalizován 

v l i v vysoké t e p l o t y na kva l i tu p o t r a v i n . Přesný m e c h a n i s m u s antimikrobiálního účinku o x i d u 

uhličitého za vysokého t l a k u není plně znám. Nejspíše se jedná o ireverzibilní m o d i f i k a c i 

membrány , změnu k o n f o r m a c e bakteriální D N A a i nak t i v a c i klíčových enzymů bakteriálního 

m e t a b o l i s m u (Ga r c i a-Gonza l ez a k o l . 2 0 1 0 ) . 

2.3.4 Antimikrobiálnípeptidy - bakteriociny 

V posledních d v o u deseti letích v z r o s t l zájem o p r o d u k c i antimikrobiálních peptidů a 

proteinů j a k o a l t e r n a t i v y k chemickým konzervačním látkám a ant ibiot ikům. M e z i 

nejstudovanější p r o d u c e n t y antimikrobiálních peptidů patří především k m e n y r o d u 

Lactobacillus ( M k r t c h y a n a k o l . 2 0 1 0 , D e l a v e n n e a ko l . 2013 ) . 

B a k t e r i o c i n y j s o u přírodní antimikrobiální p e p t i d y n e b o p r o t e i n y o v e l i k o s t i 3 0 až 6 0 

aminokysel inových zbytků r ibozomálně syntet izované některými b a k t e r i e m i . J sou uvolňovány 

extracelulárně. O b v y k l e inhibují bakteriální d r u h y blízce příbuzné k p r o d u c e n t o v i ( A r a k a w a a ko l . 

2 0 0 9 , T o d o r o v 2 0 0 9 ) . P r o d u k c e b a k t e r i o c i n u je důležitou c h a r a k t e r i s t i k o u p r o probiotický k m e n . 

P ro některé antimikrobiální prote inové látky se používá termín bakter iocinům podobné 

s u b s t a n c e . T y t o s u b s t a n c e n e j s o u kompletně def inované a neodpovídaj í kritériím p ro 

b a k t e r i o c i n y , a le mají inhibiční v l a s t n o s t i a j s o u bílkovinné p o v a h y . Často j s o u produkovány 

k m e n y r o d u Lactobacillus ( A t a n a s s o v a a k o l . 2003 ) . 

Fáze růstového cyk lu buněk, kdy j s o u b a k t e r i o c i n y produkovány, se liší m e z i k m e n y i 

samotnými b a k t e r i o c i n y . B y l o zjištěno, že některé b a k t e r i o c i n y r o d u Lactobacillus j s o u 

produkovány během exponenciální fáze ( P r i ngsu l aka a ko l . 2 0 1 2 ) . Na d r u h o u s t r a n u existují 

s t u d i e , ve kterých j s o u některé b a k t e r i o c i n y produkovány během stacionární fáze růstu n e b o v 

pozdní stacionární fázi růstu (Cas t ro a k o l . 2 0 1 1 , J i ang a ko l . 2 0 1 2 ) . 

B y l o také zjištěno, že k m e n y různých druhů B M K m o h o u p r o d u k o v a t stejné b a k t e r i o c i n y . 

Přesto, že j s o u totožné, j s o u produkovány v j iné fázi životního cyk lu p r o d u c e n t a . Př íkladem 
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m o h o u být b a k t e r i o c i n y s akac i n A a c u r v a c i n A , produkované k m e n y Lactobacillus sakei L b 7 0 6 a 

Lactobacillus curvatus L H T 1 1 7 4 . Sakac in A je produkován během celé exponenciální fáze růstu, 

n a p r o t i t o m u c u r v a c i n A je produkován v pozdní exponenciální fázi růstu (Lac ro ix 2 0 1 1 ) . 

2.3.4.1 Klasifikace bakteriocinů BMK 

K las i f i kace bakteriocinů B M K je složitá a by la několikráte pozměněna. P a s cua l a ko l . (2008) 

uvádí rozdělení bakteriocinů d o pěti t ř íd ; T o d o r o v (2009 ) je dělí na tři hlavní třídy, které j s o u 

dále č leněny d o podtříd a Lac ro ix (2011) pak na čtyři hlavní třídy rozdělené d o podtř íd. Dále 

b u d o u podrobněji probrány j e n první dvě třídy, d o kterých patří většina bakteriocinů B M K a je 

na ně zaměřen výzkum (Lacro ix 2 0 1 1 ) , protože mají největší potenciál p r o využití 

v potravinářském průmyslu (Nes a k o l . 1996 ) . 

2 .3 .4 .1 .1 Třída I: L a n t h i b i o t i k a 

L a n t h i b i o t i k a ( l a n t h i o n i n e - c o n t a i n i n g a n t i b i o t i c p e p t i d e s ) j s o u malé (méně než 5 kDa) 

p e p t i d y složené z 19 až 3 8 a m i n o k y s e l i n (O ' Shea a k o l . 2 0 1 2 , Sah l a B i r b a u 1 9 9 8 ) . Zahrnují řadu 

unikátních s loučenin, vče tně posttranslačně modif ikovaných peptidů obsahujících neobvyklé 

a m i n o k y s e l i n y l a n t h i o n i n a B - m e t h y l l a n t i o n i n . Dříve by ly č leněny p o d l e s t r u k t u r y na t y p A , což 

j s o u vláknité p e p t i d y a t y p B, což j s o u více kompaktní a globulární p e p t i d y . Nedávno by la 

rozdělena l a n t i b i o t i k a d o šesti p o d s k u p i n , založených na primárních sekvencích a m i n o k y s e l i n 

(Tabu lka 1) ( O ' C o n n o r a ko l . 2 0 0 5 ) . 

Tabulka 1: Třída I bakteriocinů BMK a jejípodtřídy, včetně příkladů mikroorganismů, které je produkují 
(převzato a upraveno dle O'Connor a kol. 2005) 

Podtřída Příklad bakteriocinů P roducen t 

1 Nisin Lactococcus lactis subsp . lactis 

II P lantar ic in C Lactobacillus plantarum 

III P lantar ic in p lwa Lactobacillus plantarum 

IV P lantar ic in p lwb Lactobacillus plantarum 

V Cyto lys in C y l L L a CylLS Enterococcus faecalis 

VI Laktoc in S Lactobacillus sake 
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M e z i nejvýznamnější l a n t h i b i o t i k a a rovněž m e z i nejvýznamnější b a k t e r i o c i n y B M K , patří 

p e d i o c i n PA-1 a n is in (Nes a T a g g 1996 ) . N i s i n j e produkován k m e n y Lactococcus lactis a je d n e s 

schválen j a k o potrav inové a d i t i v u m ve více než 5 0 zemích světa ( Lac ro ix 2011 ) . 

2 .3 .4 .1 .2 Třída II: malé , tep lotně stabilní b a k t e r i o c i n y 

Třída II z a h r n u j e teplotně stabilní p e p t i d y (menší než 10 kDa) , které j s o u rezistentní 

k teplotě nad 100°C n e b o j s o u autoklávovate lné. N i k d y neobsahují l a n t h i o n i n a dále j s o u děleny 

d o tří podtříd ( T o d o r o v 2 0 0 9 , O ' S h e a a k o l . 2 0 1 2 ) . 

Nejvíce známé b a k t e r i o c i n y j s o u řazeny d o podtřídy NA a j s o u taktéž nazývané b a k t e r i o c i n y 

podobné p e d i o c i n u . Skládají se ze d v o u d o m é n : N-terminální doména , která zprostředkovává 

v a z b u b a k t e r i o c i n u na p o v r c h cílové buňky; C-terminální doména , která p e n e t r u j e d o 

hydrofobní části membrány cí lové buňky. Obě domény j s o u s p o j e n y tak , že je umožněn p o h y b 

domén ( Johnsen a k o l . 2 0 0 5 ) . B a k t e r i o c i n y podtřídy NA n a v z d o r y vysoké strukturální 

p o d o b n o s t i , vykazují značně se lišící antimikrobiální účinky. V e srovnání s j inými b a k t e r i o c i n y 

mají v e l m i úzké s p e k t r u m ak t i v i t y a j s o u účinné m i m o j iné i p r o t i Listeria monocytogenes (D r i de r 

a k o l . 2 0 0 6 ) . 

Dvoupept idové b a k t e r i o c i n y řazené d o podtřídy MB j s o u větš inou malé (5-10 kDa) a 

tep lotně stabilní. J edná se o membránově aktivní p r o t e i n y . A k t i v i t a dvou-pept idového 

b a k t e r i o c i n u často závisí na synergickém působení o b o u komplementárn ích peptidů, které 

samostatně buď nemají, n e b o mají v e l m i nízkou a k t i v i t u (gasser i c in K 7 A , gas se r i c i n 

K7B) (Majhenič a ko l . 2 0 0 4 , P e t e r n e l a k o l . 2 0 1 0 ) . N a d r u h o u s t r a n u některé dvou-peptidové 

b a k t e r i o c i n y mají aktivní buď j e d e n n e b o druhý p e p t i d samostatně (např. p l a n t a r i c i n S). 

K o m b i n a c e o b o u peptidů však působí s y n e r g i c k y a výsledný inhibiční účinek je větší než u 

každého peptidů zvlášť (C in tas a k o l . 1998 ) . 

Strukturální g e n y o b o u komplementárn ích peptidů j s o u umístěny často v e d l e s e b e na 

ste jném o p e r o n u , následovány imunitním g e n e m tvořící genový k las t r . O b a p e p t i d y j s o u 

syntet izovány j a k o inaktivní p r e p e p t i d y s krátkou N-terminální sekvencí (14-24 a m i n o k y s e l i n ) . 

Vedoucí s e k v e n c e t y p u d v o u glycinů je odštěpena během s e k r e c e peptidových m o l e k u l z buněk 

p r o d u c e n t a . Dále je př í tomen A B C ( A T P - b i n d i n g casse t t e ) t ransportérový p r o t e i n s p o l u 

s př idaným (př ipojeným) p r o t e i n e m , které j s o u vyžadovány p r o t r a n s p o r t a s e k r e c i b i o l o g i c k y 

aktivního b a k t e r i o c i n u ( P e t e r n e l a k o l . 2 0 1 0 ) . 

M e z i nejznámější b a k t e r i o c i n y té to podtřídy patří l ak t ac in F a p l a n t a r i c i n N C 8 . Lak tac in F, 

produkovaný k m e n e m Lactobacillus johnsonii V P 1 1 0 8 8 ( C C M 2 9 3 5 ) , má relat ivně úzké s p e k t r u m 

účinku a je baktericidní p o u z e p r o t i blízce příbuzným bakter i ím. P l an t a r i c i n N C 8 j e produkovaný 

k m e n e m Lactobacillus plantarum N C 8 . K j e h o p r o d u k c i dochází p o u z e t e h d y , když je k m e n 
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Lactobacillus plantarum N C 8 současně kult ivovaný s j inými g r a m pozitivními b a k t e r i e m i , j a k o 

j s o u d r u h y r o d u Pediococcus, Lactococcus a Listeria ( O ' C o n n o r a k o l . 2 0 0 5 ) . 

Poslední podtřída IIC o b s a h u j e rozličnou řadu bakteriocinů, zahrnující všechny 

n e l a n t h i b i o t i k a , které nepatří d o podtřídy NA a MB. D o té to s k u p i n y patří např. a c i d o c i n B 

( O ' C o n n o r a k o l . 2 0 0 5 ) . 

2 .3 .4 .1 .3 Třída III a Třída IV 

Třída III bakteriocinů z a h r n u j e velké (>30 kDa) (D r i de r a k o l . 2 0 0 6 ) , termolabi lní 

b a k t e r i o c i n y . Př ík ladem může být h e l v e c i n J produkovaný k m e n e m Lactobacillus helveticus 4 8 1 ; 

h e l v e c i n V produkovaný k m e n e m Lactobacillus helveticus 1 8 2 9 a l ak tac in B produkovaný 

k m e n e m Lactobacillus acidophilus N 2 ( O ' C o n n o r a k o l . 2 0 0 5 ) . 

Třída IV z a h r n u j e t zv . cirkulární b a k t e r i o c i n y . T y t o p e p t i d y j s o u schopné c i r k u l a r i z a c e a 

m e c h a n i s m u s j e j i ch účinku je p e r m e a b i l i z a c e membrány citlivých bakterií, čímž následně 

dochází k ztrátě iontů. M e z i nejznámější a j a k o první popsaný cirkulární b a k t e r i o c i n patří 

e n t e r o c i n AS-48 (van B e l k u m a k o l . 2 0 1 1 ) . 

2.3.4.2 Geny pro produkci bakteriocinů 

G e n y p r o p r o d u k c i bakteriocinů u B M K j s o u často lokalizovány na mobilních genet ických 

e l e m e n t e c h , j a k o j s o u p l a z m i d y či konjugativní transpozóny. M o h o u být horizontálně přenášeny 

m e z i bakteriálními k m e n y (O ' Shea a k o l . 2 0 1 2 ) . V případě l oka l i z a ce g e n u p r o p r o d u k c i 

bakteriocinů na p l a z m i d u bývá na p l a z m i d u umístěn i imunitní p r o t e i n ( Sab ia a k o l . 2014 ) . 

Některé g e n y p r o p r o d u k c i bakteriocinů však by ly detegovány také na c h r o m o z o m u . Tak je t o m u 

například u g a s s e r i c i n u K 7 A a g a s s e r i c i n u K7B produkovaných k m e n e m Lactobacillus gasseri K7 

(Majhenič a ko l . 2 0 0 4 , P e t e r n e l a k o l . 2 0 1 0 ) . 

B a k t e r i o c i n y gas se r i c i n K 7 A a gas se r i c i n K7B patří m e z i j e d n y z prvních, dobře 

charakterizovaných bakteriocinů produkovaných probiotickým k m e n e m lidského původu -

L. gasseri K7 . Je j i ch s e k v e n c e je dostupná v G e n B a n k ( P e t e r n e l a k o l . 2 0 1 0 ) . J edná se o 

b a k t e r i o c i n y s širokým s p e k t r e m inhibičních účinků vůči gram-pozitivním bakter i ím, včetně 

kmenů d r u h u Clostridium difficile a Clostridium perfringens (Mati jašič a Roge l j 2 0 0 0 ) . O b a 

b a k t e r i o c i n y j s o u klasifikovány j a k o dvoupept idové b a k t e r i o c i n y a p o d l e k l a s i f i kace j s o u řazeny 

d o podtřídy MB bakteriocinů ( P e t e r n e l a k o l . 2 0 1 0 ) . Podrobný p o p i s genových klastrů o b o u 

bakteriocinů je u v e d e n na O b r . 3 p r o g a s s e r i c i n K 7 A a na O b r . 4 p r o gasse r i c i n K7B . 
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Obr. 3: Genový klastr pro produkci gassericinu K7A (1143bp) Genový klastr se skládá ze tří otevřených čtecích 
rámců kódujících domnělý komplementární peptid, aktivní peptid a domnělý imunitní protein. Vše organizované 

v jednu transkripční jednotku (převzato a upraveno Treven a kol. 2013). 
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Obr. 4: Genový klastr pro produkci gassericinu K7B (3276bp) Je organizován v jednu transkripční jednotku a skládá 
se ze šesti otevřených čtecích rámců kódující domnělý ABC transportér, domnělý přidatný protein, hypotetický 

protein, domnělý komplementární protein, aktivní protein a domnělý imunitní protein (převzato a upraveno Treven 
a kol. 2013). 

G e n p r o imunitní p r o t e i n kóduje p r o t e i n chránící p r o d u c e n t a b a k t e r i o c i n u před j e h o 

účinkem ( T o d o r o v 2 0 0 9 ) . Je známo m n o h o variací t o h o t o g e n u včetně variací v e x p r e s i , v e l i k o s t i 

(51-150 a m i n o k y s e l i n ) a umístění v g e n o m u B M K . Samotný m e c h a n i s m u s účinku imunitního 

p r o t e i n u je znám poměrně málo. P ravděpodobně i n t e r a k c e m e z i imunitním p r o t e i n e m a j e h o 

r e c e p t o r e m na cytoplazmatické membráně chrání p r o d u c e n t a vůči účinku b a k t e r i o c i n u (Nes a 

T a g g 1996 ) . 

B a k t e r i o c i n y , podobně j a k o další m o l e k u l y , které j s o u syntet izovány v cytoplazmě a 

sekretovány z buňky, musí být přeneseny přes c y t o p l a z m a t i c k o u membránu d o vnějšího 

p r o s t o r u (Nes a T a g g 1996 ) . 
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2.3.4.3 Mechanismus účinku bakteriocinů produkovaných BMK 

Všeobecně se udává, že b a k t e r i o c i n y B M K by měly být účinné především na blízce 

příbuzné d r u h y B M K (či další gram-pozitivní bak te r i e ) a n e j s o u efektivní p r o t i gram-negativním 

bakteri ím v z h l e d e m k přítomnosti vnější membrány ( Pascua l a k o l . 2 0 0 8 ) . B a k t e r i o c i n y g r a m -

pozitivních bakterií ne j sou schopné rozpoznávat specifický r e c e p t o r ( O M R ) ve vnější membráně 

a t ím nemají žádný e f e k t vůči gram-negativním bakter i ím. M n o h o z n i ch působí na 

c y t o p l a z m a t i c k o u membránu cílových bakteriálních buněk t ím, že narušují proton-motivní sílu 

t v o r b o u pórů ve fosfol ipidové dvojvrstvě. By ly však popsány i další m e c h a n i s m y účinku, např. 

i n h i b i c e proteosyntézy a i n t e r f e r e n c e s N a + / K + t r a n s p o r t e m (Lacro ix 2 0 1 1 ) . P o k u d d o j d e 

k vystavení gram-negativní b a k t e r i e subletálním st resovým podmínkám, může se stát vnější 

membrána bakterií propustná p r o b a k t e r i o c i n y B M K (Lacro ix 2 0 1 1 ) . Je-li vnější membrána u 

gram-negativních bakterií narušena nějakým fyzikálním n e b o chemickým zásahem, inhibují 

b a k t e r i o c i n y B M K i gram-negativní b a k t e r i e (Obr . 5) (Chalón a k o l . 2 0 1 2 ) . Také by l prokázán 

synergický e f e k t bakteriocinů a EDTA , který by l účinný p o u z e vůči gram-pozitivním bakteri ím. 

E D T A narušuje vnější membránu a umožňuje tak přístup bakteriocinů k cytoplazmatické 

membráně (Cas t ro a k o l . 2 0 1 1 ) . 

M n o h o z l a n t h i b i o t i k (viz 2.3.4.1.1) má společný způsob účinku - narušují v c í lovém 

o r g a n i s m u přenos protonů vy tvářen ím pórů v cytoplazmatické membráně (O ' Shea a ko l . 2 0 1 2 ) . 

Některé z těchto bakteriocinů užívají m e c h a n i s m u s , který n e j p r v e v e d e k vazbě na p r e k u r z o r 

buněčné stěny - l ip id II ( O ' C o n n o r a ko l . 2005 ) . 
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Obr. 5: Účinek narušení vnější membrány na schopnost interakce bakteriocinů s cytoplazmatickou membránou 
(převzato a upraveno dle Chalan a kol. 2012). 

A- bakteriociny a jejich účinek na intaktní buňku gram-negativních bakterií; B- na buňku s permeabilizovanou vnější 
membránou; nisin a pediocin - bakteriociny produkované gram-pozitivními bakteriemi; mikrociny - bakteriociny 

produkované gram-negativními bakteriemi; PG- peptidoglykan; OM - vnější membrána; OMR - vnější membránový 
receptor; IM- vnitřní membrána; IMR - vnitřní membránový receptor; IT- intracelulární cíl 

2.3.4.4 Využití bakteriocinů v potravinářském průmyslu 

V potravinářském průmyslu se s výhodou používají k m e n y , které by ly izolovány ze stejné 

potrav inové m a t r i c e , protože j s o u už na podmínky dané p o t r a v i n y adaptovány ( C a s t r o a ko l . 

2 0 1 1 ) . Při p r o c e s u výroby potravinových produktů lze využít tři způsoby přidání bakteriocinů 

j a k o přírodních konzervantů: 

• i n o k u l a c e potrav inové m a t r i c e m i k r o o r g a n i s m y def inovanými j a k o ochranná k u l t u r a , která 

p r o d u k u j e inhibiční antimikrobiální látky (Gálvez a ko l . 2010 ) , 

• přidat mikrobiální m e t a b o l i t y , především b a k t e r i o c i n y v semipurif ikované n e b o 

purif ikované fo rmě (Gálvez a k o l . 2 0 1 0 ) , 

• p r o výrobu daného potravinářského výrobku lze použít s u r o v i n y , které by ly dříve 

f e rmentované bakteriální k u l t u r o u produkující b a k t e r i o c i n (Cas t ro a k o l . 2011 ) . 

Nevýhodou použití semipurif ikovaných n e b o purif ikovaných bakteriocinů je skutečnost, že 

se m o h o u vázat na některé složky p o t r a v y ( tuk, prote inové částice). N icméně j e d e n 

z nejznámějších bakteriocinů - n is in (produkovaný Lactococcus lactis s sp . lactis) j e používán j a k o 

přírodní k o n z e r v a n t ve fo rmě bí lkovinného preparátu (Gagg ia a k o l . 2 0 1 1 , Pa r i s i en a k o l . 2 0 0 7 ) . 

Využití ochranné mikrobiální k u l t u r y je však výhodnější . Některé k m e n y producentů 

bakteriocinů m o h o u mít probiotické v l a s t n o s t i , a t ak m o h o u být prospěšné konzumentům 
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potravinářského výrobku ve více směrech . N e m é n ě důležitý je f ak t , že m i k r o o r g a n i s m y m o h o u 

ovl ivňovat s t r u k t u r u , senzorické v l a s t n o s t i a nutriční h o d n o t u p o t r a v i n (Gagg ia a k o l . 2 0 1 1 ) . 

Využití bakteriocinů produkovaných B M K v potravinách je výhodné z několika následujících 

důvodů (Gálvez a ko l . 2 0 0 7 ) : 

• prodlužuje t r v a n l i v o s t p o t r a v i n y 

• snižuje r i z i ko přenosu potravinových patogenů 

• snižuje ekonomické ztráty vzniklé kažením p o t r a v i n 

• r e d u k u j e ap l i kac i chemických konzervantů 

• snižuje n u t n o s t teplotního ošetření p o t r a v i n y t e p l o t o u a t ím ztrátu některých v i taminů a 

změnu organoleptických vlastností p o t r a v i n 

• j s o u t o látky všeobecně považované za bezpečné 

• n e j s o u toxické p r o eukaryotní buňky 

• j s o u inaktivovány proteázami v GIT 

• j e j i ch účinek je cílen na c y t o p l a z m a t i c k o u membránu bakterií 

• m o h o u být kódovány p l a z m i d y , což umožňuje g e n e t i c k o u m a n i p u l a c i 

U m n o h a bakteriocinů byl detegován synergický e f e k t s dalšími antimikrobiálními látkami 

využívanými v potravinářském průmyslu (např. přírodní fenolové sloučeniny a další 

antimikrobiální p r o t e i n y ) . J ako užitečné se jeví simultánní podání d v o u a více bakteriocinů, 

protože lze použít b a k t e r i o c i n y v nižších dávkách. Také se v y h n e m e přerůstání b a k t e r i o c i n -

rezistentních buněk n e b o buněk adaptovaných (Gálvez a k o l . 2 0 0 7 ) . K o m b i n a c e použití 

bakteriocinů a fyzikálního ošetření p o t r a v i n y (vysoký t l ak n e b o pulzní elektrické po l e ) zvyšuje 

o c h r a n u p o t r a v i n y p ro t i patogenním bakteri ím, především p r o t i bakteriálním endosporám 

(Arqués a k o l . 2 0 1 1 , Gálvez a k o l . 2 0 0 7 ) . 

I když většina studií se týká aplikací antimikrobiálních peptidů j a k o konzervačních látek 

v potrav inách, některé práce poukazují na potenciálně významnou rol i bakteriocinů v bakteriální 

k o m p e t i c i při k o n t r o l e komplexních ekosystémů, jakými je například lidský GIT ( K l e e r e b e z e m a 

k o l . 2 0 1 0 , Pa r i s i en a k o l . 2 0 0 7 ) . 
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2.3.4.5 Hybridní bokteriociny 

B a k t e r i o c i n y produkované B M K mají větš inou v e l m i úzké s p e k t r u m ak t i v i t y a j s o u aktivní 

hlavně vůči gram-pozitivním bakteri ím ( m i m o B M K j s o u t o především k m e n y Listeria 

monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens a Clostridium difficile), což je 

l im i t u j e p r o ap l i k a c i v klinické m i k r o b i o l o g i i a veter inární m i k r o b i o l o g i i ( P i n to a k o l . 2 0 0 9 , 

C h a r l i e r a k o l . 2 0 0 9 ) . P ro j e j i ch účinné využití by b y l o vhodné , a b y s p e k t r u m ak t i v i t y by lo 

rozšířeno i na gram-negativní patogenní m i k r o o r g a n i s m y (Chalón a ko l . 2 0 1 2 ) . M e z i nejznámější 

gram-negativní p a t o g e n y potrav inového řetězce, jejichž rezervoárem j s o u hospodářská zvířata, 

patří k m e n y d r u h u Campylobacter jejuni (kuřecí m a s o , čerstvé mléko) n e b o toxigenní k m e n 

Escherichia coli 0 1 5 7 : H 7 (hovězí m a s o ) . Předevš ím k m e n y d r u h u Campylobacter jejuni j s o u d n e s 

považovány za nejběžnějšího původce bakteriálních průjmů (EFSA 2 0 1 0 , Z h a o a ko l . 1998 ) . 

S t resové prostředí na fa rmách , změny ve výživě jednot l ivých hospodářských zvířat n e b o t e r a p i e 

a n t i b i o t i k y m o h o u silně ovl ivňovat složení gastrointestinální m i k r o b i o t y a t ím zvyšovat 

náchylnost k infekcím (O l i ve r a k o l . 2 0 0 9 ) . Také v klinické m i k r o b i o l o g i i j e m n o h o g r a m -

negativních patogenních kmenů, např. k m e n y d r u h u Salmonella En t e r i t i d i s a Salmonella 

T y p h i m u r i u m (Chalón a ko l . 2 0 1 2 ) a k m e n y d r u h u Escherichia coli způsobující onemocněn í o d 

g a s t r o e n t e r i t i d až po selhání l edv in a krvácivé průjmy (Acuňa a k o l . 2012 ) . 

Rozšíření s p e k t r a účinnosti bakteriocinů by umožnilo zkonstruování hybridního 

b a k t e r i o c i n u kombinací genů již zmíněných bakteriocinů B M K (aktivní především p r o t i g r a m -

pozitivním bakteri ím) a m i k r o c i n u (produkovaného k m e n y E. coli a aktivní vůči gram-negativním 

bakter i ím)(Obr. 6) . O m e z i l a by se t ak možnost dalšího rozšíření genů r e z i s t e n c e na a n t i b i o t i k a 

(Gaggia a k o l . 2 0 1 1 ) . Například hybridní b a k t e r i o c i n E n t 3 5 - M c c V v y k a z o v a l inhibiční účinek p r o t i 

enterohemoragické Escherichia coli a dalším patogenním kmenům gram-negativních bakterií. 

Potenciál hybridních bakteriocinů však musí být nejdříve prostudován, j e j i ch použití siřeji 

p o s o u z e n o a poté by v b u d o u c n u m o h l být využit v m n o h a odvětv ích, včetně potravinářství 

(Acuňa a k o l . 2012 ) . 
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Obr. 6: Schéma účinku hybridního bakteriocinu (převzato a upraveno dle Acuňa a kol. 2012) 

2.4 I m u n o m a g n e t i c k á separace 

Magnet ické částice j s o u v biologických vědách (molekulární d i a g n o s t i k a , b i o c h e m i e , 

lékařství a p o d . ) využívány v následujících aplikacích (Liu a k o l . 2 0 0 4 , Šafařík a Šafaříková 1 9 9 9 ) : 

• j a k o nosiče enzymů p r o katalytické účely v e v sádkových systémech n e b o j a k o 

m i k r o r e a k t o r y 

• při i zo l ac i a pu r i f i k a c i cí lových m o l e k u l (prote inů, nukleových kyse l in apod . ) a buněk 

• v s e n z o r e c h a b i o s e n z o r e c h 

J e d n o u z výše uvedených aplikací j e i zo l a ce cílových buněk s využit ím i n t e r a k c e buňka -

protilátka. Proti látky j s o u specifické biologické rozpoznávací r e a g e n s a z t o h o t o důvodu j s o u 

používány v m n o h a analytických metodách (např. ELISA - e n z y m e - l i n k e d i m m u n o s o r b e n t 

assays , i m u n o s e n z o r y aj.) ( P a p p e r t a ko l . 2 0 1 0 ) . Magnet ický nosič j e funkcionalizován 

proti látkou - s výhodou pomocí v a z b y s t r e p t a v i d i n - b i o t i n ( k o n s t a n t a a s o c i a c e , K a = 10 ~ 1 5). Silná 

a specifická v a z b a m e z i b i o t i n e m a s t r e p t a v i d i n e m , je využívána v m n o h a o b l a s t e c h 

b i o t e c h n o l o g i e ( W a n e r a M a s c o t t i 2 0 0 8 , González a ko l . 1 9 9 7 , R i t t i ch a ko l . 2 0 0 9 ) . Na 

s p e c i f i c k o u protilátku se naváže j e n určitý t y p buněk. Ze směsi j e pak k o m p l e x odseparován 

pomocí m a g n e t u (Chen a k o l . 2 0 0 6 ) (Obr . 7) . 
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Obr. 7: Schéma imunomagnetické separace bakteriálních buněk ze směsi pomocí specifické protilátky (převzato a 
upraveno Chen a kol. 2006) 

S pomocí imunomagnet ické s e p a r a c e ( IMS) m o h o u být separovány cílové buňky přímo ze 

směsi buněk. Uvedeného p o s t u p u lze s výhodou použít při i d e n t i f i k a c i mikroorganismů pomocí 

molekulárně biologických m e t o d založených na a m p l i f i k a c i D N A . V některých případech buňky, 

ze kterých je izolovaná D N A , m o h o u být př í tomny v m a t r i c i v e v e l m i nízké k o n c e n t r a c i . V t o m t o 

případě může být IMS použita k j e j i ch nabohacení místo ku l t i v a ce , která navíc neumožňuje 

kvan t i f i k a c i buněk ve výchozí m a t r i c i . Magnet ické částice s navázaným k o m p l e x e m protilátka-

buňka m o h o u být přímo použity v PCR ( IMS-PCR) (R i t t i ch a k o l . 2 0 0 9 ) . D N A je uvolněna z buněk 

během prvního k r o k u PCR - d e n a t u r a c e d s D N A . Imunomagnet ické částice j s o u komerčně 

dostupné a při vhodně zvolené proti látce lze n a b o h a t i t některé patogenní b a k t e r i e (£. coli 

0 1 5 7 : H 7 , Salmonella sp . , Shigella sp . a Staphylococcus aureus) n e b o p r o t o z o a (Cryptosporidium 

s p p . , Giardia intestinalis){Ma a k o l . 2 0 1 4 , X i o n g a k o l . 2 0 1 4 ) . A p l i k a c e IMS p r o i zo l ac i bakterií 

mléčného kvašení j s o u vzácné. 
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3. CÍLE DIZERTAČNÍ PRÁCE 

Cílem dizertační práce b y l o s t u d i u m baktérií mléčného kvašení r o d u Lactobacillus 

produkujících antimikrobiální látky a c h a r a k t e r i z a c e j e j i ch probiotických vlastností. V rámci 

dizertační práce by la řešena následující p r o b l e m a t i k a : 

1) I den t i f i kace kmenů izolovaných ze s to l i c e plně kojených dětí, siláže a mléčných výrobků 

deponovaných ve Sbírce mlékařských mikroorganismů L a k t o f l o r a ( C C D M ; Tábor, ČR) 

pomocí molekulárně biologických m e t o d ( rodově a druhově specifických PCR, vče tně 

multiplexní PCR, rep-PCR a RAPD-PCR) a sekvenování g e n u p r o 16S r R N A . 

2) K m e n y identif ikované d o druhů by ly testovány na p r o d u k c i antimikrobiálních látek p ro t i 

s o u b o r u indikátorových kmenů pomocí agarového kapkového t e s t u a agarového difuzního 

t e s t u . 

3) U vybraných kmenů by ly charakter izovány produkované antimikrobiální látky. By lo 

zjišťováno, z d a j de o bílkovinné antimikrobiální s u b s t a n c e n e b o antimikrobiální látky 

j iného původu (organické kyse l i ny , p e r o x i d vodíku). Byl s ledován v l i v t e p l o t y , pH a 

přítomnosti E D T A a detergentů na inhibiční v l a s t n o s t i antimikrobiálních bílkovinných látek 

u vybraných kmenů. 

4) Pomocí PCR a D N A / D N A h y b r i d i z a c e by l p r o v e d e n skríning D N A kmenů na přítomnost 

genů p r o p r o d u k c i bakteriocinů a genů kódujících probiotické a další v l a s t n o s t i . Vyb rané 

p r o d u k t y PCR by ly sekvenovány a porovnány se s e k v e n c e m i v databázi G e n e B a n k . 

5) Vybrané k m e n y by ly testovány na další probiotické v l a s t n o s t i - s c h o p n o s t přežití při 

průchodu GIT ( r ez i s t ence k nízkému p H , r e z i s t e n c e k žlučovým solím), k o m p e t i c e o 

vazebná místa na střevním e p i t e l u (Caco-2 buňky) a r e z i s t e n c e na a n t i b i o t i k a . 

6) By la p r o v e d e n a imunomagnet ická s e p a r a c e buněk Lactobacillus rhamnosus pomocí 

magnetických nosičů funkcional izovaných s t r e p t a v i d i n e m a b i o t i n y l o v a n o u protilátkou 

ant\-Lactobacillus. 
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4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

4.1 Materiál 

4.1.1 Bakteriální kmeny 

4.1.1.1 Sbírkové a typové kmeny 

Sbírkové a t ypové k m e n y r o d u Lactobacillus použité v disertační práci j s o u u v e d e n y 
v T a b u l c e 2. 

Tabulka 2: Sbírkové a typové kmeny 

K m e n 
Označení 

k m e n e 
K m e n 

Označení 
k m e n e 

L. rhamnosus C C M 1 8 2 5 T L. sakei IM 398 
L. rhamnosus C C M 7091 Escherichia coli IM 429 
L. paracasei ssp. paracasei C C M 1 7 3 5 T Escherichia coli IM 4 3 0 
L. paracasei ssp. tolerans C C M 7 0 9 2 T Enterococcus faecalis IM 435 
L. fermentům C C M 7 1 9 2 T Enterococcus faecalis IM 436 
L. zeae C C M 7 0 6 9 T Salmonella enterica sv. T y p h i m u r i u m IM 318 
L. casei C C M 4 7 9 1 Staphylococcus aureus IM 353 
L. casei C C M 4 7 9 8 L. gasseri K7 
L. casei ssp. casei C C M 7 0 8 8 T Escherichia coli 0 1 5 7 : H 7 t o x - * 
L. casei ssp. casei C C M 7 0 8 9 L. helveticus C C D M 81 
L. salivarius C C M 7 2 7 4 L. helveticus C C D M 82 
L. plantarum C C M 7 0 3 9 T L. helveticus C C D M 92 
L. gasseri C C M 7 0 0 9 T L. helveticus C C D M 98 
L. johnsonii C C M 2935 L. helveticus C C D M 102 
L. johnsonii C C M 4 3 8 4 T L. acidophilus C C D M 109 
L. acidophilus C C M 4 8 3 3 L. acidophilus C C D M 149 
L. sakei 10/1 ** L. gasseri C C D M 214 
L. salivarius IM 124 L. gasseri C C D M 215 
L. fermentům IM 351 L. gasseri C C D M 332 
L gasseri IM 340 L. gasseri C C D M 335 
L delbrueckii ssp. bulgaricus IM 348 L. gasseri C C D M 340 
L. delbrueckii ssp. delbrueckii IM 349 L. gasseri C C D M 377 

CCM Česká sbírka mikroorganismů (Brno, ČR); CCDM Sbírka mlékařských mikroorganismů (Tábor, ČR); IM Sbírka Institute of 
Dairy Science and Probiotics (University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Slovenia); * kmen poskytnutý laboratoří 

Bacteriological Diagnostics of Intestinal Infections, University of Ljubljana, Slovenia; ** kmen poskytnutý prof. I. Rogelj 
(Biotechnical Faculty, University of Ljubljana, Slovenia) 
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4.1.1.2 Analyzované kmeny 

V e x p e r i m e n t e c h by l y použity bakteriální k m e n y r o d u Lactobacillus izolované z různých 

zdrojů. S o u b o r kmenů je u v e d e n v T a b u l c e 3. 

Tabulka 3A: Analyzované bakteriální kmeny rodu Lactobacillus 

K m e n Původ Izolát p o s k y t l Izolát přečistil 

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 s p . 
Lactobacillus sp . 
Lactobacillus sp . 
Lactobacillus sp . 
Lactobacillus sp . 
Lactobacillus sp . 
Lactobacillus sp . 
Lactobacillus sp . 
Lactobacillus sp . 
Lactobacillus s p . 
Lactobacillus sp . 
Lactobacillus sp . 
Lactobacillus sp . 
Lactobacillus sp . 
Lactobacillus sp . 
Lactobacillus sp . 
Lactobacillus sp . 
Lactobacillus s p . 
Lactobacillus sp . 
Lactobacillus sp . 
Lactobacillus sp . 
Lactobacillus sp . 
Lactobacillus sp . 
Lactobacillus sp . 
Lactobacillus sp . 

RL1-P 
RL2-P 
RL3-P 
RL4-P 
RL4-bi le7-5A 
RL4-bi le7-5B 
RL5-P 
RL6-P 
RL7-P 
RL8-P 
RL9-P 
RL10-P 
RL10-b i l e7-5A 
RL10-bi le7-5B 
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 

S to l i ce plně 
kojených a 

zdravých dětí 

Prof . Ing. V . R a d a , CSc . Ing. V . Dráb 
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Tabulka 3B: Analyzované bakteriální kmeny rodu Lactobacillus 

K m e n Původ Izolát posky t l Izolát přečistil 

Lactobacillus s p . RL1 
Lactobacillus s p . RL2 
Lactobacillus s p . RL3 
Lactobacillus s p . RL4 
Lactobacillus s p . RL5 
Lactobacillus s p . RL6 
Lactobacillus s p . RL7 
Lactobacillus s p . RL8 
Lactobacillus s p . RL9 
Lactobacillus s p . RL10 S to l i ce plně 

Prof . Ing. V . R a d a , CSc. 
d o c . R N D r . A . Španová, 

CSc. 
Lactobacillus s p . RL11 kojených a 

Prof . Ing. V . R a d a , CSc. 
d o c . R N D r . A . Španová, 

CSc. 

Lactobacillus s p . RL12 zdravých dětí 
Lactobacillus s p . RL13 
Lactobacillus s p . RL14 
Lactobacillus s p . RL15 
Lactobacillus s p . RL16 
Lactobacillus s p . RL17 
Lactobacillus s p . RL18 
Lactobacillus s p . RL19 
Lactobacillus s p . RL20 
Lactobacillus s p . RL22 
Lactobacillus s p . C C D M 8 3 / 0 0 * 

Lactobacillus sp. C C D M 1 4 8 / 0 0 M léčné výrobky Sbírka mlékařských * 

Lactobacillus sp. C C D M 1 5 4 / 0 2 mikroorganismů * 

Lactobacillus sp. C C D M 1 5 8 / 0 0 Siláž ( C C D M ) , Tábor, ČR * 

Lactobacillus sp. C C D M 8 2 1 / 0 0 
Lactobacillus sp. C C D M 9 6 3 / 0 0 

M léčné výrobky 
* 

* 

Lactobacillus sp. LOCK 0 9 0 0 S to l i ce plně 
T e c h n i c a l U n i v e r s i t y o f 

L o d z , P o l s k o 
Mikrobiologický ústav 

A k a d e m i e v ěd , ČR 
Lactobacillus sp. LOCK 0 9 0 8 kojených a 

T e c h n i c a l U n i v e r s i t y o f 
L o d z , P o l s k o 

Mikrobiologický ústav 
A k a d e m i e v ěd , ČR 

Lactobacillus sp. LOCK 0 9 1 9 zdravých dětí 

T e c h n i c a l U n i v e r s i t y o f 
L o d z , P o l s k o 

Mikrobiologický ústav 
A k a d e m i e v ěd , ČR 

*přečištěno v rámci disertační práce; CCDM Sbírka mlékařských mikroorganismů (Tábor, ČR); LOCK Centre of Industrial 

Microorganisms Collection (Lodz,Polskoj 

4.1.2 Magnetické nosiče a protilátky použité pro imunomagnetickou separaci 

Magnet ické nosiče by ly využity p r o přečištění produktů PCR, z nichž by ly připraveny s o n d y 

p r o následnou D N A / D N A h y b r i d i z a c i a p r o i m u n o m a g n e t i c k o u s e p a r a c i buněk. K přečištění D N A 

by ly použity magnetické částice Fko l 1 3 5 o x - P ( H E M A - c o - G M A ) (př ipravené Ing. D. Horákem, 

CSc. na Ústavu m a k r o m o l e k u l a m i c h e m i e A k a d e m i e věd ČR v P raze ) o průměru 1 u.m, s 

o b s a h e m železa v magnet ickém jádře 6 , 6 % , pokryté karboxylovými funkčními s k u p i n a m i 

(2,61 m M / g ) . P ro i m u n o m a g n e t i c k o u s e p a r a c i buněk by ly použity komerčně dodávané částice 

MPG®streptav id in ( P u r e B i o t e c h , M i d d l e s e x , USA ) s p růměrem 5 u m , dodávané v k o n c e n t r a c i 

10 m g / m l ; 4-6 x 1 0 7 částic/ml). 
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P r o f u n k c i o n a l i z a c i magnetických nosičů s navázaným s t r e p t a v i d i n e m by ly použity 

biot inylované polyklonální králičí protilátky anW-Lactobacillus (purif ikované IgG f rakce ) 

př ipravené f i r m o u A p r o n e x (Ves t ec , ČR). P r o i m u n i z a c i králíků by la použita směs 8 kmenů r o d u 

Lactobacillus: L. plantarum N C I M B 8 8 2 6 , L rhamnosus 5 7 3 L / 1 , 5 7 3 L / 2 , 5 7 3 L / 3 (Lakc id L, 

B i o m e d , L u b l i n , Po l s ko ) , L paracasei C C D M 2 1 1 ( C C D M , Tábor, ČR), Lactobacillus sp . LOCK 9 0 0 , 

LOCK 9 0 8 , LOCK 9 1 9 (Techn i ca l U n i v e r s i t y o f Lodz , Po l sko ) . 

4.1.3 Přístroje a pomůcky 

A n a e r o s t a t O X O I D ( O x o i d , B i s i n g s t o k e , Velká Br i tánie) , c e n t r i f u g a E B A 20 (He t t i ch 

Z e n t r i f u g e n , T u t t l i n g e n , Německo ) , c e n t r i f u g a m i n i Sp in p lus ( E p p e n d o r f , H a m b u r g , Německo ) , 

digitální fotoaparát O l y m p u s FE-4050 ( O l y m p u s , M a l a j s i e ) , hybridizační inkubátor M i c r o 

H y b r i d i z a t i o n I n c u b a t o r 2 0 0 0 (Sci G e n e , S u n n y v a l e , USA ) , magnetický s e p a r a t o r D y n a M a g - 2 

(Life T e c h n o l o g i e s , O s l o , N o r s k o ) , m i k r o p i p e t y D i s c o v e r y C o m f o r t HTL celá s ada (PZ HTL, 

Varšava, Po l sko ) , m i k r o p i p e t a B i oh i t P r o l i n e 1-5 m l ( P ro l i ne , He l s i nky , F insko ) , U V / V i s 

N a n o P h o t o m e t e r ( Imp len , M n i c h o v , Německo) , p H m e t r M P H 3 7 2 ( M o n o k r y s t a l y , T u r n o v , Česká 

r e p u b l i k a ) , t e r m o c y c l e r D N A e n g i n e , P e l t i e r t h e r m a l C y c l e r - 2 0 0 (B io-Rad Lab. , P h i l a d e l p h i a , 

USA ) , t h e r m o c y c l e r PTC-100 (M J R e s e a r c h , W a t e r t o w n , USA ) , t e r m o s t a t - M i n i I n c u b a t o r 

( Labne t I n t e r n a t i o n a l , W o o d b r i d g e , USA ) , t e r m o s t a t FTC 9 0 1 (Vel S c i en t i f i c a , Mi láno, Itálie), 

t r a n s i l u m i n a t o r T V R - 3 1 2 A ( S p e c t r o l i n e , A l b a n y , USA ) , vývěva KNF N e u b e r g e r M i n i L a b o p o r t 

D i a p h r a g m P u m p (KNF N e u b e r g e r , N e w Je rsey , USA ) , zařízení p r o elektroforézu Easy-cast , B l 

(Ow l S c i en t i f i c , R o c h e s t e r , USA ) , zařízení p r o elektroforézu M i n i ge l un i t (Hoe f e r , H o l l i s t o n , 

USA ) , z d r o j elektr ického napětí p r o elektroforézu E n d u r o 3 0 0 V ( Labne t I n t e r n a t i o n a l , 

W o o d b r i d g e , USA ) , p H m e t r (O r i on 3 S tar laboratorní, T h e r m o s c i e n t i f i c ) , běžné laboratorní sk lo , 

plastový mater iá l , pomůcky a další běžné laboratorní vybavení . 

4.2 Metody 

4.2.1 Kultivace bakterií 

Lyofilizáty bakteriálních kmenů r o d u Lactobacillus by ly steri lně otevřeny a naočkovány d o 

10 m l tekutého M R S m e d i a (de M a n n , R o g o s a , Sha rpe ) ( O x o i d , H a m p s h i r e , Velká Br i tánie) ; pH 

6 ,5 ; steril izováno v autoklávu při 121°C p o d o b u 2 0 m i n u t . Ku l t i v a ce probíhala při 37°C p o d o b u 

4 8 h o d i n aerobně n e b o anaerobně . K m e n y narostlé v t eku tém M R S m e d i u by ly přeočkovány 

(1 % i n o k u l u m ) a kult ivovány při 37°C po d o b u 4 8 h o d i n . P ro ověření čistoty bakteriální k u l t u r y 

by l p r o v e d e n křížový roztěr na P e t r i h o m i s c e s M R S a g a r e m ( O x o i d , H a m p s h i r e , Velká Británie) ; 

steri l izováno v autoklávu při 121°C po d o b u 20 m i n u t . Po ku l t i vac i na P e t r i h o m i s c e byl 

zkontrolován v z h l e d kolonií. P ro další práci by l y k m e n y uchovány v 5 0 % g l y c e r o l u při -70°C. 
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M i m o indikátorových kmenů r o d u Lactobacillus ( ku l t i v ace v M R S m e d i u p o d o b u 4 8 h o d i n 

při 37°C n e b o 30°C - k m e n y L. sakei) by l y j a k o indikátorové k m e n y p r o t e s t y antimikrobiální 

ak t i v i t y použity bakteriální k m e n y r o d u Staphylococcus, Enterococcus, Salmonella a Escherichia 

(viz T a b u l k a 2). T y t o k m e n y by ly kult ivovány aerobně v BHI m e d i u (B ra in-hear t i n fus i on ) ( M e r c k , 

D a r m s t a d t , Německo) při 37°C p o d o b u 18 h o d i n . K m e n Escherichia coli 0 1 5 7 : H 7 použitý p r o 

kompetit ivní t e s t na Caco-2 buňkách by l kultivován aerobně na V R B m e d i u (V io l e t Red B i le 

m e d i u m ) ( M e r c k , D a r m s t a d t , Německo) při 37°C po d o b u 18 h o d i n . 

4.2.2 Izolace bakteriální DNA 

Bakteriální buňky narostlé v t eku tém m e d i u by ly centr i fugovány při 1 4 0 0 0 g/3 m i n u t y . 

S u p e r n a t a n t byl sl i t a s e d i m e n t resuspendován v 1 m l r o z t o k u A (10 m M Tris-HCI, pH 7,8 ; 5 m M 

EDTA , pH 8,0). S u s p e n z e by la dobře promíchána a centr i fugována při 1 4 0 0 0 g/3 m i n u t y . 

K s e d i m e n t u b y l o přidáno 5 0 0 u.1 r o z t o k u B ( l y s o z y m 3 m g / m l ; 10 m M Tris-HCI, p H 7,8 ; 5 m M 

EDTA , pH 8,0). I nkubace by la p r o v e d e n a při laboratorní teplotě p o d o b u 1 h o d i n y . K s u s p e n z i 

b y l o př ipipetováno 12 ,5 u.1 2 0 % SDS a 5 u.1 proteinázy K (100 u.g/ml). I nkubace proběhla při 55°C 

d o druhého d n e . T y t o hrubé lyzáty buněk by ly použity p r o i zo l ac i D N A . 

K lyzátům by l přidán stejný o b j e m f e n o l u (pH 7,8) a směs by la kývavým p o h y b e m 

promíchávána p o d o b u 4 m i n u t . Po c e n t r i f u g a c i při 1 4 0 0 0 g/3 m i n u t y by la horní vodná fáze 

s D N A odebrána d o čisté E p p e n d o r f o v y z k u m a v k y . K vodní fázi s D N A by lo přidáno 7 0 0 u.1 CIZ 

( c h l o r o f o r m - i s o a m y l a l k o h o l v poměru 24 :1 ) . Směs by la promíchávána 4 m i n u t y a 

centrifugována při 14 0 0 0 g/3 m i n u t y . Vodní fáze by la odebrána d o čisté E p p e n d o r f o v y 

z k u m a v k y . 

Ke v z o r k u D N A by la přidána 1/10 o b j e m u 3 M o c t a n u sodného (pH 5,2) a 2,5 násobek 9 6 % 

e t h a n o l u . Směs by la promíchána a D N A srážena při -20°C p o d o b u 3 0 m i n u t . Poté by la směs 

centrifugována při 14 0 0 0 g/15 m i n u t . S u p e r n a t a n t by l opatrně sl i t a pe l e t s D N A by l usušen 

vex iká to ru . D N A by la následně rozpuštěna v 2 0 0 u.1 TE p u f r u (10 m M Tris-HCI, p H 7,8; 1 m M 

EDTA , pH 8,0) a uchována při 5°C ( S a m b r o o k a Russe l 2 0 0 1 ) . 

4.2.3 Stanovení koncentrace DNA 

K o n c e n t r a c e a čistota bakteriální D N A , která by la izolována f e n o l o v o u extrakcí, by l a 

s t a n o v e n a pomocí N a n o P h o t o m e t r u . By ly odečteny h o d n o t y absorbancí při v lnových délkách 

2 3 0 n m (absorpční m a x i m u m f e n o l u ) , 2 6 0 n m (absorpční m a x i m u m nukleových kyse l in ) , 2 8 0 n m 

(absorpční m a x i m u m proteinů) a 3 2 0 n m (ko rekce pozadí). Dále by la s t a n o v e n a čistota D N A 

(poměr absorbancí 2 6 0 n m / 2 8 0 n m ) (Španová a R i t t i ch 2 0 1 0 ) . 
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4.2.4 Polymerázová řetězová reakce (PCR) 

4.2.4.1 Konvenční PCR 

Konvenční PCR by la využita p r o zařazení analyzovaných bakteriálních kmenů d o domény , 

r o d u a druhů. D N A o k o n c e n t r a c i 10 ng/u.1 by la amplif ikována pomocí specifických primerů p r o 

doménu Bacteria, r od Lactobacillus a d r u h y Lactobacillus casei/paracasei, Lactobacillus 

paracasei, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus 

acidophilus, Lactobacillus zeae, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus plantarum a Lactobacillus 

fermentům. S e k v e n c e pr imerů a v e l i k o s t i specifických produktů PCR j s o u u v e d e n y v T a b u l c e 4, 

složení směsí p r o PCR v T a b u l c e 5 a amplifikační p r o g r a m y v T a b u l c e 6. Specifické p r o d u k t y PCR 

by ly detegovány pomocí agarózové gelové elektroforézy. 
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Tabulka 4: Specifity reakcí, názvy a sekvence primem, velikosti produktů PCR a reference primem použitých při 
identifikaci kmenů 

PCR specifická 
p r o 

P r i m e r S e k v e n c e (5'-3 - ) 
P r o d u k t 
PCR (bp) 

R e f e r e n c e 

Doména 
Bacteria 

F e u b 

R e u b 

T C C T A C G G G A G G C A G C A G T 

G G A C T A C C A G G G T A T C T A A T C C T G T T 
4 6 6 H a a r m a n a Kno l 2 0 0 6 

Rod 
Lactobacillus 

L b L M A l r e v 

R16-1 

C T C A A A A C T A A A C A A A G T T T C 

C T T G T A C A C A C C G C C C G T C A 
asi 2 5 0 D u b e r n e t a k o l . 2 0 0 2 

L. casei/ 
paracasei 

Pr 1 

Cas II 

C A G A C T G A A A G T C T G A C G G 

G C G A T G C G A A I 1 ICI 1 1 1IC 
4 0 0 , 2 0 0 * W a l t e r a k o l . 2 0 0 0 

L. paracasei 
Y 2 

pa ra case i 

C C C A C T G CTG C C T C C C G T A G G A G T 

C A C C G A G A T T C A A C A T G G 
2 9 0 W a r d a T i m m i n s 1 9 9 9 

L. salivarius 
Lac toR 

Lsal iF 

G T C C A T T G T G G A A G A T T C C C 

C G A A A C T T T C T T A C A C C G A A T 
3 3 2 B u y n a k o l . 2 0 0 4 

L. rhamnosus 
Pr 1 

Rha II 

C A G A C T G A A A G T C T G A C G G 

G C G A T G C G A A T T T C T A T T A T T 
4 0 0 , 2 0 0 * 

L. fermentům 
Lfpr 

F e r m II 

G C C G C C T A A G G T G G G A C A G A T 

C T G A T C G T A G A T C A G T C A A G 

6 0 0 , 4 9 0 , 
2 9 0 * 

L. gasseri 
Gas 1 

G a s II 

G A G T G C G A G A G C A C T A A A G 

C T A T T T C A A G T T G A G T T T C T C T 
4 0 0 , 2 0 0 * 

L. plantar um 
Lfpr 

P l an II 

G C C G C C T A A G G T G G G A C A G A T 

T T A C C T A A C G G T A A A T G C G A 
5 0 0 , 3 0 0 * W a l t e r a k o l . 2 0 0 0 

L. acidophilus 
Ac i 16SI 

16SII 

A G C T G A A C C A A C A G A T T C A C 

A C T A C C A G G G T A T C T A A T C C 
7 5 0 * 

L. johnsonii 
J oh 16SI 

16SII 

G A G C T T G C C T A G A T G A T T T T A 

A C T A C C A G G G T A T C T A A T C C 
7 5 0 * 

L. zeae 
Zeae l 

Z e a e l l 

T G T T T A G T T T T G A G G G G A C G 

A T G C G A T G C G A A T T T C T A A A T T 
3 5 0 , 1 9 0 * 

PAR G A C G G T T A A G A T T G G T G A C 

Multiplexní 
PCR 

CAS 

R H A 

CPR 

A C T G A A G G C G A C A A G G A 

G A G T C A G G T T G G T G T T G 

C A A N T G G A T N G A A C C T G G CTT T 

5 4 0 , 2 0 0 a 

5 4 0 , 3 5 0 b 

5 4 0 c 

S is to a k o l . 2 0 0 9 

pheS 
Ljp/ieSFW 

Ljp/)eSRW 

A A C T T A CTT A G A A C G C A A A C 

C T A A A A C A T T T G G G T G A A CC 
3 9 4 Grillová 2 0 1 2 

Rep-PCR ( G T G ) 5 G T G G T G G T G G T G G T G ** G e v e r s a k o l . 2 0 0 1 

RAPD-PCR M 1 3 G A G G G T G G C G G T TCT ** Rosse t t i a G i r a f f a 2 0 0 5 

*velikosti produktů PCR byly vypočteny pomocí standardů a s využitím programu BioNumerics;  aL. paracasei; L. casei;  c L 

rhamnosus; ** výsledkem jsou fingerprintové profily kmenů 
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Tabulka 5: Složení směsí pro PCR pro doménu Bacteria, rod Lactobacillus a druhově specifické PCR 

Primery/(pl) 

Komponenta Feub LbLMA 
-lrev Pri Y2 LactoR Zeae 1 Pri Lfpr Lfpr JohSI Aci 16SI Gasl 

Reub R16-1 Casll paracasei LsaliF Zeaell Rhall Planil Fermll 16SII 16SII 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 
lOx reakční 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(lOmM) 1,0 0,5 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 0,5 0,5 1,0 
MgCI2 (25 mM) - - 2,0 3,0 - 2,0 2,0 2,0 3,0 1,0 - 2,5 
primery (10 pmol/pl) 1,0 0,5 1,0 1,0 0,5 1,0 1,0 1,0 1,0 0,5 0,5 1,0 
Taq DNA polymeráza (lll/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: Amplifikační programy pro doménu Bacteria, rod Lactobacillus a druhově specifické PCR 

L. casei/paracasei L. rhamnosus 
Doména Bacteria L. plantarum L. salivarius L. zeae 
r o d Lactobacillus L. gasseri L. johnsonii L. paracasei 

L. fermentům 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 m i n 72°C/1 m i n 72°C/1 m i n 

3 0 x k r o k 2-5 3 0 x k r o k 2-5 3 0 x k r o k 2-5 3 0 x k r o k 2-5 
72°C/5min 72°C/5min 72°C/5min 72°C/5min 

4.2.4.2 MultiplexníPCR 

Multiplexní PCR by la použita p r o odlišení blízce příbuzných druhů L. casei, L. paracasei a 

L. rhamnosus. P ro a m p l i f i k a c i D N A o k o n c e n t r a c i 10 ng/u.1 by ly použity 4 p r i m e r y PAR , CAS , R H A 

a CPR (S isto a k o l . 2 0 0 9 ) . P r i m e r y a v e l i k o s t i specifických produktů PCR j s o u u v e d e n y v T a b u l c e 

4, složení směsi p r o PCR je u v e d e n o v T a b u l c e 7 a amplifikační p r o g r a m je u v e d e n v T a b u l c e 8. 

Specifické p r o d u k t y PCR by ly detegovány pomocí agarózové gelové elektroforézy. 

4.2.4.3 Amplifikace genu pro fenylalanin-tRNA syntetázu 

A m p l i f i k a c e g e n u p r o f e n y l a l a n i n - t R N A syntetázu (pheS), která by la navržena p r o odlišení 

druhů L. johnsonii a L. gasseri, by l a p r o v e d e n a pomocí pr imerů Ljp/ieSFW a L jp/ieSRW (Grillová 

2 0 1 2 ) . P r i m e r y a v e l i k o s t specif ického p r o d u k t u PCR j s o u u v e d e n y v T a b u l c e 4 ; složení směsi p r o 

PCR je u v e d e n o v T a b u l c e 7 a amplifikační p r o g r a m je u v e d e n v T a b u l c e 8. Specifické p r o d u k t y 

PCR by ly detegovány pomocí agarózové gelové elektroforézy. 
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4.2.4.4 Interrepetitivní PCR o náhodně omplifikovaná polymorfní DNA 

P r o stanovení příbuznosti m e z i analyzovanými k m e n y by la využita interrepetit ivní PCR 

(rep-PCR) . D N A o k o n c e n t r a c i 10 ng/u.1 by la amplif ikována pomocí p r i m e r u (GTG)s ( Tabu lka 4) 

(Geve rs a k o l . 2 0 0 1 ) . Složení PCR směsi j e u v e d e n o v T a b u l c e 7 a amplifikační p r o g r a m je u v e d e n 

v T a b u l c e 8. 

Dále by la p r o stanovení příbuznosti m e z i k m e n y použita náhodně amplif ikována 

polymorfní D N A (RAPD-PCR) . D N A o k o n c e n t r a c i 10 ng/u.1 by la amplif ikována pomocí p r i m e r u 

M 1 3 (Tabu lka 4) (Rosse t t i a G i r a f f a 2 0 0 5 ) . Složení směsi p r o PCR je u v e d e n o v T a b u l c e 7 a 

amplifikační p r o g r a m je u v e d e n v T a b u l c e 8. P r o d u k t y PCR by ly detegovány pomocí agarózové 

gelové elektroforézy. Vyhodnocen í příbuznosti kmenů z výsledných fingerprintů a sestrojení 

příbuzenských dendrogramů by lo p r o v e d e n o pomocí p r o g r a m u B i o N u m e r i c s 6.5 ( A p p l i e d 

M a t h s , Kor t r i j k , Be lg ie ) . 

Tabulka 7: Složení směsí pro multiplexní PCR, PCR pro pheS, rep-PCR a RAPD-PCR (pl) 

K o m p o n e n t a Multiplexní PCR PCR p ro pheS Rep-PCR RAPD-PCR 
v o d a p ro PCR 19,4 19,0 7,5 7,5 
l O x reakční puf r bez M g C I 2 2,5 2,5 2,5 2,5 
dNTP směs (10 m M ) 0,5 0,5 1,0 1,0 
D M S O - - 0,5 0,5 
M g C I 2 (25 m M ) - - 5,0 5,0 

p r ime r (10 pmol/u.1) 
0,2 (PAR, CAS, RHA); 

0,5 (CPR) 
0,5 2,0 2,0 

Taq D N A polymeráza (1 U/uJ) 0,5 1,0 1,5 1,5 
matr i ce D N A (10 ng/u.1) 1,0 1,0 5,0 5,0 

Tabulka 8: Amplifikační programy pro multiplexní PCR, PCR pro pheS, rep-PCR a RAPD-PCR 

Multiplexní 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/lmin 95°C/lmin 95°C/lmin 
54°C/30s 54°C/lmin 49,8°C/lmin 45°C/lmin 

72°C/lmin 72°C/1 min 72°C/1 m i n 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 genů pro probiotické a další vlastnosti pomocí PCR 

D N A analyzovaného s o u b o r u kmenů o k o n c e n t r a c i 10 ng/u.1 by la testována na přítomnost 

genů kódujících probiotické a další v l a s t n o s t i . J e d n a l o se o následující g e n y : g e n p r o linoleát 

izomerázu, h i s t i d in dekarboxylázu a t y r o s i n dekarboxylázu. P r i m e r y použité p r o a m p l i f i k a c i D N A 

j s o u u v e d e n y v T a b u l c e 9, složení směsí p r o PCR je u v e d e n o v T a b u l c e 10 a amplifikační 

p r o g r a m y v T a b u l c e 1 1 . Specif ické p r o d u k t y PCR by ly detegovány pomocí agarózové gelové 

elektroforézy. 

Tabulka 9: Názvy a sekvence primem, velikost specifického produktu PCR a reference primem pro detekci genů 
kódujících probiotické a další vlastnosti 

PCR specifická 
p ro 

P r imer Sekvence (5'-3') 
P roduk t PCR 

(bp) 
Re fe rence 

linoleát 
izomeráza 

LaliF4 

LaLiR4 

A G G C G T G G A C A A G A A A T C T G 

A T C A C G A C G A G G C A T G A A G 
1378 M a c o u z e t a ko l . 2010 

hist id in 
dekarboxyláza 

HD3 

HD4 

GATGGTATTGTTTCKTATGA 

C A A A C A C C A G CATCTTC 
440 

C o t o n a C o t o n 2005 
ty ros in 

dekarboxyláza 

TD 2 

TD 5 

A C A T A G T C A A C C A T R T T G A A 

C A A A T G G A A G A A G A A G T A G G 
1100 

C o t o n a C o t o n 2005 

Tabulka 10: Složení PCR směsí pro detekci genů pro probiotické a další vlastnosti 

Primery/(uJ) 
K o m p o n e n t a LaliF4 HD3 TD 2 

LaLiR4 HD4 TD 5 
voda p ro PCR 15,5 19 19,5 
l O x reakční pufr 2,5 2,5 2,5 
dNTP s m é s ( l O m M ) 1,0 0,5 0,5 
M g C I 2 (25 m M ) 1,0 - -

p r ime r (10 pmol/u.1) 1,0* 0,5 0,5 
Taq D N A polymeráza (1 U/u.1) 1,0 1,0 0,5 
matr i ce D N A (10 ng/u.1) 2,0 1,0 1,0 

*koncentrace primerů 15 pmol/fil 
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Tabulka 11: Amplifikačníprogramy pro detekci genů pro probiotické a další vlastnosti 

Linoleát H is t id in Tyros in 
izomeráza dekarboxyláza dekarboxyláza 
95°C/5min 95°C/5min 95°C/5min 
95°C/lmin 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 genů pro produkci bokteriocinů pomocí PCR 

D N A analyzovaného s o u b o r u kmenů o k o n c e n t r a c i 10 ng/u.1 by la dále testována na 

přítomnost g e n u p r o l ak t ac in F, ga s se r i c i n K 7 A , gas se r i c i n K7B , ga s se r i c i n A , g a s s e r i c i n T, 

a c i d o c i n A a a c i d o c i n B. P r i m e r y použité p r o a m p l i f i k a c i D N A j s o u u v e d e n y v T a b u l c e 12 , složení 

směsí p r o PCR je u v e d e n o v T a b u l c e 13 a amplifikační p r o g r a m y j s o u u v e d e n y v T a b u l c e 14 . 

Specifické p r o d u k t y PCR by ly detegovány pomocí agarózové gelové elektroforézy. 

Tabulka 12: Názvy a sekvence primerů, velikosti produktů PCR a reference primerů pro detekci bakteriocinů 

PCR specifická 
p ro 

P r i m e r S e k v e n c e (5'-3 - ) 
P r o d u k t 

P C R ( b p ) 
R e f e r e n c e 

l ak t a c i n F 
l a F 8 2 8 

laF 8 9 7 

A C C T G C A T G T G C T G T A 

A C C T G T T G C A G C T G T A 
7 0 

M u r i a n a a K l a e n h a m m e r 
1 9 9 1 

gas se r i c i n K 7 A 
LFA 185 

LFA 2 6 8 

G T T G C A G G A T C A T G T G 

T G T T G C A G C T C C G T T A 
8 4 Majhenič a k o l . 2 0 0 3 

gas se r i c i n K7B 
K7B c.f. F 

K7B c.f. R 

T G G G A G A A A T A A T T G G G C T G 

TTT C C G A A T C C A C C A G T A G C 
165 Majhenič a k o l . 2 0 0 3 

gas se r i c i n A 
g a A 5 1 5 

g a A 6 1 6 

G A C C A C A G C G A A C A T T 

A A T G A G G C A C C A G A A G 
102 K a w a i a k o l . 2 0 0 0 

gas se r i c i n T 
gaT 9 5 0 

gaT 1 0 7 5 

G G A G T A G G T G G A G C G A C A GT 

T C C A C C A G T A G C T G C C G T T A 
126 K a w a i a k o l . 2 0 0 0 

a c i d o c i n A 
a c A 2 3 1 

a c A 3 2 6 

T G G T G T G C A T T G T A C T 

T T G A T C G G C A A C G A T T 
9 6 K a n a t a n i a k o l . 1 9 9 5 

a c i d o c i n B 
acB 1 3 0 8 

acB 1 3 8 0 

A G A T G C A G T G G C T T G T 

C C A T G C A G G T A A T G T C 
7 3 

v a n d e r V o s s e n a ko l . 
1 9 9 4 
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Tabulka 13: Složení PCR směsí pro detekci genů pro produkci bakteriocinů 

Pr imery/ (u J ) 
K o m p o n e n t a laF 8 2 8 LFA 1 8 5 K7B c.f. F g a A 5 1 5 gaT 9 5 0 a c A 2 3 1 acB 1 3 0 8 

l a F 8 9 7 LFA 2 6 8 K7B c.f. R g a A 6 1 6 gaT 1 0 7 5 a c A 3 2 6 acB 1 3 8 0 
v o d a p r o PCR 16 ,6 9,8 9,8 10 ,7 8,7 10 ,7 10 ,7 
l O x reakční pu f r 2 , 5 * 2,0 2,0 2 , 0 * 4 , 0 * 2 , 0 * 2 , 0 * 
d N T P směs (10 m M ) 2,5 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 
M g C I 2 (25 m M ) - 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 
p r i m e r (10 pmol/pJ ) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 
Taq D N A po l ymeráza ( l U/pl) 0 , 4 * 1,0 1,0 0 , 1 * 0 , 1 * 0 , 1 * 0 , 1 * 
m a t r i c e D N A (10 ng/ul ) 1,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 

*Místo Taq polymerázy byla použita LA polymeráza (5 U/fil) a příslušný pufr 

Tabulka 14: Amplifikačníprogramy pro detekci genů kódujících produkci bakteriocinů 

A c i d o c i n A 
A c i d o c i n B 

G a s s e r i c i n A 
G a s s e r i c i n T G a s s e r i c i n K7B G a s s e r i c i n K 7 A Lak t a c i n F 

95°C/3min 95°C/3min 95°C/5min 95°C/5min 95°C/5min 
95 °C/ lmin 95 °C/ lm in 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 

3 5 x k rok 2-5 3 5 x k r o k 2-5 3 0 x k rok 2-5 3 0 x k rok 2-5 3 5 x k rok 2-5 
72°C/5min 72°C/5min 72°C/5min 72°C/5min 72°C/5min 

4.2.4.7 Detekce genetických determinant gassericinu K7A a gassericinu K7B pomocí PCR 

P r i m e r y p r o d e t e k c i genetických d e t e r m i n a n t g a s s e r i c i n u K 7 A a g a s s e r i c i n u K 7 B j s o u 

popsány v T a b u l c e 1 5 . Složení PCR směsí je následující 17 ,5 u.1 v o d y p r o PCR; 2,5 u.1 l O x LA p u f r u 

kompletního; 1 u.1 d N T P ; 1 u.1 pr imerů (10 pmol/u.1); 1 u.1 LA polymerázy (5 U/u.1) a 1 u.1 D N A o 

k o n c e n t r a c i 10 ng/u.1. A m p l i f i k a c e probíhala nás ledovně: 95°C/5 m i n u t , tř icet cyklů 

95°C/30 s e k u n d , 60°C/30 s e k u n d a 72°C/40 s e k u n d . Závěrečné doamplif ikování b y l o p r o v e d e n o 

při 72°C/10 m i n u t . Specifické p r o d u k t y PCR by ly detegovány pomocí agarózové gelové 

elektroforézy. 
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Tabulka 15: Názvy, sekvence primem pro amplifikaci DNA a detekci genetických determinant gassericinu K7A a 
gassericinu K7B a velikosti specifických produktů PCR (Treven a kol. 2013) 

PCR specifická p r o P r i m e r S e k v e n c e (5'-3 - ) P r o d u k t PCR (bp) 

ga s se r i c i n K 7 A 
komplementární 

p r o t e i n 

G a s A . 

GasA_ 

. I F 

. IR 

T G C A T G G A G A G G T G C A C G 

C C A G C C C A C A C A T T G T A C T G A T 
118 

gas se r i c i n K 7 A 
aktivní p r o t e i n 

G a s A . 

GasA_ 

-2F 

_2R 

G G A T C A T G T G G T A A A G G T G C A G T A 

T C C A C T A G C A G T T T G T A G A A C C A A T 
105 

gas se r i c i n K 7 A 
imunitní p r o t e i n 

G a s A . 

G a s A . 

3F 

_3R 

C A C C A A T A T A G T A G C T C T A A T A C A G A C A C 

A T A T T T T G G A T T A 1 1 1 1 1 A C C T G C A T A G G C 
106 

gas se r i c i n K7B 
komplementární 

p r o t e i n 

G a s B . 

G a s B . 

3F 

_3R 

G A A A T G C A G T T T G C G G T C C T 

T T C T T A T C T T T C C G A A T C C A C C A A G T A G 
105 

gas se r i c i n K7B 
aktivní p r o t e i n 

G a s B . 

G a s B . 

_4F 

_4R 

G A A T T A A G A A A T G T A A T G G G T G G A A A C A A G 

T G G T C C G A A T C C T C T G C A C C A A 
102 

gas se r i c i n K7B 
imunitní p r o t e i n 

G a s B . 

G a s B . 

_5F 

5R 

1 I G I A A I I G G C C A A I 1 I A I G I 1 1 1 I G A A G I 

C C T A T T A C A A A C G A T A T G G C C A A A A T T A G T 
116 

4.2.5 Příprava amplikonů pro sekvenování 

P ro sekvenování g e n u p r o 16S r R N A by la D N A kmenů (10 ng/u.1) amplif ikována pomocí 

primerů PO (5'- G A G A G T TTG A T C CTG G C T C A G - 3') a P6 (5'- C T A C G G C T A C C T T G T T A C G A -

3') ( V e r d e n e l l i a k o l . 2 0 0 9 ) . A m p l i f i k a c e probíhala s použitím následujícího p r o g r a m u : i n k u b a c e 

při 95°C/3 m i n u t y ; následovalo 5 cyklů (95°C/30 s e k u n d ; 60°C/30 s e k u n d ; 72°C/4 m i n u t y ) , dále 5 

cyklů (95°C/30 s e k u n d ; 55°C/30 s e k u n d ; 72°C/4 m i n u t y ) , dále 2 0 cyklů (95°C/30 s e k u n d ; 

50°C/30 s e k u n d ; 72°C/4 m i n u t y ) . Na závěr by la prodloužena syntéza při 72°C/10 m i n u t a 

60°C/10 m i n u t . Získané p r o d u k t y PCR (rovněž i p r o d u k t y PCR získané v PCR p r o d e t e k c i 

bakteriocinů n e b o genů p r o probiotické a další v l a s tnos t i ) by l y přečištěny k i t e m (O JAqu ick PCR 

p u r i f i c a t i o n kit , O Jagen , Německo) a poslány na sekvenování ( M i c r o s y n t h , Ba ldách, Švýcarsko). 

4.2.6 Bioinformatická analýza 

Při vyhodnocení D N A f ingerprintových profilů a stanovení v e l i k o s t i specifických produktů 

PCR na agarózových g e l e c h byl použit s o f t w a r e B i o N u m e r i c s 6.5 ( A p p l i e d M a t h , S i n t - M a r t e n s -

L a t e m , Be lg ie ) (R i t t i ch a k o l . 2 0 1 4 ) . F ingerprintové p ro f i l y by l y porovnány a analyzovány 

s pomocí Pearsonových korelačních koeficientů a U P G M A analýzy ( U n w e i g h t e d Pa i r G r o u p 

M e t h o d w i t h A r i t h m e t i c m e a n ) (Ishii a k o l . 2 0 0 9 ) , který p o p i s u j e míru l ineárního v z t a h u m e z i 
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dvěma proměnnými ( K i m m e l a O l i v e r 2 0 0 6 ) . Podmínky použití té to m e t o d y j s o u u v e d e n y v práci 

L e g e n d r e a L e g e n d r e (1998) . 

P r o b i o i n f o r m a t i c k o u analýzu nukleotidových sekvencí byl použit BLAST (Bas ic Loca l 

A l i g m e n t S ea r ch Too l ) dostupný na h t t p : / / w w w . n c b i . n l m . n i h . g o v . A l g o r i t m u s umožňuje 

porovnání nukleotidových (př ípadně aminokysel inových) sekvencí se s e k v e n c e m i uloženými 

v databázi ( M a d d e d , 2 0 0 2 ) . Dále by l použit p r o g r a m C lus t a l W 2 p r o mnohonásobné přiřazení 

sekvencí (což je důležité p r o porovnávání větš ího počtu sekvencí a hledání konzervativních 

oblastí) ( Lark in a ko l . 2007 ) . 

4.2.7 DNA/DNA hybridizace 

D N A / D N A h y b r i d i z a c e by la p r o v e d e n a p o d l e návodu výrobce k i tu (PCR DIG P r o b e 

S yn thes i s Kit , Roche ) a práce Dušková a k o l . (2009 ) . Celý p o s t u p z a h r n u j e d e n a t u r a c i D N A , její 

uchycení na membránu ve fo rmě k a p e k (dot-b lot ) a přípravu značeného f r a g m e n t u D N A pomocí 

PCR a speciální směsi nukleotidů (směs d N T P s a l ka l i cky stabilním DIG-dUTP) . Po h y b r i d i z a c i D N A 

na membráně (dvě s t r i n g e n c e - při 68°C vysoká s t r i n g e n c e ; 57°C nízká s t r i n g e n c e ) se značenou 

jednořetězcovou s o n d o u by la p r o v e d e n a imunologická d e t e k c e hybridizačního p r o d u k t u 

s využit ím substrátu NBT/BCIP tetrazoliová violeť (4-nitromodř t e t r a z o l i u m c h l o r i d - [2-(4-

n i t r o p h e n y l ) - 5 - p h e n y l - 2 H - t e t r a z o l i u m ch lo r id ] ) a nitrotetrazoliová modř(5-brom-4-chlor-3-

indolyl-fosfát p-toluidinová sůl)(Sigma-Aldrich, St. Lou i s , USA ) . 

Před provedením D N A / D N A h y b r i d i z a c e by ly p r o d u k t y PCR, ze kterých by ly d e n a t u r a c i 

př ipraveny D N A s o n d y , přečištěny pomocí magnet ického nosiče Fko l 1 3 5 o x - P ( H E M A - c o - G M A ) 

( kap i to l a 4 .1 .2 ) . By la připravena směs 4 0 0 [0.1 5 M NaCI , 1 0 0 u.1 p r o d u k t u PCR, 4 0 0 u.1 4 0 % PEG 

6 0 0 0 a 1 0 0 u.1 nosiče o k o n c e n t r a c i 2 m g / m l . Směs by la inkubována 20 m i n u t při laboratorní 

tep lotě . S e p a r a c e v magnet ickém separátoru proběhla p o d o b u 15 m i n u t . Po té by l s u p e r n a t a n t 

sl i t a ksepará tu by l přidán 1 m l 7 0 % e t h a n o l u , vše promícháno a odseparováno m a g n e t e m po 

d o b u 2 m i n u t (opakováno 2x) . D N A adsorbovaná na magnetických částicích by la sušena 

vexs ikátoru po d o b u 15 m i n u t . Poté byl přidán TE pu f r (50 u.1) (10 m M Tris-HCI, p H 7,8; 1 m M 

EDTA , pH 8,0). E luce přečištěného p r o d u k t u PCR probíhala přes n o c při 5°C. 
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4.2.8 Testy antimikrobiálníaktivity 

4.2.8.1 Agorový kapkový test 

Testované k m e n y by ly kult ivovány v t eku tém M R S m e d i u po d o b u 18 h o d i n při 37°C 

aerobně. Byl připraven speciální M R S aga r p r o d e t e k c i antimikrobiální ak t i v i t y (snížená 

k o n c e n t r a c e glukózy; 0 , 2 % glukózy) (Mati jašič 2 0 1 2 ) . Testované k m e n y by ly nakapány na 

P e t r i h o m i s k y se speciálním M R S a g a r e m v o b j e m u 2 u.1 a inkubovány aerobně při 37°C p o d o b u 

18 h o d i n . 

Indikátorové k m e n y by ly kult ivovány ve vhodném m e d i u p r o každý indikátorový k m e n 

( kap i to l a 4 .2 .1 ) . A g a r na přelití P e t r i h o m i s e k byl připraven z 5 m l polotekutého média s 0 , 7 5 % 

a g a r e m a 1 0 0 u.1 indikátorového k m e n e kult ivovaného přes n o c . Po přelití P e t r i h o m i s e k 

s bakteriálními k a p k a m i indikátorovým k m e n e m v polotekutém m e d i u , by l y m i s k y kult ivovány 

přes n o c za podmínek, které j s o u optimální p r o indikátorové k m e n y . Výs ledné inhibiční zóny 

by ly změřeny ( m m ) a vizuálně v y h o d n o c e n y , z d a je inhibiční zóna jasná (C) n e b o matná (UC) . 

Udává se , že jasná inhibiční zóna je způsobena produkcí antimikrobiálních bílkovinných látek -

bakteriocinů n e b o bakter iocinům podobných pept idů. Ma tná inhibiční zóna je větš inou 

způsobena produkcí kyse l i ny mléčné (Mati jašič, 2 0 1 2 ) . Schémat ické znázornění agarového 

kapkového t e s t u je u v e d e n o na O b r . 8. 

Indikátorový kmen 

Kapky testovaného k m e n e 

Obr. 8: Schématické znázornění agarového kapkového testu 
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4.2.8.2 Agarový kapkový test s využitím proteolytických enzymů 

P o s t u p přípravy bakteriálních k a p e k a provedení agarového kapkového t e s t u j e popsán 

v k a p i t o l e 4 . 2 . 8 . 1 . P o přelití P e t r i h o m i s e k s bakteriálními k a p k a m i indikátorovým k m e n e m , by ly 

p o stranách k a p e k připipetovány proteolyt ické e n z y m y proteináza K (10 m g / m l ) ( 3 - 1 5 U / m g , 

S igma-A ld r i ch ) a t r y p s i n (10 m g / m l ) ( 7 5 0 0 U / m g , S i g m a - A l d r i c h ) (3 u.1, dvakrát ) . M i s k y by ly 

kult ivovány přes n o c za podmínek def inovaných p r o indikátorové k m e n y . Schémat ické 

znázornění agarového kapkového t e s t u s proteolyt ickými e n z y m y je u v e d e n o na O b r . 9. 

Indikátorový k m e n t ryps in 

Obr. 9: Schématické znázornění agarového kapkového testu s připipetovanými enzymy 

4.2.8.3 Agarový difuzní test 

Testované k m e n y by ly kult ivovány aerobně při 37°C p o d o b u 18 h o d i n v e speciálním M R S 

m e d i u ( 0 , 2 % glukózy). S u p e r n a t a n t y by ly získány centrifugací ( 6 0 0 0 g/10 m i n u t ) a j e j i ch a l i k v o t y 

( l m l ) by l y : 

A) neutral izovány pomocí 1 M N a O H na pH 6,5-7,0 (vyloučen antimikrobiální účinek kyse l i ny 

mléčné) 

B) ošetřeny 10u.l katalázy (10 m g / m l ; vy loučen antimikrobiální účinek p e r o x i d u vodíku) 

( 2 0 0 0 - 5 0 0 0 U / m g , S i gma-A ld r i ch ) . I nkubace 5 h o d i n při 30°C. 

C) ošetřeny 10u.l proteinázy K (10 m g / m l ; vy loučen antimikrobiální účinek látek bílkovinné 

p o v a h y ) . I nkubace 2 h o d i n y při 37°C. 
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Ošetřené s u p e r n a t a n t y by l y steril izovaný pomocí f i l t r u (0 ,20 u.m C A M e m b r a n e ) a 

nakapány (3 u.1, třikrát) na p o v r c h vhodného polotekutého aga ru ( 0 , 7 5 % a g a r u ; 5 ml ) 

s indikátorovým k m e n e m (100 u.1). Všechny m i s k y by ly inkubovány za podmínek vhodných p r o 

indikátorové k m e n y . 

4.2.8.4 Test vlivu účinku teploty, pH a detergentů na inhibiční vlastnosti antimikrobiálních látek 

vsupernatantu 

Testované k m e n y by ly kult ivovány aerobně při 37°C p o d o b u 18 h o d i n ve speciálním M R S 

m e d i u ( 0 , 2 % glukózy). S u p e r n a t a n t y by l y získány centrifugací ( 6 0 0 0 g/10 m i n u t ) . Získaný 

s u p e r n a t a n t (10ml ) by l neutral izován 1 M N a O H (na pH 6,5-7,0) a poté ošetřen 100u.l katalázy 

(10 m g / m l ) . I nkubace 5 h o d i n při 30°C. 

T a k t o připravený s u p e r n a t a n t byl sterilizován pomocí f i l t ru (0 ,20 um C A M e m b r a n e ) a 

rozdělen d o alikvotů (100 u.1), které by ly p o d r o b e n y teplotn ímu ošetření (121°C/15 m i n u t , 

80°C/60 m i n u t , 55°C/60 m i n u t , 37°C/60 m i n u t , 5 °C/týden, -21°C/týden a -70°C/týden). 

S u p e r n a t a n t y by l y nakapány (3 u.1, třikrát) na p o v r c h polotekutého média (0 ,75 % aga r ; 5 ml) 

s indikátorovým k m e n e m (100 u.1). Všechny m i s k y by ly inkubovány za podmínek vhodných p ro 

indikátorové k m e n y ( N e s p o l o a B r a n d e l l i 2 0 1 0 ) . 

Dále byl neutral izovaný a katalázou ošetřený s u p e r n a t a n t rozdělen d o alikvotů (1 ml ) a pH 

b y l o u p r a v e n o na požadované h o d n o t y (pH 2-10) pomocí 1 M N a O H n e b o I M HCI. T a k t o 

upravený s u p e r n a t a n t byl inkubován po d o b u 2 h o d i n . Poté by la h o d n o t a p H s u p e r n a t a n t u 

u p r a v e n a zpět na 6,5 - 7,0 a s u p e r n a t a n t by l steril izován pomocí f i l t ru (0 ,20 um C A M e m b r a n e ) . 

S u p e r n a t a n t y by l y nakapány (3 u.1, třikrát) na p o v r c h 0 ,75 % polotekutého média ( 0 , 7 5 % aga r ; 

5 ml ) s indikátorovým k m e n e m (100 u.1). Všechny m i s k y by ly inkubovány za podmínek vhodných 

p r o indikátorové k m e n y ( N e s p o l o a B r a n d e l l i 2010 ) . 

Neutral izovaný a katalázou ošetřený s u p e r n a t a n t byl rozdělen d o alikvotů (100 u.1), které 

by ly ošetřeny 1 0 % dodecylsul fátem sodným (SDS); 2 0 % SDS; 1 % T w e e n 20 a n e b o 0,5 M EDTA 

(pH 8,0). T a k t o upravený s u p e r n a t a n t by l inkubován po d o b u 5 h o d i n a sterilizován pomocí f i l t ru 

(0 ,20 um C A M e m b r a n e ) ( G h a n b a r i a k o l . 2 0 1 3 ) . S u p e r n a t a n t y by ly nakapány (3 u.1, třikrát) na 

p o v r c h 0 , 7 5 % polotekutého média ( 0 , 7 5 % aga r ; 5 ml ) s indikátorovým k m e n e m (100 u.1). 

Všechny m i s k y by ly inkubovány za podmínek vhodných p r o indikátorové k m e n y . 

4.2.8.5 Stanovení růstové křivky a detekce produkce antimikrobiálních látek v průběhu růstu 

Růstové křivky testovaných kmenů by ly s t a n o v e n y v průběhu aerobní ku l t i v a ce buněk ve 

speciálním tekutém M R S m e d i u ( 0 , 2 % glukózy) při 37°C. V určitých časových i n t e r v a l e c h byl 

odebrán 1 m l m e d i a s bakteriálními buňkami, které by ly ředěny a v y s e t y na P e t r i h o m i s k y s M R S 
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a g a r e m (vždy na dvě m i s k y p r o každé ředění ) . M i s k y by l y kult ivovány ae robně při 37°C po d o b u 

4 8 h o d i n . Poté by ly počítány k o l o n i e a s t a n o v e n počet C F U / m l . 

V každém časovém i n t e r v a l u by lo měřeno pH s u p e r n a t a n t u , který by l získán po 

s e d i m e n t a c i buněk centrifugací ( 6 0 0 0 g/10 m i n u t ) . By la s ledována změna pH na čase. 

D e t e k c e p r o d u k c e antimikrobiálních látek by la s t a n o v e n a nás ledovně: v průběhu ku l t i v a ce 

by l v časových i n t e r v a l e c h odebírán 1 m l k u l t u r y d o 1,5 m l Eppendorfových z k u m a v e k . K u l t u r a 

by la stočena ( 6000 g/10 m i n u t ) a získaný s u p e r n a t a n t by l ošetřen 1 M N a O H (neutral izován na 

h o d n o t u pH 6,5-7,0), 10u.l katalázy (10 m g / m l ) , inkubován 5h při 30°C a rozdělen d o d v o u 

shodných al ikvotů. J e d e n a l i k vo t by l ošetřen přidáním proteinázy K 5 [0.1 (10 mg/ml ) p r o i nh ib i c i 

antimikrobiálních bílkovinných látek ( kon t ro l a ) , druhý a l i k v o t ošetřen n e b y l . T a k t o př ipravené 

s u p e r n a t a n t y by l y steril izovaný pomocí f i l t ru (0 ,20 um C A M e m b r a n e ) a použity p r o agarový 

di fuznítest ( k ap i t o l a 4 .2 .8 .3 ) . 

4.2.8.6 Diluční test supernatantu 

K m e n y by ly kult ivovány ae robně v M R S m e d i u p o d o b u 2 4 h o d i n při 37°C. K u l t u r y by l y 

stočeny ( 6 0 0 0 g/10 m i n u t ) a s u p e r n a t a n t (10 ml) byl ošetřen 1 M N a O H (neutral izován na pH 

6,5-7,0) a 10(0.1 katalázy (10 m g / m l ) . Př ipravený s u p e r n a t a n t byl sterilizován pomocí f i l t ru (0 ,20 

U m C A M e m b r a n e ) a vy ředěn desí tkovým ředěním v PBS p u f r u ( P h o s p h a t e b u f f e r e d sa l ine ) (pH 

7,6; NaCI 7,75 g/ l ; K 2 H P 0 4 1,50 g/ l ; K H 2 P 0 4 0 ,20 g/l). Vy ředěný s u p e r n a t a n t by l použit p ro 

provedení agarového difuzního t e s t u ( k a p i t o l a 4 .2 .8 .3 ) . Diluční t e s t byl p r o v e d e n dvakrát 

v nezávislých p o k u s e c h . 

4.2.9 Kompetice o vazebná místa na Caco-2 buňkách 

K o m p e t i c e o vazebná místa na Caco-2 buňkách by la testována u vybraných kmenů r o d u 

Lactobacillus p o d l e p o s t u p u publ ikovaného v práci Mati jašič a k o l . (2003 ) . L in ie Caco-2 buněk 

by la kultivována v D M E M m e d i u ( D u l b e c c o ' s m o d i f i e d Eag le ' s m e d i u m , S i g m a - A l d r i c h , St. Luis, 

USA ) s př ídavkem fetálního bovinního séra ( H y c l o n e , Německo) a 0 , 1 % g e n t a m i c i n u (S igma-

A l d r i c h , St. Lu is , USA ) . Caco-2 buňky by ly přidány na k o n c e n t r a c i 1 0 5 buněk na j a m k u v 24 

j amkové mikrotitrační destičce a kult ivovány 3 týdny d o úplného p o r o s t u na p o v r c h u j a m k y 

( k o n c e n t r a c e buněk 3 x l 0 5 na j a m k u ) . Ne jméně 2 4 h o d i n před t e s t e m k o m p e t i c e b y l o D M E M 

m e d i u m s g e n t a m i c i n e m n a h r a z e n o m e d i e m bez a n t i b i o t i k a . 

Testované k m e n y by ly kult ivovány při 37°C po d o b u 18 h o d i n v M R S m e d i u . Po centrifugací 

( 3500 g/10 m i n u t ) by l a optická d e n z i t a n a s t a v e n a na h o d n o t u 0,5 změřením a b s o r b a n c e při 6 6 0 

n m . Počet buněk (CFU/ml ) by l s t a n o v e n p l o t n o v o u m e t o d o u ( ku l t i v a ce P e t r i h o m i s e k při 37°C po 

d o b u 4 8 h o d i n na M R S aga ru ) . Tes t k o m p e t i c e by l p r o v e d e n v mikrotitračních destičkách s 24 
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j a m k a m i . Caco-2 buňky by ly p r o m y t y dvakrát v PBS (pH 7,4) a p o t o m k n i m by la přidána směs 

1 m l bakteriálních buněk Lactobacillus, 0,5 m l D M E M a 10 u.1 bakteriální k u l t u r y E. coli 0 1 5 7 : H 7 . 

Ku l t i v a ce probíhala p o d o b u 3 0 m i n u t v a tmosféře 1 0 % C 0 2 . Nenavázané b a k t e r i e by ly o d m y t y 

pomocí PBS. Poté by l přidán d o j a m e k 1 m l 0 , 0 5 % T r i t o n u X-100 . Po 10 minutách i n k u b a c e by la 

směs lyžovaných Caco-2 buněk s navázanými b a k t e r i e m i v y s e t a na V R B agar ( M e r c k , D a r m s t a d t , 

Německo) p r o stanovení počtu buněk (CFU/ml ) u k m e n e E. coli 0 1 5 7 : H 7 tox- ( ku l t i vace m i s e k 

18 h o d i n při 37°C aerobně) . Tes t k o m p e t i c e by l p r o v e d e n ve d v o u nezávislých e x p e r i m e n t e c h . 

Každý k m e n by l testován v 5 j amkách . Statistické vyhodnocení b y l o p r o v e d e n o pomocí 

S t u d e n t o v a t t e s t u s h l a d i n o u významnost i P<0,05. 

4.2.10 Odolnost k podmínkám gastrointestinálního traktu 

Přežití kmenů v s imulovaných podmínkách gastrointestinálního t r a k t u by lo p r o v e d e n o 

p o d l e práce Fernandéz a ko l . (2003 ) . Všechny tes tované k m e n y by ly kult ivovány v M R S m e d i u 

při 37°C p o d o b u 18 h o d i n . Po c e n t r i f u g a c i (3 5 0 0 g/5 m i n u t ) a promytí ve fyziologickém r o z t o k u 

( 0 , 8 5 % NaCI) by l y bakteriální buňky resuspendovány v 2 0 m l žaludeční šťávy s následujícím 

složením: NaCI (125 m M ) , N a H C 0 3 (45 m M ) , KCI (7 m M ) (vše M e r c k , D a r m s t a d t , Německo) , 

p e p s i n (3 g/l) ( S i gma-A ld r i ch , St. Luis , USA ) . pH b y l o n a s t a v e n o na h o d n o t y 2,0 a 3,0. K m e n y 

laktobacilů by ly inkubovány v žaludeční šťávě při 37°C. A l i k v o t y (100 u.1) by l y odebrány po 0, 1 a 

3 hodinách a by ly v y s e t y na m i s k y s M R S a g a r e m p r o stanovení počtu buněk (CFU/ml ) . M i s k y 

by l y kult ivovány 4 8 h o d i n při 37°C. Po 3 hodinách i n k u b a c e v žaludeční šťávě by ly b a k t e r i e 

separovány c e n t r i f u g a c i ( 3500 g/5 m i n u t ) a resuspendovány ve střevní šťávě o složení: NaCI 

(125 m M ) , N a H C 0 3 (45 m M ) , KCI (7 m M ) (vše M e r c k , D a r m s t a d t , Německo) , 0 , 3 % n e b o 1,0 % 

žlučových solí ( B io l i f e , Mi láno, Itálie) a 0 , 1 % p a n k r e a t i n e m ( S i gma-A ld r i ch , St. Lu is , USA) . 

H o d n o t a pH by la n a s t a v e n a na 8 ,0 . Buňky by ly inkubovány p o d o b u 3 h o d i n při 37°C. A l i k v o t y 

(100 u.1) by ly odebrány po 1 a 3 hodinách a v y s e t y na P e t r i h o m i s k y s M R S a g a r e m . Byl s t a n o v e n 

počet buněk (CFU/ml ) . E x p e r i m e n t by l p r o v e d e n dvakrát. 

4.2.11 Rezistence k antibiotikům 

K m e n y by ly kult ivovány v M R S m e d i u při 37°C po d o b u 18 h o d i n aerobně . Po c e n t r i f u g a c i 

( 3500 g/5 m i n u t ) by l pe l e t s bakteriálními buňkami resuspendován ve fyziologickém r o z t o k u 

( 0 , 8 5 % NaCI) . Zákal bakteriální s u s p e n z e byl s t a n o v e n na 1 v McFar l andově řadě. P ro testování 

r e s i s t e n c e k antibiot ikům by ly př ipraveny P e t r i h o m i s k y s 25 m l tekutého média, které 

o b s a h o v a l o 9 0 % M H A ( M u e l l e r - H i n t o n a g a r ) ( M e r c k , D a r m s t a d t , Německo) a 10 % M R S a g a r e m 

(pH 6,5). M i s k y by ly vysušeny a na p o v r c h by ly rozetřeny bakteriální s u s p e n z e testovaných 

kmenů. Poté by ly na p o v r c h položeny p i n z e t o u proužky - E-testy (d le doporučení výrobce A B 

B iod i sk , Solná, Švédsko). M i s k y s E-testy by ly kult ivovány při 37°C p o d o b u 4 8 h o d i n anaerobně 
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d n e m dolů. P o té to době by ly odečteny inhibiční zóny d l e pokynů výrobce (AB B iod i sk , Solná, 

Švédsko). 

4.2.12 Imunomagnetická separace buněk 

Imunomagnet ická s e p a r a c e ( IMS) by la p r o v e d e n a pomocí nosičů funkcional izovaných 

s t r e p t a v i d i n e m s navázanou b i o t i n y l o v a n o u proti látkou anW-Lactobacillus ( k ap i t o l a 4 .1 .2 ) . P ro 

IMS by ly použity bakteriální buňky Lactobacillus rhamnosus LOCK 0 9 0 0 , které by ly kult ivovány 

aerobně v M R S m e d i u při 37°C po d o b u 18 h o d i n . Narostlá k u l t u r a by la p r o m y t a 3x v l m l PBS. 

Počet buněk (CFU/ml ) by l s t a n o v e n v ýsevem na P e t r i h o m i s k y s M R S a g a r e m p l o t n o v o u 

m e t o d o u (ku l t i vace při 37°C p o d o b u 4 8 h o d i n ) . 

P romytá bakteriální k u l t u r a k m e n e L. rhamnosus LOCK 0 9 0 0 (100 u.1) by la smíchána se 

steri lním PBS p u f r e m (900 u.1). T a k t o připravená bakteriální k u l t u r a by la použita p r o IMS. 

Magnet ické nosiče funkcional izované s t r e p t a v i d i n e m (50 u.1) o k o n c e n t r a c i 5 m g / m l by l y 3x 

p r o m y t y v 1 m l PBS. Poté by la přidána l O x ředěná biotinylovaná protilátka anW-Lactobacillus 

(50 u.1) ( k o n c e n t r a c e protilátky 0 ,131 m g / m l ) . K o m p l e x byl inkubován 6 0 m i n u t v inkubátoru při 

laboratorní teplotě za neustálého míchání. Po t o m t o časovém i n t e r v a l u byl k o m p l e x 

magnet ického nosiče s navázanou proti látkou odseparován pomocí magnet ického separátoru, 

dvakrát p r o m y t v 1 m l PBS a přepipetován d o sterilní E p p e n d o r f o v y z k u m a v k y . Ke k o m p l e x u 

b y l o přidáno 5 0 u.1 př ipravené bakteriální k u l t u r y . Celý k o m p l e x (magnetický 

nosič+protilátka+bakteriální buňky) by l inkubován 6 0 m i n u t při 5 °C (občas j e m n ě protřepán) , 

odseparován pomocí magnet ického separátoru a p r o m y t v 2 0 0 0 u.1 PBS. Při promývání byl 

k o m p l e x několikrát přenesen d o čisté E p p e n d o r f o v y z k u m a v k y . Po posledním promytí byl v 

resuspendován 5 0 u.1 PBS. 

4.2.12.1 Imunomagnetická separace buněk z mléka a mléčných výrobků 

Bakteriální buňky k m e n e L. rhamnosus LOCK 0 9 0 0 promyté v PBS d l e p o s t u p u v k a p i t o l e 4. 

2. 12 by ly přidány k U H T mléku (100 u.1 + 9 0 0 u.1 mléka) n e b o k bí lému j o g u r t u (100 u.1 + 9 0 0 u,l 

j o g u r t u ) . P o s t u p IMS byl dále stejný j a k o v k a p i t o l e 4 . 2. 1 2 . K o m p l e x magnet ického nosiče s 

navázanou proti látkou a bakteriálními buňkami byl resuspendován v 5 0 u.1 PBS. 

4.2.12.2 Detekce imunomagneticky separovaných buněk 

Separovaný k o m p l e x (30 u.1) by l lyžován při 99°C/30 m i n u t v t h e r m o c y c l e r u . Po lyži 

k o m p l e x u by la p r o v e d e n a PCR ( IMS-PCR) specifická p r o doménu Bacteria, r od Lactobacillus a 

d r u h Lactobacillus rhamnosus. PCR by ly p r o v e d e n y d l e návodu uvedeného v k a p i t o l e 4 . 2 . 4 . 1 . Do 
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směsí p r o PCR b y l o přidáno 5 u.1 lyžovaného k o m p l e x u . D e t e k c e specifických produktů PCR by la 

p r o v e d e n a pomocí agarózové gelové elektroforézy. 

Separované k o m p l e x y by ly v y s e t y na m i s k y s M R S a g a r e m v množství 20 u.1 na m i s k u . 

Ku l t i v a ce m i s e k proběhla aerobně při 37°C po d o b u 4 8 h o d i n . Poté by l s t a n o v e n počet buněk 

(CFU/ml ) . 
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5. VÝSLEDKY A DISKUZE 

Výsledky j s o u témat icky rozděleny a diskutovány v rámci jednotl ivých k a p i t o l . Jednot l ivé 

dílčí závěry by ly publikovány j e d n a k na konferencích f o r m o u posterů n e b o přednášek a j e d n a k 

f o r m o u článků v impaktovaných časopisech. S o u h r n publikací je u v e d e n v k a p i t o l e 10. Kompletní 

souhrn publikací autora. P lné znění článků publikovaných v recenzovaných časopisech je 

u v e d e n o v k a p i t o l e 11. Přílohy. 

5.1 Identifikace k m e n ů rodu Lactobacillus s využ i t ím metod z a l o ž e n ý c h na 
amplifikaci DNA 

D N A sbírkových a typových bakteriálních kmenů (Tabu lka 2) a 6 8 analyzovaných 

bakteriálních kmenů r o d u Lactobacillus ( Tabu lka 3 A a 3B ) by la izolována pomocí f e n o l -

ch loroformové e x t r a k c e ( k ap i t o l a 4 .2 .2 ) . K o n c e n t r a c e izolovaných D N A by ly s t a n o v e n y 

s p e k t r o f o t o m e t r i c k y ( k ap i t o l a 4 .2 .3 ) . Všechny D N A by ly izolovány v potřebné čistotě ( h o d n o t y 

poměru absorbancí A 2 60nm/A280nm se p o h y b o v a l y v rozmezí 1,8-2,0) a v koncentracích vhodných 

p r o j e j i ch další použití v amplif ikačních technikách. Agarózová gelová elektroforéza by la použita 

p r o k o n t r o l u kva l i t y izolované D N A . D N A by la intaktní a o b s a h o v a l a R N A . D N A analyzovaných 

bakteriálních kmenů by la amplif ikována v PCR p r o doménu Bacteria, v rodově specifické PCR p ro 

Lactobacillus a v druhově specifických PCR p r o L. paracasei, L. casei/paracasei, L. rhamnosus, L. 

zeae, L. gasseri, L. johnsonii, L. acidophilus, L. fermentům, L. salivarius a L. plantarum. D N A 

izolované ze sbírkových a typových kmenů sloužily j a k o pozitivní k o n t r o l y ( k ap i t o l a 4 .2 .4 ) . 

V PCR p r o doménu Bacteria by l p o a m p l i f i k a c i D N A u všech kmenů detegován specifický 

p r o d u k t PCR o v e l i k o s t i 4 6 6 b p - D N A všech kmenů by la amplif ikovatelná a m o h l a být použita v 

dalších identifikačních technikách. Dále by la D N A všech kmenů amplif ikována pomocí pr imerů 

L b L M A l r e v a R16-1 , které ohraničují o b l a s t mezerníku 16S-23S r D N A a j s o u specifické p r o r od 

Lactobacillus ( k ap i t o l a 4 .2 .4 .1 ) ( D u b e r n e t a k o l . 2 0 0 2 ) . U všech kmenů (s výj imkou k m e n e RL27-

V G A - 7 A 2 ) by l detegován specifický p r o d u k t PCR o v e l i k o s t i asi 2 5 0 bp značící příslušnost k r o d u 

Lactobacillus. V e l i k o s t specif ického p r o d u k t u PCR (počet bází) se liší v rámci r o d u Lactobacillus u 

jednot l ivých druhů, protože některé d r u h y r o d u Lactobacillus j s o u v o b l a s t i mezerníku 16S-23S 

r D N A polymorfní ( D u b e r n e t a k o l . 2 0 0 2 ) . K m e n R L 2 7 - V G A - 7 A 2 by l vyřazen ze s o u b o r u 

testovaných kmenů na základě j e h o nepříslušnosti k r o d u Lactobacillus. By ly t ak p o t v r z e n dříve 

zjištěný výsledek (Turková 2 0 0 9 ) . 

D N A bakteriálních kmenů identif ikovaných d o r o d u Lactobacillus (67) by la amplif ikována 

pomocí m e t o d založených na a m p l i f i k a c i D N A (druhově specifická PCR - k a p i t o l a 4 . 2 . 4 . 1 ; 

multiplexní PCR - k a p i t o l a 4 . 2 . 4 . 2 ; a m p l i f i k a c e g e n u pheS - k a p i t o l a 4 .2 .4 .3 a f ingerprintové 

m e t o d y rep-PCR a RAPD-PCR - k a p i t o l a 4 .2 .4 .4 ) . Výsledky j s o u u v e d e n y v T a b u l c e 1 6 . D r u h y 
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zařazené d o blízce příbuzných druhů s k u p i n y L. casei (L. casei, L porocosei, L rhomnosus) j s o u 

podrobněji diskutovány v k a p i t o l e 5 . 1 . 1 ; d r u h y zařazené d o s k u p i n y L acidophilus (L gosseri a L 

johnsonii) v k a p i t o l e 5 .1 .2 . O s m kmenů n e b y l o zařazeno d o žádného d r u h u pomocí výše 

uvedených t e c h n i k . P ro přesné zařazení by l y použity další m e t o d y (viz dále) . 

Tabulka 16: Druhová identifikace kmenů rodu Lactobacillus izolovaných z různých zdrojů. 

K m e n 
Rodově Druhově Multiplexní PCR p r o Rep-PCR + Druhová i d e n t i f i k a c e 

K m e n 
specifická PCR specifická 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-bi le7-5A L paracasei paracasei - paracasei paracasei 
RL4-bi le7-5B 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 
RL8-P L. gasseri/johnsonii * • johnsonii gasseri gasseri/johnsonii 
RL9-P L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus 

RL10-P L paracasei paracasei - paracasei paracasei 
RL10-b i l e7-5A L paracasei paracasei - paracasei paracasei 
RL10-bi le7-5B L. paracasei paracasei - paracasei paracasei 

RL11-P L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus 
RL12-PA L. fermentům • - fermentům fermentům 
RL12-PB L. fermentům • - fermentům fermentům 
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. fermentům - - salivarius fermentům**** 
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 N***** 
RL21-P L paracasei paracasei - paracasei paracasei 
RL22-P L gasseri - gasseri gasseri gasseri 
RL23-P L. fermentům • - fermentům fermentům 
RL24-P L. gasseri/johnsonii * • johnsonii gasseri gasseri/johnsonii 
RL25-P L. fermentům - - fermentům fermentům 
RL26-P L. plantarum • - plantarum plantarum 
RL27-P L. N - - N 

RL27-VGA -7A 2 - - - - N 
RL28-P L. N - - N N * * * * * * 
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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K m e n 
Rodově 

specifická PCR 
Druhově 

specifická PCR 
M u l t i p l e x n i 

PCR 
PCR p r o 

pheS 
Rep-PCR + 
RAPD-PCR 

Druhová i d e n t i f i k a c e 
Lactobacillus 

RL5 L. johnsonn - johnsonii johnsonii johnsonii 
RL6 L. N - - N N * * 
RL7 L. N - - N 
RL8 L. johnsonn - johnsonii johnsonii johnsonii 
RL9 L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus 

RL IO L. paracasei paracasei - paracasei paracasei 
RL11 L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus 
RL12 L. fermentům • - fermentům fermentům 
RL13 L. gasseri/'Johnson ii * • johnsonii gasseri gasseri/johnsonii 
RL14 L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus 
RL15 L. salivarius - - salivarius salivarius 
RL16 L. fermentům - - fermentům fermentům 
RL17 L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus 
RL18 L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus 
RL19 L. paracasei paracasei - paracasei paracasei 
RL20 L. N - • N N * * * * * 
RL22 L. gasseri • gasseri gasseri gasseri 

C C D M 8 3 / 0 0 L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus 
C C D M 1 4 8 / 0 0 L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus 
C C D M 1 5 4 / 0 2 L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus 
C C D M 1 5 8 / 0 0 L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus 
C C D M 8 2 1 / 0 0 L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus 
C C D M 9 6 3 / 0 0 L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus 

LOCK 0 9 0 0 L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus 
LOCK 0 9 0 8 L. rhamnosus rhamnosus - rhamnosus rhamnosus 
LOCK 0 9 1 9 L. paracasei paracasei - paracasei paracasei 

N neidentifikován; - PCR neprovedena; L. Lactobacillus; * specifický produkt PCR byl detegován v PCR pro L. gasseri i v PCR pro L. 

johnsonii; ** identifikace do druhu L. vaginalis/panis/frumenti/pontis/oris/antri pomocí sekvenování genu pro 16SrRNA (kapitola 

5.1.3); *** identifikace do druhu L. vaginalis pomocíMALDI-TOF (kapitola 5.1.3); **** druhová identifikace dle výsledků druhově 

specifické PCR; ***** identifikace do druhu L. helveticus pomocí sekvenování genu pro 16SrRNA (kapitola 5.1.3); ****** 

identifikace do druhu L. oris pomocí MALDI-TOF (kapitola 5.1.3) 

5.1.1 Blízce příbuzné druhy skupiny L. casei 

S k u p i n a blízce příbuzných druhů L casei sdružuje d r u h y L casei, L paracasei, L rhamnosus 

a L zeae ( W a l t e r a ko l . 2 0 0 0 ) . Z ana lyzovaného s o u b o r u kmenů b y l o d o d r u h u L. rhamnosus 

zařazeno 24 kmenů, d o s k u p i n y L. casei/paracasei b y l o zařazeno 12 kmenů. Všech 12 kmenů 

b y l o následně zařazeno d o d r u h u L. paracasei pomocí d ruhově specifické PCR s využit ím pr imerů 

publikovaných v práci W a r d a T i m m i n s (1999) - v e l i k o s t specifických PCR produktů by la 2 9 0 bp 

(Tabu lka 4) . P r o d u k t y PCR o v e l i k o s t i 2 9 0 bp by ly také detegovány u sbírkových kmenů L. casei 

C C M 4 7 9 1 , L. casei C C M 4 7 9 8 a L. casei s sp . casei C C M 7 0 8 9 značící příslušnost k d r u h u L. 

paracasei. N icméně u t ypového k m e n e L. casei s sp . casei C C M 7 0 8 8 T n e b y l y detegovány 

p r o d u k t y PCR an i s p r i m e r y specifickými p r o d r u h L. casei/paracasei, an i s p r i m e r y specifickými 

p r o d r u h L. paracasei. D N A k m e n e L. casei s sp . casei C C M 7 0 8 8 T (ATCC 3 9 3 T ) by l a amplif ikována 

pomocí primerů p r o s k u p i n u druhů L. casei/paracasei, L. paracasei a L. zeae ( k ap i t o l a 4 .2 .4 .1 ) . 

Specifický p r o d u k t PCR by l detegován p o u z e v druhově specifické PCR p r o L. zeae. Výsledky se 
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shodují s tvrzením o příbuznosti k m e n e L casei s sp . casei C C M 7 0 8 8 T (ATCC 3 9 3 T ) s d r u h y L zeae 

v publikacích D icks a k o l . (1996 ) a De l ag l i o a k o l . (2002) . 

P ro rozlišení blízce příbuzných druhů s k u p i n y L casei by l a v té to práci rovněž použita 

multiplexní PCR d l e autorů S i s to a k o l . (2009 ) ( k a p i t o l a 4 .2 .4 .2 ) . V multiplexní PCR by ly u kmenů 

L casei detegovány d v a a m p l i k o n y o v e l i k o s t i 5 4 0 a 3 5 0 b p , u kmenů L paracasei d v a a m p l i k o n y 

o v e l i k o s t i 5 4 0 a 2 0 0 bp a u kmenů L. rhamnosus by l detegován j e d e n f r a g m e n t o v e l i k o s t i 

5 4 0 b p . Výsledky j s o u u v e d e n y v T a b u l c e 16 a T a b u l c e 1 7 . Druhová i d e n t i f i k a c e kmenů 

zařazených d o d r u h u L. rhamnosus a L. paracasei pomocí d ruhově specifických PCR by la 

p o t v r z e n a pomocí multiplexní PCR. U kmenů L. casei C C M 4 7 9 1 , L. casei C C M 4 7 9 8 a L. casei 

ssp . casei C C M 7 0 8 9 by ly detegovány d v a p r o d u k t y PCR 5 4 0 a 2 0 0 bp značící příslušnost kmenů 

k d r u h u L. paracasei. U k m e n e L. zeae C C M 7 0 6 9 T n e b y l p o d l e očekávání detegován žádný PCR 

p r o d u k t . 

U k m e n e L. casei ssp . casei C C M 7 0 8 8 T (ATCC 3 9 3 T ) by ly detegovány d v a p r o d u k t y PCR o 

v e l i k o s t i 5 4 0 a 3 5 0 b p , které řadí k m e n d o d r u h u L. casei, což je v r o z p o r u s předcházejícími 

výsledky, ve kterých byl detegován specifický p r o d u k t PCR p r o d r u h L. zeae. D le výše uvedených 

výsledků lze k o n s t a t o v a t , že taxonomická p o z i c e k m e n e je nejasná a pomocí výše uvedených 

identifikačních t e c h n i k ne l ze jednoznačně p o t v r d i t příslušnost k m e n e C C M 7 0 8 8 T (ATCC 3 9 3 T ) ke 

d r u h u L. casei an i ke d r u h u L. zeae. 

K m e n L. casei s sp . casei C C M 7 0 8 8 T (ATCC 3 9 3 T ) je t ypovým k m e n e m d r u h u L. casei a je již 

několik let hlavním p ředmětem sporů m e z i vědci zabývajícími se taxonomií s k u p i n y L. casei. 

Udává se , že je více příbuzný s k m e n e m L. zeae C C M 7 0 6 9 T (ATCC 1 5 8 2 0 T ) než s k m e n y d r u h u L. 

casei a neměl by t e d y f i g u r o v a t j a k o typový k m e n p r o d r u h L. casei (De l l ag l i o a ko l . 2 0 0 2 ) . 

Pomocí D N A / D N A h y b r i d i z a c e b y l o zjištěno, že sbírkové k m e n y (ATCC 3 9 3 T a A T C C 1 5 8 2 0 T ) j s o u 

si podobné z 8 0 % (Dicks a k o l . 1 9 9 6 ) . N a d r u h o u s t r a n u některé práce využívající genotypových 

m e t o d ukazují m a l o u příbuznost m e z i k m e n y L. casei s sp . casei A T C C 3 9 3 T a L. zeae A T C C 1 5 8 2 0 T 

( T y n k k y n e n a k o l . 1999 ) . 
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Tabulka 17: Výsledky multiplexní PCR se specifickými primery pro L. casei, L. paracasei a L. rhamnosus 

K m e n 
P roduk t PCR 

(bp) 
Druh Lactobacillus 

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 

C C D M 83/00 540 rhamnosus 
C C D M 148/00 540 rhamnosus 
C C D M 154/02 540 rhamnosus 
C C D M 158/00 540 rhamnosus 
C C D M 8 2 1 / 0 0 540 rhamnosus 
C C D M 9 6 3 / 0 0 540 rhamnosus 

L rhamnosus C C M 1 8 2 5 T 540 rhamnosus 
L rhamnosus C C M 7091 540 rhamnosus 

L casei ssp. casei C C M 7 0 8 9 540 , 200 paracasei 
L. casei ssp. casei C C M 7 0 8 8 T 540 , 350 casei 

L casei C C M 4 7 9 1 540 , 200 paracasei 
L. casei C C M 4 7 9 8 540 , 200 paracasei 

L paracasei ssp. paracasei C C M 1 7 5 3 T 540 , 200 paracasei 
L paracasei ssp. tolerans C C M 7 0 9 2 1 540 , 200 paracasei 

L. zeae C C M 7 0 6 9 T - -

LOCK 0 9 0 0 540 rhamnosus 
LOCK 0 9 0 8 540 rhamnosus 
LOCK 0 9 1 9 540 , 200 paracasei 



Dle výše uvedených výsledků lze k o n s t a t o v a t , že taxonomická p o z i c e v rámci s k u p i n y L. 

casei je v e l m i složitá; zabývala se jí řada prací - C o l l i n s a k o l . ( 1989 ) ; De l l ag l i o a k o l . ( 1991 ) ; D icks 

a ko l . ( 1996 ) ; M o r i a ko l . ( 1997 ) ; K le in a k o l . ( 1998 ) ; De l l ag l i o a k o l . (2002 ) . P rob lémy v rámci 

té to s k u p i n y se zabývala mezinárodní k o m i s e Jud i ca l C o m m i s i o n o f t h e I n t e r n a t i o n a l C o m i t t e e 

o f S y s t e m a t i c s o f Bac t e r i a ( W a y n e 1 9 9 4 , Jud i c i a l C o m m i s s i o n o f t h e I n t e r n a t i o n a l C o m m i t t e e o n 

S y s t e m a t i c s o f Bac t e r i a 2 0 0 8 ) . Je nutné zdůraznit, že přesná i d e n t i f i k a c e , zvláště druhů L casei a 

Lparacasei, je důležitá v z h l e d e m k j e j i ch potenciálnímu využití v potravinářském průmyslu n e b o 

p r o vědecké účely. Uvádí se , že až 2 8 % kmenů L casei/paracasei má probiotické v l a s t n o s t i a je 

t ak potenciálně využitelných v mlékárenském průmyslu (Sato a k o l . 2012 ) . 

5.1.2 Blízce příbuzné druhy skupiny L. acidophilus 

Další s k u p i n o u blízce příbuzných druhů v rámci r o d u Lactobacillus je s k u p i n a L. acidophilus. 

S k u p i n a L. acidophilus je v y s o c e heterogenní a dříve by la rozdělena d l e metabol ických a 

funkčních vlastností na šest druhů - L. acidophilus, L. amylovorus, L. crispatus, L. gallinarum, L. 

gasseri a L.johnsonii ( L u g i n b u h l a k o l . 2 0 0 6 , W a l t e r a k o l . 2 0 0 0 ) . 

V práci by l y použity p r i m e r y G a s l / G a s l l p r o d r u h L. gasseri a p r i m e r y JohSI/SII p r o d r u h L. 

johnsonii publ ikované v práci W a l t e r a k o l . 2 0 0 0 (Tabu lka 4) . U 9 kmenů , u kterých byl 

detegován specifický p r o d u k t PCR p r o L. gasseri, byl také detegován specifický p r o d u k t PCR p r o 

L. johnsonii. J en u d v o u kmenů byl detegován specifický p r o d u k t PCR p o u z e p r o L. johnsonii (RL5, 

RL8) a j e n u d v o u kmenů byl detegován specifický p r o d u k t PCR p o u z e p r o L. gasseri (RL22, RL22-

P). Blízká příbuznost m e z i d r u h y L. gasseri a L. johnsonii v o b l a s t i g e n u p r o 16S r R N A by la 

publikována již dříve ( L u g i n b u h l a k o l . 2 0 0 6 ) . P ro odlišení těchto druhů b y l o tes továno využití 

dalších genů, např. g e n u p r o f e n y l a l a n i n - t R N A syntetázu (pheS) při i d e n t i f i k a c i d r u h u L.johnsonii 

(Grillová 2 0 1 2 ) . Shrnuté výsledky druhově specifické PCR p r o d r u h y L. gasseri, L. johnsonii a 

a m p l i f i k a c e g e n u p r o f e n y l a l a n i n - t R N A syntetázu (pheS) d r u h u L. johnsonii j s o u u v e d e n y 

v T a b u l c e 18 . 
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Tabulka 18: Identifikace kmenů druhu L. gasseri a L. johnsonii pomocí druhově specifických PCR a amplifikace 
DNA v PCR pro gen pheS 

Kmen P roduk t PCR P roduk t PCR P roduk t PCR Výsledná druhová Kmen 
p ro L gasseri pro L johnsonii pro pheS ident i f ikace 

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 C C M 7 0 0 9 T + - - gasseri 
L johnsonii C C M 4 3 8 4 T - + + johnsonii 

L. gasseri K7 + - - gasseri 
L johnsonii C C M 2935 - + + johnsonii 

+ specifický produkt PCR detegován; - specifický produkt PCR nedetegován; *nelze jednoznačně zařadit do druhu na základě 

dosažených výsledků 

Z výsledků uvedených v T a b u l c e 18 vyplývá, že druhová i d e n t i f i k a c e kmenů blízce 

příbuzných druhů L. gasseri a L. johnsonii s využit ím primerů o d W a l t e r a k o l . (2000 ) a Grillová 

(2012) není jednoznačná. J ednoznačně by ly identif ikovány k m e n y L. gasseri C C M 7 0 0 9 T , 

L. johnsonii C C M 4 3 8 4 T , L. gasseri K7 a L. johnsonii C C M 2 9 3 5 . RL k m e n y r o d u Lactobacillus 

n e b y l y zařazeny d o d r u h u s výj imkou kmenů RL5 a RL8 (zařazeny d o d r u h u L. johnsonii) a RL22-P 

a RL22 (zařazeny d o d r u h u L. gasseri). P r i m e r y G a s l / G a s l l a JohnSI/JohnSI I ( W a l t e r a k o l . 2 0 0 0 ) a 

p r i m e r y Ljp/)eSFW/Ljp/)eSRW (Grillová 2 0 1 2 ) n e j s o u vhodné p r o jednoznačné odlišení druhů 

L. gasseri a L. johnsonii v e s tudovaném s o u b o r u bakteriálních kmenů. 

5.1.3 Porovnání sekvencí genů pro 16S rRNA 

Pomocí druhově specifických PCR n e b y l o identif ikováno d o d r u h u 8 kmenů r o d u 

Lactobacillus - RL6-P, RL7-P, RL20-P, RL27-P, RL28-P, RL6, RL7 a RL20 (Tabu lka 16) . U těchto 

kmenů by la D N A amplif ikována pomocí pr imerů PO a P6 ohraničujících celý úsek D N A p r o 

16S r R N A ( V e r d n e r e l l i a k o l . 2 0 0 9 ) . Specifický p r o d u k t PCR o v e l i k o s t i 1 4 6 6 b p by l přečištěn 

pomocí k i tu a poslán na sekvenování ( k ap i t o l a 4 .2 .5 ) . Výs ledné s e k v e n c e nukleotidů by ly 

porovnány s dostupnými s e k v e n c e m i v databázi G e n e B a n k pomocí a l g o r i t m u BLAST a by lo 
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vypočteno p r o c e n t o p o d o b n o s t i s k m e n y v databázi ( kap i to l a 4 .2 .6 ) . Výsledky j s o u u v e d e n y 

v T a b u l c e 19 . 

Tabulka 19: Druhová identifikace pomocí podobnosti genů pro 16S rRNA 

K m e n Druhová ident i f i kace (% podobnos t i ) 
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%) 

K m e n y RL20-P a RL20 by ly zařazeny d o d r u h u L helveticus. Pomocí a l g o r i t m u BLAST by la 

n a l e z e n a 1 0 0 % s h o d a s e k v e n c e nukleotidů kmenů RL20-P a RL20 s několika s e k v e n c e m i kmenů 

d r u h u L. helveticus uloženými v databázi G e n e B a n k . Šest zbývajících kmenů b y l o zařazeno d o 

s k u p i n y několika druhů L. vaginolis/panis/frumenti/pontis/oris/antri. S e k v e n c e g e n u p r o 16S 

r R N A neumožnila jednoznačné zařazení těchto kmenů d o d r u h u , což je v s o u l a d u s údaji 

uváděnými v l i teratuře ( D e l a v e n n e a k o l . 2 0 1 3 ) . 

I den t i f i kace kmenů RL6-P, RL7-P, RL27-P, RL28-P, RL6 a RL7 by la upřesněna pomocí další 

identifikační t e c h n i k y - MALD I-TOF . K m e n y RL7, RL7-P a RL27-P by ly identif ikovány d o d r u h u 

L. vaginalis. K m e n RL28-P by l identif ikován d o d r u h u L. oris. U zbylých kmenů RL6-P a RL6 n e b y l a 

t e c h n i k a MALD I-TOF schopná jednoznačně i d e n t i f i k o v a t k m e n y d o d r u h u a b u d e nutné p o d r o b i t 

t y t o k m e n y další i d e n t i f i k a c i (Španová 2014 ) . 

5.1.4 Stanovení příbuznosti pomocífingerprintových technik 

P ro potvrzení druhové i d e n t i f i k a c e a p r o stanovení příbuznosti a genetické v a r i a b i l i t y m e z i 

k m e n y v rámci jednotl ivých druhů by la D N A všech kmenů amplif ikována pomocí pr imerů M 1 3 

(RAPD-PCR) a ( G T G ) 5 ( rep-PCR) ( k ap i t o l a 4 .2 .4 .4 ) . Jednot l ivé f ingerprintové p ro f i l y kmenů by ly 

porovnávány pomocí p r o g r a m u B i o N u m e r i c s 6.5 ( kap i t o l a 4 .2 .6 ) . P ro analýzu fingerprintů 

daného s o u b o r u byl využit a l g o r i t m u s shlukové analýzy da t U P G M A s Pearsonovým korelačním 

k o e f i c i e n t e m (Jelínek 2 0 1 0 ) . Výsledky j s o u u v e d e n y v T a b u l c e 16 . Příklady sestrojených 

dendrogramů z f ingerprintových profilů kmenů j s o u u v e d e n y v Příloze 1 v rámci publ ikovaného 

článku. 

P ro i d e n t i f i k a c i d o druhů r o d u Lactobacillus se rep-PCR s p r i m e r e m (GTG)s ukázala j a k o 

vhodnější m e t o d a než RAPD-PCR . N a p r o t i t o m u t e c h n i k a RAPD-PCR s p r i m e r e m M 1 3 by la 
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vhodnější p r o hodnocení vn i t rodruhové va r i ab i l i t y . K o m b i n a c e o b o u f ingerprintových m e t o d 

rep-PCR a RAPD-PCR umožnila přesnější d r u h o v o u i d e n t i f i k a c i na stejné hladině p o d o b n o s t i j a k o 

u t e c h n i k y rep-PCR samotné . Uvedené m e t o d y by ly s úspěchem použity p r o t y p i z a c i různých 

druhů laktobacilů (Geve rs a k o l . 2 0 0 1 , Rosse t t i a G i r a f f a 2 0 0 5 , Švec a ko l . 2 0 1 0 ) . 

5.1.5 Shrnutí druhové identifikace kmenů 

V současné době (červenec/2014) o b s a h u j e r o d Loctobocillus více než 1 5 0 druhů a 

poddruhů ( pod l e h t t p : / / w w w . b a c t e r i o . n e t ) . R o d Loctobocillus j e považován za nejvíce 

heterogenní r o d m e z i B M K a p r o přesnou i d e n t i f i k a c i druhů je nutné využít více identifikačních 

t e c h n i k - tzv . polyfázní přístup ( B e r n a r d e a u a ko l . 2008 ) . 

L a k t o b a c i l y izolované ze s t o l i c e zdravých plně kojených dětí by l y v té to práci 

identif ikovány d o d e s e t i druhů (/.. paracasei, L. rhamnosus, L. johnsonii, L. salivarius, 

L. fermentům, L. plantarum, L. helveticus, L. gosseri, L. vaginalis, L. oris) a d v o u s k u p i n druhů 

L. gasseri/johnsonii a L. vaginalis/panis/frumenti/pontis/oris/antri pomocí několika molekulárně 

biologických t e c h n i k ( Tabu lka 16 , T a b u l k a 17 , T a b u l k a 18 , T a b u l k a 19) . Všechny t y t o d r u h y by ly 

identif ikovány v lidském gastrointestinálním t r a k t u (Wa l l a k o l . 2 0 0 7 , M i t s o u a k o l . 2 0 0 8 , 

Š tšepetova a k o l . 2 0 1 1 , R u b i o a k o l . 2 0 1 4 ) . Autoři W a l l a ko l . (2007) z j i s t i l i , že lidské střevo je 

původně p o narození osídleno j e n několika k m e n y j e d n o h o či d v o u druhů. M i t s o u a ko l . (2008) 

na l ez l i m e z i l a k t o b a c i l y v prvních měsících života d o m i n a n c i kmenů d r u h u L. rhamnosus a 

L. paracasei; R u b i o a k o l . 2 0 1 4 d e t e g o v a l v prvním měsíci života nejvíce kmenů d r u h u L. gasseri, 

L. fermentům, L. casei/paracasei, L. oris a L. vaginalis. Po d v o u měsících života již převládalo 

zastoupení kmenů L. casei/paracasei ( R u b i o a k o l . 2 0 1 4 ) . W a l l a k o l . (2007 ) i d e n t i f i k o v a l i k m e n y 

d r u h u L. rhamnosus a L. casei/paracasei především u dospělých jedinců. K m e n y L. gasseri se 

vyskytují ve vagíně zdravých žen a během p o r o d u t ak m o h o u k o l o n i z o v a t n o v o r o z e n c e a být 

př í tomny v j e h o gastrointest inálním t r a k t u ( M a t s u m i y a a ko l . 2 0 1 2 ) . V e s t u d i i autorů M a r t i n a 

k o l . 2 0 0 3 b y l o ukázáno, že RAPD-PCR f ingerprintové p ro f i l y kmenů izolovaných z dětské s to l i c e 

se shodují s RAPD-PCR p ro f i l y kmenů z mateřského mléka. 

Všechny k m e n y izolované z mléčných výrobků n e b o ze siláže by ly zařazeny d o d r u h u 

L. rhamnosus. K m e n y d r u h u L. rhamnosus se často vyskytují v mlékárenských výrobcích, včetně 

různých druhů sýrů ( B e r n a d e a u a k o l . 2 0 0 6 ) . K m e n y L. rhamnosus se také používají s p o l u 

s k m e n y L. buchneri k f e r m e n t a c i siláže (Li a N i s h i m o 2 0 1 1 ) . 

Část výsledků uvedených v k a p i t o l e 5 .1 , včetně příkladu sestrojených dendrogramů v 

k a p i t o l e 5.1.4 Stanovení příbuznosti pomocí f ingerprintových t e c h n i k , by la publikována v článku 

Turková K., Rittich B., Španová A.: Identification and determination of relatedness of lactobacilli 

using different DNA amplification methods. Chemical Papers, 2012, 66, 842-851. V článku by la 

použita D N A kmenů RL-P; k m e n y j s o u avšak označeny p o u z e j a k o RL. T o t o zjednodušené 

označení b y l o použito na základě žádosti r e c e n z e n t a č lánku. Plné znění článku je u v e d e n o v 
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Příloze 1. Výsledky i d e n t i f i k a c e kmenů by ly dále publikovány ve fo rmě plakátových sdělení či 

přednášek (viz K a p i t o l a 10). 

5.2 Produkce ant imikrobiá ln ích lá t ek kmeny rodu Lactobacillus 

Antagonistická a inhibiční ak t i v i t a bakterií r o d u Lactobacillus j e založena na různých 

v l a s t n o s t e c h , m e z i které patří k o m p e t i c e o živiny a p r o d u k c e j e d n o h o n e b o více 

antimikrobiálních metabol i tů j a k o j s o u organické kyse l i ny (kyse l ina mléčná n e b o kyse l i na 

octová) , p e r o x i d vodíku, a antimikrobiální p e p t i d y - b a k t e r i o c i n y ( G h a n b a r i a ko l . 2 0 1 3 ) . M e z i 

základní skríningové t e s t y patří agarový kapkový t es t a agarový difuzní tes t . 

5.2.1 Testování produkce antimikrobiálních látek pomocíagarového kapkového testu 

Testování p r o d u k c e antimikrobiálních látek b y l o p r o v e d e n o pomocí agarového kapkového 

t e s t u a agarového kapkového t e s t u s př ip ipetovanými proteolyt ickými e n z y m y ( k a p i t o l a 4 .2 .8 .1 

a k a p i t o l a 4 .2 .8 .2 ) . Na p r o d u k c i antimikrobiálních látek by lo tes továno 6 5 bakteriálních kmenů 

(Tabu lka 3 A a T a b u l k a 3 B ; n e b y l y testovány k m e n y RL13-57L3-7AP a RL13-57L3-8AP) s použitím 

dvanáct i indikátorových kmenů (Tabu l ka 2). Na O b r . 10 je z o b r a z e n a P e t r i h o m i s k a s a g a r o v ý m 

kapkovým t e s t e m . Příklad P e t r i h o m i s k y s agarovým kapkovým t e s t e m a př ipipetovanými 

proteolyt ickými e n z y m y je u v e d e n na O b r . 1 1 . V e l i k o s t i inhibičních zón ( m m ) j s o u u v e d e n y v 

Tabulkách 20 a 21 a j s o u p růměrem ze čtyř pokusů. 

Obr. 10: Agarový kapkový test Inhibiční zóny způsobené produkcí antimikrobiálních látek kmenů RL5, RL6, RL7 a 
RL8; indikátorový kmen L. delbrueckii IM348 
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Obr. 11: Agarový kapkový test s připipetovanými proteolytickými enzymy proteinázy K(P) a trypsinu (T) 
Inhibičnízóny způsobené produkcí antimikrobiálních látek kmenů RL5, RL6, RL7 a RL8; indikátorový kmen 

L. delbrueckii IM348 
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Tabulka 20: Velikosti inhibičních zón (mm) stanovené pomocí agarového kapkového testu (indikátorové kmeny -
Lactobacillus sp.) 

Indikátorový kmen 
Testovaný  

kmen L. salivarius L. gasseri L. delbrueckii L. delbrueckii L. fermentům 
IM124 IM340 ' S O e ' IM348 IM 349 IM 351 

RL1-P 2,0±0,1 UC - 0,5±0,1 C 3,9±0,2 C 6,4±0,3 C -

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±0,3 C -

RL4-P 4,9±0,4 UC - 0,7±0,1 UC 1,9±0,1 C 4,6±0,1C -

RL4-bile7-5A 2,0±0,1 UC - - 2,3±0,3 C 3,0±0,1C 2,0±0,1 UC 
RL4-bile7-5B 2,0±0,1 UC - - 2,4±0,1 C 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±0,1 UC 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 3,7±0,3 C 
RL9-P 1,9±0,1 UC - 1,1±0,1 c 3,2±0,2 CPT 3,1±0,1C 1,0±0,1C 
RL10-P 2,0±0,1 UC - 2,0±0,1 C 3,2±0,2 C 3,6±0,2C 5,0±0,3C 

RL10-bile7-5A 2,0±0,1 UC - 1,0±0,1 c 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±0,4UC 2,6±0,1C 5,0±0,3 C 

RL11-P 1,8±0,1 UC - 0,9±0,1 CPT 3,6±0,3 C 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 - - 2,1±0,2 CPT 1,0±0,1 UC 3,0±0,2 C -

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±0,1 C 3,4±0,2 C 4,1±0,3C 2,0±0,1 UC 
RL20-P - - 3,5±0,2 UC - 2,1±0,1 UC -

RL21-P - 2,0±0,1 UC 2,3±0,1 UC 2,4±0,1 UC - -

RL22-P 0,7±0,1CPT 4,2±0,3CPT 4,8±0,3 CPT 6,3±0,4 CPT 6,3±0,5 CPT 2,9±0,1CPT 
RL23-P - 2,4±0,1 UC 2,4±0,1 UC - 0,8±0,1 UC 2,7±0,1 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 - 1,9±0,1 CPT 3,3±0,1 C 4,5±0,2 CPT 1,0±0,1 UC 
RL27-P - - 1,7±0,1 UC 2,4±0,1 UC 2,4±0,1 UC -

RL28-P - - - - - -

RL29-P - - - - - -

RL30-P - - - - - -

RL1 - 2,3±0,1C 1,2±0,1 C 2,8±0,2 UC 4,1±0,2C 0,6±0,1 UC 
RL2 - 4,1±0,2CPT 4,7±0,2 CPT 5,8±0,2 CPT 5,1±0,3C 3,6±0,1 UC 
RL3 - - 1,2±0,1 C 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 1,6±0,1 UC 2,6±0,1C -

RL5 - 2,6±0,1 UC 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 
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Indikátorový kmen 
Testovaný 

L. salivarius L. gasseri „_„ L. delbrueckii L. delbrueckii L fermentům 
k m e n L. saké M 398 

IM124 IM340 IM348 IM 349 IM 351 
RL9 - - 0,9±0,1 C 2,4±0,1 UC 1,7±0,1 UC -

RL10 - - 1,1±0,1 C 1,6±0,1 UC 4,3±0,3 C -

RL11 - - - - - -

RL12 - - - 2,8±0,1 C 5,1±0,3C 0,8±0,1 UC 
RL13 1,5±0,1 UC - - 2,6±0,1 UC 3,4±0,3 UC 3,5±0,3 UC 
RL14 - - 1,0±0,1 c 2,7±0,1 CPT 5,0±0,3 C 0,8±0,1C 
RL15 - 2,1±0,1CPT 3,6±0,3 CPT 5,6±0,3 C 6,7±0,3 CPT 1,5±0,1CPT 
RL16 - - - 4,1±0,2 UC 5,7±0,3C -

RL17 - - 1,3±0,1 C 3,7±0,2 UC 4,7±0,3 C 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 4,4±0,2 C 1,9±0,1C 
RL20 - - - - 0,9±0,1 UC -

RL22 - 2,4±0,1 UC 1,6±0,1 UC 4,6±0,3 UC 3,4±0,1C -
K7 - 2,3±0,1CPT 2,1±0,1 CPT 6,2±0,3 CPT 5,4±0,4 CPT 0,3±0,1CPT 

LOCK0900 -
LOCK0908 -
LOCK0919 -

CCDM 83/00 -
CCDM 148/00 -
CCDM 154/02 -
CCDM 158/00 -
CCDM 821/00 -
CCDM 963/00 - - - - - -

P inhibiční zóna zúžená aplikací proteinázy K; T inhibiční zóna zúžená aplikací trypsinu; C jasná inhibiční zóna; UC matná inhibiční 
zóna; N neprovedeno; - inhibiční zóna nebyla detegována; šedá výplň - detekce zúžení inhibiční zóny pomocí proteolytických 

enzymů 

59 



Tabulka 21: Velikosti inhibičních zón (mm) stanovené pomocí agarového kapkového testu (indikátorové kmeny 
bez Lactobacillus sp.) 

Testovaný 
kmen 

Indikátorový kmen 

St. aureus 
IM 353 

E. coli 
IM 429 

E. coli 
IM 430 

En. faecalis 
IM 435 

En. faecalis 
IM 436 

S. e. ser. Typhimurium 
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±0,1 C - - 0,2±0,1UC 2,0±0,1 UC -

RL3-P - - 0,7±0,1 UC - - 0,8±0,1C 
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 - 0,6±0,1 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±0,1 UC 0,8±0,1 UC 1,3±0,1 UC - 1,0±0,1 UC 

RL10-P 0,5±0,1UC 0,9±0,1 UC 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 - - 0,4±0,1 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±0,1CPT 10,3±0,7 CPT 1,2±0,1 UC 
RL16-P - - - - - -

RL17-P - - - - - -

RL18-P - - - - - -

RL19-P - 0,7±0,1 UC 0,8±0,1 UC - - 0,5±0,1 UC 
RL20-P - - - - - -

RL21-P - - - - - -

RL22-P 5,2±0,4 C - - - 3,2±0,3 C 0,5±0,1 UC 
RL23-P - - 0,4±0,1 UC - - -

RL24-P - - - 0,4±0,1 UC - -

RL25-P - - - - 1,5±0,1 UC -

RL26-P 1,2±0,1 UC 1,0±0,1 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 - - 1,2±0,1 UC - - 1,0±0,1C 
RL2 - - 0,7±0,1UC 3,1±0,3C - 0,4±0,1 UC 
RL3 - - - - - 0,5±0,1C 
RL4 - - - - - 1,1±0,1 UC 
RL5 - - - - - 0,5±0,1 UC 
RL6 1,8±0,1 C - - 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 - -
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Indikátorový kmen 
Testovaný 

l < m e n 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 1,3±0,1 
uc - - 0,8±0,1UC 

RL11 - - - -

RL12 - - - -

RL13 1,5±0,1 UC - - -

RL14 - - - 0,8±0,1 UC 
RL15 - 0,9±0,2C - 0,7±0,2 C 
RL16 - - - -

RL17 - - - 0,7±0,1 UC 
RL18 0,6±0,2 UC - - 0,6±0,1C 
RL19 0,6±0,1 UC 0,3±0,1 UC - 0,7±0,1 C 
RL20 2,8±0,2 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 inhibiční zóna zúžená aplikací proteinázy K; T inhibiční zóna zúžená aplikací trypsinu; C jasná inhibiční zóna; UC matná inhibični 
zóna; - inhibiční zóna nebyla detegována; šedá výplň - detekce zúžení inhibiční zóny pomocí proteolytických enzymů 

S výj imkou 14 kmenů (RL5-P, RL28-P, RL29-P, RL30-P, R L 1 1 , LOCK 0 9 0 0 , LOCK 0 9 0 8 , LOCK 

0 9 1 9 , C C D M 8 3 / 0 0 , C C D M 1 4 8 / 0 0 , C C D M 1 5 4 / 0 2 , C C D M 1 5 8 / 0 0 , C C D M 8 2 1 / 0 0 , C C D M 9 6 3 / 0 0 ) 

tes tované k m e n y r o d u Lactobacillus (51) i n h i b o v a l y ne jméně j e d e n indikátorový k m e n . Patnáct 

kmenů (RL2-P, RL9-P, RL11-P, RL13-P, RL15-P, RL22-P, RL26-P, RL2 , RL5, RL6, RL7, RL8, RL14, 

RL15 , RL19) p r o d u k o v a l o antimikrobiální bílkovinné s u b s t a n c e (citlivé k proteináze K a n e b o 

k t r y p s i n u ) inhibující ne jméně j e d e n indikátorový k m e n . D e g r a d a c e antimikrobiálních látek 

bílkovinné p o v a h y by la většinou shodná (zúžení inhibiční zóny z o b o u s t ran ) p r o proteinázu K i 

p r o t r y p s i n . J ako k o n t r o l a by l použit k m e n L. gasseri K7 , který je známým p r o d u c e n t e m 

bakteriocinů g a s s e r i c i n u K 7 A a g a s s e r i c i n u K7B (T reven a k o l . 2013 ) . 

P r o d u k c e antimikrobiálních bílkovinných látek účinných p o u z e vůči kmenům r o d u 

Lactobacillus by l a pozorována u patnácti testovaných kmenů . Z tes tovaného s o u b o r u kmenů 

p o u z e RL15P p r o d u k o v a l antimikrobiální bílkovinné s u b s t a n c e účinné také vůči kmenům 

St. aureus I M 3 5 3 , En.faecalis I M 4 3 5 a En. faecalis I M 4 3 6 . By lo publ ikováno, že p r o d u k c e 

antimikrobiálních bílkovinných látek je nejčastější vůči blízce příbuzným rodům (tzv. úzké 
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s p e k t r u m inh ib i c e ) ( G h a n b a r i a ko l . 2 0 1 3 ) . U některých kmenů by la prokázána p r o d u k c e 

bakteriocinů účinných ne j en vůči rodům blízkým k p r o d u c e n t o v i , a l e i k vzdáleným bakteriálním 

rodům a d ruhům (tzv. široké s p e k t r u m inh ib i c e ) ( B e l g u e s m i a a k o l . 2 0 1 1 ) . Některé k m e n y 

tes tované v té to práci n e p r o d u k o v a l y žádné antimikrobiální látky. T y t o k m e n y buď 

antimikrobiální látky neprodukují, n e b o je produkují v nízké k o n c e n t r a c i . J edn ím z dalších 

vysvětlení m o h o u být nevhodně zvolené indikátorové k m e n y , které n e j s o u dostatečně citlivé. 

5.2.2 Testování produkce antimikrobiálních látek pomocí agarového difuzního testu 

Všechny k m e n y ( c e l k e m 15) , které p r o d u k o v a l y antimikrobiální látky bí lkovinného původu, 

by ly dále testovány v agarovém difuzním t e s t u ( k ap i t o l a 4 .2 .8 .3 ) . P ro c h a r a k t e r i z a c i 

antimikrobiální látky v s u p e r n a t a n t u by la použita kataláza (odstranění inhibičního účinku 

p e r o x i d u vodíku) ; inhibiční účinek kyse l i ny mléčné byl odstraněn neutralizací s u p e r n a t a n t u 

pomocí 1 M N a O H a inhibiční účinek bílkovinných látek byl odstraněn pomocí proteolyt ického 

e n z y m u proteinázy K ( D i m i t o n o v a a k o l . 2 0 0 7 ) . Výsledky agarového difuzního t e s t u 

s charakterizací antimikrobiální látky j s o u u v e d e n y v T a b u l c e 2 2 . Příklad P e t r i h o m i s k y s 

agarovým difuzním t e s t e m je u v e d e n na O b r . 12 . 

1 neošetřený supe rna tan t 
2 ošetřený katalázou 
3 ošetřený 1 M N a O H 
4 ošetřený katalázou + 1 M N a O H 
5 ošetřený proteinázou K 

Obr. 12: Agarový difuzní test Testovaný supernatant kmene L. gasseri RL22P s antimikrobiální látkou bílkovinné 
povahy; indikátorový kmen L. fermentům IM351 
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Tabulka 22: Charakterizace antimikrobiálních látek detegovaných pomocíagarového difuzního testu 

Indikátorový k m e n 
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RL2-P P P P P P 
RL9-P . . . -

RL11-P -
RL13-P - - -
RL15-P - - P 
RL22-P - P P P P P 
RL26-P - ^ ^ ^ ^ P 

RL2 - P P P P P 
RL5 -
RL6 - - -
RL7 P PK P PK 
RL8 - - - - -

RL14 - ^ | PK 
RL15 . . . -
RL19 -

P antimikrobiální substance citlivé k proteináze K; PK antimikrobiální substance citlivé k proteináze K a kataláze; -inhibičnízóny 
nebyly detegovány (ani u neošetřeného supernatantuj 

P o u z e v s u p e r n a t a n t e c h 7 kmenů (RL2-P, RL15-P, RL22-P, RL26-P, RL2, RL7, RL14) by l y 

detegovány antimikrobiální látky citlivé k proteolyt ickému e n z y m u (proteináze K) na rozdíl o d 

agarového kapkového t e s t u , kde by l a detegována p r o d u k c e antimikrobiálních bílkovinných látek 

u 15 testovaných kmenů ( kap i t o l a 5.2.1). J edn ím vysvět len ím rozdílu v d e t e k c i p r o d u k c e 

antimikrobiálních bílkovinných látek m e z i agarovým kapkovým t e s t e m a difuzním t e s t e m u 

stejných kmenů může být nedostatečná k o n c e n t r a c e antimikrobiální bílkovinné látky 

v s u p e r n a t a n t u po 18 hodinové ku l t i vac i v případě agarového difuzního t e s t u ( kap i to l a 4 .2 .8 .3 ) . 

Uvádí se , že antimikrobiální bílkovinné látky m o h o u být produkovány jak v exponenciální fázi 

růstu, t ak ve stacionární fázi růstu, a p r o t o 18 hodinová ku l t i v a ce nemusí být v případě 

některých kmenů dostatečná p r o projevení antimikrobiálního účinku ( P r i ngsu l aka a ko l . 2 0 1 2 , 

J i ang a k o l . 2 0 1 2 ) . N a rozdíl o d difuzního t e s t u , při agarovém kapkovém t e s t u je testovaný k m e n 

kultivován na pevném m e d i u a antimikrobiální látky m o h o u d i f u n d o v a t d o agarového m e d i a po 

c e l o u d o b u ku l t i v a ce s indikátorovým k m e n e m . 

P o k u d testovaný k m e n p r o d u k u j e více antimikrobiálních látek, je nutné difúzni tes t 

m o d i f i k o v a t a k o m b i n o v a t ošetření katalázou + N a O H , katalázou + proteinázou K a N a O H + 
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proteinázou K. Více antimikrobiálních látek v dostatečné k o n c e n t r a c i (vytvoření inhibiční zóny) 

b y l o detegováno u kmenů RL7 a RL14 . T y t o k m e n y p r o d u k o v a l y antimikrobiální s u b s t a n c e citlivé 

k proteolyt ickým enzymům a ke kataláze. Lze t e d y u s u z o v a t , že na antimikrobiální aktivitě se 

podílí více antimikrobiálních substancí, což je v s o u l a d u s i n f o r m a c e m i uváděnými v l i teratuře 

( D i m i t o n o v a a k o l . 2 0 0 7 ) . C i t l i vos t antimikrobiálních substancí ke kataláze značí p r o d u k c i 

p e r o x i d u vodíku. K m e n y produkující p e r o x i d vodíku j s o u často využívány k potlačení 

nežádoucích bakteriálních kmenů ve vagině žen (Dasar i a k o l . 2 0 1 4 ) . K m e n RL7 byl identif ikován 

j a k o L. vaginalis ( k ap i t o l a 5.1.3), t e d y j a k o d r u h , u kterého je p r o d u k c e p e r o x i d u vodíku známá 

( D i m i t o n o v a a k o l . 2 0 0 7 ) . 

V agarovém kapkovém t e s t u p r o d u k o v a l k m e n RL15-P antimikrobiální látky citlivé k 

proteolyt ickým enzymům a účinné p r o t i St. aureus IM 3 5 3 , En. faecalis IM 4 3 5 a En. faecalis 

IM 4 3 6 . P r o d u k c e antimikrobiálních bílkovinných substancí však n e b y l a p o t v r z e n a v agarovém 

difuzním t e s t u . 

V agarovém difuzním t e s t u n e b y l detegován inhibiční účinek vůči kmenům z j iných rodů, 

než je r o d Lactobacillus. By lo t ím p o t v r z e n o , že i n h i b i c e způsobená antimikrobiálními 

bí lkovinnými látkami je nejčastější vůči blízce příbuzným bakteriálním rodům a d ruhům. 

5.2.3 Charakterizace antimikrobiálních látek bílkovinného původu 

S u p e r n a t a n t y 7 kmenů, u kterých by la v našich podmínkách prokázána p r o d u k c e 

antimikrobiálních bílkovinných látek (Tabu lka 22) , by ly testovány za různých t e p l o t , pH a za 

přítomnosti vybraných detergentů a EDTA . Byl s ledován v l i v na inhibiční v l a s t n o s t i . 

5.2.3.1 Vliv teploty na antimikrobiální vlastnosti supernatantu 

Uspořádání exper imentů je u v e d e n o v k a p i t o l e 4 .2 .8 .4 . P ro zjištění ak t i v i t y s u p e r n a t a n t u 

ošetřených t e p l o t o u by ly použity následující indikátorové k m e n y : L. delbrueckii IM 3 4 9 , 

L delbrueckii IM 3 4 8 , L sakei IM 3 9 8 , L. sakei 1 0 / 1 , L gasseri IM 3 4 0 , L. fermentům IM 3 5 1 . Před 

t e s t e m by ly s u p e r n a t a n t y tes tovaných kmenů neutral izovány 1 M N a O H a ošetřeny katalázou. 

T a k t o upravené s u p e r n a t a n t y by l y v y s t a v e n y tes tovaným tep lo tám. Výsledky p r o jednot l ivé 

indikátorové k m e n y j s o u u v e d e n y v T a b u l c e 23 (A-F). N a O b r . 13 je p r o i lus t rac i u v e d e n a P e t r i h o 

m i s k a s t e s t e m v l i vu t e p l o t y na antimikrobiální v l a s t n o s t i s u p e r n a t a n t u . Kromě t e p l o t y mělo v l iv 

na in hi b ic i také použití různých indikátorových kmenů. 
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Tabulka 23A: Vliv teploty na antimikrobiální vlastnosti supernatantu - Indikátorový kmen L. delbrueckii IM 349 

Testovaný Teplota/čas 
k m e n 1 2 1 ° C / 8 0 ° C / 5 0 ° C / 3 7 ° C / 5 ° C / -21 °C/ -70 °C/ K o n t r o l a 

15 m i n u t 6 0 m i n u t 60 m i n u t 60 m i n u t t ýden t ýden týden (neošetřeno) 
RL2-P + + + + + + + + 

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

RL2 + + + + + + + + 
RL7 - - - + + + + + 

RL14 - - + + + + + + 
+ inhibičnízóna detegována; - inhibičnízóna nebyla detegována; +/- byla detegována menší inhibiční zóna než u kontroly; ++ 

byla detegována větší inhibiční zóna než u kontroly 

Tabulka 23B: Indikátorový kmen L. delbrueckii IM 348 

Testovaný 

RL2-P 

RL15-P 

RL22-P 

RL26-P 

RL2 

RL7 

RL14 

T e p l o t a /čas 

k m e n 1 2 1 ° C / 8 0 ° C / 50 °C/ 37 °C/ 5 °C/ -21°C/ -70°C/ K o n t r o l a 
15 m i n u t 6 0 m i n u t 60 m i n u t 60 m i n u t t ýden týden t ýden (neošetřeno) 

+ + + + + - - + 

+/-

+ + + + + + + 
+ + + ++ +/- + + 

Tabulka 23C: Indikátorový kmen L. sakei IM 398 
T e p l o t a /čas 

l e s i u v d i i y 
k m e n 

121° Cl 
15 m i n u t 

80 °C/ 
6 0 m i n u t 

50 °C/ 
60 m i n u t 

37 °C/ 
60 m i n u t 

5 °C/ 
t ýden 

-21X1 
t ýden 

-70°C/ 
týden 

K o n t r o l a 
(neošetřeno) 

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

RL2 +/- + + + + + + + 
RL7 

RL14 
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Tabulka 23D: Indikátorový kmen L. gasseri IM 340 

Testovaný 
k m e n 

T e p l o t a /čas 
121°C/ 80 °C/ 50 °C/ 37 °C/ 5 °C/ -21°C/ -70°C/ K o n t r o l a 

15 m i n u t 6 0 m i n u t 60 m i n u t 60 m i n u t t ýden t ýden t ýden (neošetřeno) 
RL2-P : i i i i i i i 

RL15-P . . . . . . . 

RL22-P . + + + + + + + 

RL26-P . . . . . . . 
R L 2 - + + + + + + + 
R L 7 - + + + + + + + 

RL14 . . . . . . . 

Tabulka 23E: Indikátorový kmen L. fermentům IM 351 

Testovaný 
k m e n 

T e p l o t a /čas 
121°C/ 80 °C/ 50°C/ 37 °C/ 5 °C/ -21°C/ -70°C/ K o n t r o l a 

15 m i n u t 6 0 m i n u t 60 m i n u t 6 0 m i n u t týden t ýden týden (neošetřeno) 
RL2-P . . . . . . . 

RL15-P . . . . . . . 

RL22-P + + + + + + + 

RL26-P . . . . . . . 

R L 2 . . . . . . . 

R L 7 . . . . . . . 

R L14 . . . . . . . 

Tabulka 23F: Indikátorový kmen L. sakei 10/1  
T e p l o t a /čas 

s j > t o v a n y 121°C/ 80 °C/ 50 °C/ 37 °C/ 5 °Č/ -21°C/ -70°C/ K o n t r o l a 

15 m i n u t 60 m i n u t 6 0 m i n u t 6 0 m i n u t t ýden týden t ýden (neošetřeno) 

RL2-P ~. I l l l l l l 

RL15-P . . . + / . + + + + 

RL22-P . + + + + + + + 

RL26-P . . . + + + + + 
R L 2 + + + + + + + + 
RL7 . . - + + + + + 

RL14 . . + + + + + + 
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-21°C/týden 
37°C/60min 
50°C/60min 
80°C/60min 
5°C/týden 
Kont ro la -neošetřeno 

Obr. 13: Agarový difúzni test se supernatanty ošetřenými teplotou Jako testovaný kmen použit L vaginalis RL7; 
Indikátorový kmen L delbrueckii IM 348 

Z testovaných kmenů by ly nejodolnější k vysoké teplotě 3 k m e n y - RL2-P, RL22-P a RL2, 

které p r o d u k o v a l y antimikrobiální bílkovinné látky, které by ly tep lotně stabilní a nez t r a t i l y 

antimikrobiální ak t i v i t u při tep lotě 80°C/60 m i n u t a v některých případech an i při tep lotě 

1 2 1 X / 1 5 m i n u t . V l iteratuře (D r i de r a k o l . 2 0 0 6 ; G h a n b a r i a k o l . 2 0 1 3 ) by la u kmenů 

Lactobacillus s p . popsána p r o d u k c e teplotně stabilních antimikrobiálních látek bílkovinného 

původu (bakteriocinů n e b o bakter iocinům podobných substancí) . Některé k m e n y r o d u 

Lactobacillus produkují tep lotně odolné antimikrobiální látky bí lkovinného původu, které 

neztrácejí inhibiční v l a s t n o s t i i při působení t e p l o t y 130°C/90 m i n u t ( M k r t c h y a n a k o l . 2 0 1 0 ) . 

K m e n y RL2-P, RL22-P a RL2 by ly vybrány p r o další t e s t y . Ze s o u b o r u indikátorových kmenů 

by ly nejcitlivější k m e n y L. sakei I M 3 9 8 , L. sakei 1 0 / 1 , L. delbrueckii I M 3 4 8 a L. delbrueckii I M 3 4 9 . 

5.2.3.2 Vliv pH na antimikrobiální vlastnosti supernatantů 

V l i v p H na antimikrobiální v l a s t n o s t i supernatantů by l testován u kmenů RL2-P, RL22-P a 

RL2. S u p e r n a t a n t y by l y ošetřeny 1 M N a O H , katalázou a steril izovaný filtrací (0,2u.m C A 

M e m b r a n e ) . Podmínky e x p e r i m e n t u j s o u u v e d e n y v k a p i t o l e 4 .2 .8 .4 . 

P r o t e s t by l y z v o l e n y tři indikátorové k m e n y ( L delbrueckii I M 3 4 9 , L. sakei I M 3 9 8 a L. sakei 

10/1) , které by ly v dřívějších p o k u s e c h v e l m i citlivé k antimikrobiálním látkám produkovaných 

k m e n y RL2-P, RL22-P a RL2. Tes t byl p r o v e d e n dvakrát , výsledky j s o u u v e d e n y v T a b u l c e 24 . 
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Tabulka 24: Vliv pH na inhibiční účinky supernatantů 

Testovaný 
PH 

Indikátorový k m e n 

k m e n PH 
L. debrueckii IM 3 4 9 L. sakei I M 3 9 8 L. sakei 10/1 

2 - - -

4 + + + 

RL2-P 
7,5 + + + 

RL2-P 
10 - - -

K o n t r o l a 
(neošetřeno) + + + 

2 - - -

4 + +/- + 

RL22-P 
7,5 + + + 

RL22-P 
10 - + + 

K o n t r o l a 
(neošetřeno) + + + 

2 - - -

4 + + + 

RL2 
7,5 + + + 

RL2 
10 + - -

K o n t r o l a 
(neošetřeno) + + + 

+inhibiční zóna detegována; - inhibiční zóna nebyla detegována; +/- detegována menší inhibiční zóna než u kontroly 

D e t e k c e inhibičních zón se lišila p o d l e p H supernatantů testovaných kmenů i p o d l e 

indikátorových kmenů . V případě kontrolních supernatantů by la vždy detegována inhibiční zóna. 

U supernatantů všech kmenů ošetřených na pH 2 n e b y l y detegovány inhibiční zóny a došlo ke 

ztrátě antimikrobiální ak t i v i t y . Při p H 4 a p H 7,5 nedochází ke ztrátě antimikrobiální ak t v i t y an i u 

j e d n o h o tes tovaného k m e n e . S u p e r n a t a n t k m e n e RL2 vystavený p H 10 z t ra t i l antimikrobiální 

a k t i v i t u . N a o p a k u supernatantů kmenů RL22-P a RL2 ošetřených na p H 10 by ly inhibiční zóny 

detegovány. V l iteratuře by la popsána t o l e r a n c e bakteriocinů a bakter iocinům podobných 

substancí ke kyselému pH (Yang a k o l . 1992 ) i k p H n a d 7 ( G h a n b a r i a ko l . 2 0 1 3 ) . M k r t c h y a n a 

k o l . 2 0 1 0 uvádí, že antimikrobiální látky bí lkovinného původu j s o u stabilní při p H d o 6 ,5 . N a d 

t u t o h o d n o t u je inhibiční a k t i v i t a redukována. N a p r o t i t o m u G h a n b a r i a k o l . 2 0 1 3 udává, že 

ak t i v i t a antimikrobiálních bílkovinných látek je vysoká i p o vystavení o d p H 3 d o p H I O . T y t o 

p o z n a t k y se shodují s výsledky v té to práci, kdy by la antimikrobiální ak t i v i t a bílkovinných látek v 

supernatantů u kmenů RL22-P a RL2 detegována i p o vystavení pH 10 . 

5.2.3.3 Vliv působení detergentů a EDTA na antimikrobiální vlastnosti supernatantů 

Dalším t e s t e m , kterému by ly v y s t a v e n y s u p e r n a t a n t y , b y l o zhodnocení v l i vu detergentů a 

E D T A na antimikrobiální v l a s t n o s t i . Ošetřený s u p e r n a t a n t byl v y s t a v e n působení E D T A a 

detergentů SDS a T w e e n 2 0 . Podmínky e x p e r i m e n t u j s o u podrobně popsány v k a p i t o l e 4 .2 .8 .4 . 
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J ako indikátorové k m e n y by ly použity L. delbrueckii IM 3 4 9 , L. sakei I M 3 9 8 a L. sakei 1 0 / 1 . J ako 

k o n t r o l a by ly použity s u p e r n a t a n t y bez EDTA n e b o d e t e r g e n t u . Výsledky j s o u s h r n u t y v T a b u l c e 

2 5 . 

Tabulka 25: Testování vlivu působení detergentů a EDTA na inhibiční účinky supernatantů 

Testovaný 
k m e n 

Indikátorový k m e n 
Testovaný 

k m e n 
Ošetření L. delbrueckii 

IM 349 
L. sakei 
IM 398 

L. sakei 10/1 

1 0 % SDS + - -
2 0 % SDS + - -

RL2-P 0,5 M EDTA + + + 
1% T w e e n 20 + + + 

kon t ro l a + + + 

1 0 % SDS + - -
2 0 % SDS + - -

RL22-P 0,5 M EDTA + + + 
1% T w e e n 20 + + + 

kon t ro l a + + + 

1 0 % SDS + +/- -
2 0 % SDS +/- +/- -

RL2 0,5 M EDTA + + + 
1% T w e e n 20 + + + 

kon t ro l a + + + 

+inhibiční zóna detegována; +/- inhibiční zóna detegována slabě; - inhibiční zóna nebyla detegována 

Z výsledků t e s t u v l i vu detergentů a E D T A na antimikrobiální účinky supernatantů je patrné, 

že antimikrobiální v l a s t n o s t i supernatantů zůstávají nezměněny při působení 0,5 M E D T A a 1 % 

T w e e n 2 0 . V případě použití 1 0 % a 2 0 % d e t e r g e n t u SDS došlo některých případech ke ztrátě 

antimikrobiální ak t i v i t y ( Tabu lka 25) . Dodecylsulfát sodný je iontová povrchově aktivní látka 

amfifi lního c h a r a k t e r u , která má v l i v na p o v r c h buněk a dělá je citl ivými k hydrofobním 

pept idům, j a k o j s o u b a k t e r i o c i n y . Na d r u h o u s t r a n u je d e t e r g e n t SDS znám také t ím, že 

r o z b a l u j e p r o t e i n y a t ím ovl ivňuje j e j i ch k o n f o r m a c i . Může tak ovl ivňovat antimikrobiální 

v l a s t n o s t i bí lkovinných látek v supernatantů , které m o h o u z t ra t i t své antimikrobiální v l a s t n o s t i 

( Ca s t e l l ano a k o l . 2 0 1 1 ) . 
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5.2.4 Stanovení produkce antimikrobiálních látek v supernatantech v průběhu růstu 
kmenů 

B ě h e m růstu tří kmenů RL2-P, RL22-P a RL2 ( kap i t o l a 4 .2 .8 .5 ) by l y odebírány a l i k v o t y , ze 

kterých by ly připraveny s u p e r n a t a n t y a změřeny h o d n o t y p H . S u p e r n a t a n t y by ly ošetřeny a 

použity p r o agarový difuzní t e s t ( k ap i t o l a 4 .2 .8 .3 ) . Výs ledné g ra f y p o k l e s u pH a růstových křivek 

(CFU/ml ) v závislosti na čase j s o u u v e d e n y na O b r . 14 a 15 A-C. Výsledky agarového difuzního 

t e s t u se s u p e r n a t a n t y j s o u u v e d e n y v Tabulkách 2 6 , 2 7 a 28 . 

Obr. 14: Změna pH supernatantů kmenů RL2P, RL22P a RL2 v průběhu kultivace 

7 -, 

Obr. 15A: Růstová křivka kmene RL2-P 
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Obr. 15C: Růstová křivka kmene RL2 



Tabulka 26: Produkce antimikrobiálních látek v supernatantu kmene RL2-P v průběhu růstu 

Indikátorový kmen/ošetření supe rna t an tu 
Odběr 
(hod) L. delbrueckii IM 349 L. sakei 10/1 L. sakei IM 398 

N a O H , K, P N a O H , K N a O H , K, P N a O H , K N a O H , K, P N a O H , K 

0 - - - -
2 - - - -
4 - - - -
6 - - - -
8 - - +/- - +/-

10 - + - + - + 
12 - + - + - + 
14 - + - + - + 
16 - + - + - + 
18 - + - + - + 
25 - + - + - + 
27 - + - + - + 
29 - + - + - + 
31 - + - + - + 
4 0 - + - + - + 

+ detekce inhibiční zóny; +/- slabá, malá, nejasná inhibiční zóna; - inhibiční zóna nebyla detegována; P proteináza K; K kataláza 

Tabulka 27: Produkce antimikrobiálních látek v supernatantu kmene RL22-P 

Indikátorový kmen/ošetření supe rna t an tu 
Odběr 
(hod) L. delbrueckii IM 349 L. sakei 10/1 L. sakei IM 398 

N a O H , K, P N a O H , K N a O H , K, P N a O H , K N a O H , K, P N a O H , K 

0 - - - -
2 - - - -
4 - - - -
6 - - - -
8 - - - +/-

10 - + - + - + 
14 - + - + - + 
17 - + - + - + 
19 - + - + - + 
21 - + - + - + 
23 - + - + - + 
25 - + - + - + 
27 - + - + - + 
4 0 - + - + - + 

+detekce inhibiční zóny; +/- slabá, malá, nejasná inhibiční zóna; - inhibiční zóna nebyla detegována; P proteináza K; K kataláza 

72 



Tabulka 28: Produkce antimikrobiálních látek v supernatantů kmene RL2 

Indikátorový kmen/ošetření supernatantů 
Odběr 
(hod) L. delbrueckii IM 349 L. sakei 10/1 L. sakei IM 398 

N a O H , K, P N a O H , K N a O H , K, P N a O H , K N a O H , K, P N a O H , K 

0 - - - -
2 - - - -
4 - - - -
6 - - - -
8 - - - -

10 - + - + - + 
14 - + - + - + 
16 - + - + - + 
18 - + - + - + 
20 - + - + - + 
22 - + - + - + 
24 - + - + - + 
26 - + - + - + 
38 - + - + - + 
4 0 - + - + - + 

+ detekce inhibiční zóny; -inhibiční zóna nebyla detegována; P proteináza K; K kataláza 

U k m e n e RL2-P by la detegována p r o d u k c e antimikrobiálních bílkovinných substancí po 

o s m i n e b o d e s e t i hodinách ku l t i v a ce v závislosti na indikátorovém k m e n i . U k m e n e RL22-P by la 

detegována p r o d u k c e antimikrobiálních bílkovinných substancí o d osmé až desáté h o d i n y 

ku l t i v a ce . U k m e n e RL2 by la detegována p r o d u k c e antimikrobiálních bílkovinných látek, které 

i n h i b o v a l y indikátorové k m e n y o d desáté h o d i n y ku l t i v a ce . 

Udává se , že v porovnání s produkcí dalších antimikrobiálních látek (především kyse l i ny 

mléčné) je p r o d u k c e antimikrobiálních látek bílkovinné p o v a h y detegována až v pozdějších 

hodinách ku l t i v a ce . D e t e k c e p r o d u k c e antimikrobiálních bílkovinných látek v pozdějších 

hodinách může být způsobena fází růstového cyk lu kmenů , ve které j s o u antimikrobiální látky 

bí lkovinného původu produkovány. Fáze růstového cyk lu buněk, ve které j s o u b a k t e r i o c i n y 

produkovány, se liší m e z i k m e n y i samotnými b a k t e r i o c i n y . By lo zjištěno, že některé b a k t e r i o c i n y 

r o d u Lactobacillus m o h o u být produkovány na počátku exponenciální fáze, během 

exponenciální fáze, během stacionární fáze růstu i v pozdní stacionární fázi růstu ( P r i n g s u l a k a a 

k o l . 2 0 1 2 , C a s t r o a k o l . 2 0 1 1 , J i ang a ko l . 2 0 1 2 ) . 

5.2.5 DHučnítest 

S cí lem s t a n o v i t množství antimikrobiálních látek v s u p e r n a t a n t e c h a v zakoncentrovaných 

s u p e r n a t a n t e c h by l p r o v e d e n d i luční test . S u p e r n a t a n t y přes n o c narostlých testovaných kmenů 

RL2-P, RL22-P a RL2 by ly ošetřeny (5 M N a O H a katalázou) a vyředěny desí tkovým ředěn ím (viz 

k a p i t o l a 4 .2 .8 .6 ) . Poté byl p r o v e d e n agarový difuzní t e s t ( k a p i t o l a 4 .2 .8 .3 ) . J ako indikátorové 
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k m e n y by ly použity L. sakei 1 0 / 1 , L. delbrueckii I M 3 4 9 , L. sakei IM 3 9 8 . Výsledky j s o u u v e d e n y 

v T a b u l c e 29 . 

Tabulka 29: Agarový difúzni test s ředěnými supernatanty 

, , R e d e n i 
Testovaný k m e n 

s u p e r n a t a n t u 

Indikátorový kmen/inhibičnízóna 

L so/ce/10/1 L delbrueckii 1M 3 4 9 L šote/1M 3 9 8 

neředěný 
i n x 

R L 2 - p 

l O O x 
lOOOx 

+ + + 
+/-

neředěný 
i n x 

R L 2 - p 

l O O x 
lOOOx 

-

neředěný 

RL22-P ^ l O O x 
lOOOx 

+ + + 
+ -

neředěný 

RL22-P ^ l O O x 
lOOOx 

-

neředěný 
1 0 x 

l O O x 
lOOOx 

+ + + 
+ -

neředěný 
1 0 x 

l O O x 
lOOOx 

-

+ detekce inhibiční zóny; - inhibiční zóna nebyla detegována; +/- slabá, malá, nejasná inhibiční zóna 

Inhibiční zóny by ly detegovány u všech tří neředěných s u p e r n a t a n t u . P o k u d byl 

s u p e r n a t a n t zředěn l O x by ly inhibiční zóny detegovány p o u z e při použití indikátorového k m e n e 

L. sakei 1 0 / 1 . V diluční t e s t u by l y prokázány nízké k o n c e n t r a c e antimikrobiálních bílkovinných 

látek. P ro př ípadné další použití by b y l o vhodné s u p e r n a t a n t y z a k o n c e n t r o v a t např. s í ranem 

a m o n n ý m ( T o d o r o v a k o l . 2 0 0 4 ) . 

5.2.6 Skríning přítomnosti genů pro produkci bakteriocinů pomocí DNA/DNA 
hybridizace a PCR 

K m e n y RL2-P a RL2 by ly identif ikovány d o d r u h u L. gasseri/johnsonii a k m e n RL22-P d o 

d r u h u L. gasseri, a p r o t o by la D N A uvedených kmenů amplif ikována s p r i m e r y p r o p r o d u k c i 

bakteriocinů, které by ly n a l e z e n y u kmenů s k u p i n y L. acidophilus - g a s s e r i c i n u K 7 A , g a s s e r i c i n u 

K7B , a c i d o c i n u A , a c i d o c i n u B, g a s s e r i c i n u T, g a s s e r i c i n u A a l a k t a c i n u F ( k a p i t o l a 4 .2 .4 .6 ) . 

Př í tomnost genů p r o p r o d u k c i bakteriocinů by la s ledována u všech kmenů z T a b u l k y 3. 

Specifické p r o d u k t y PCR by ly detegovány pomocí agarózové gelové elektroforézy. Výsledky j s o u 

u v e d e n y v T a b u l c e 3 0 . 

74 



Tabulka 30: Skríning přítomnosti genů pro produkci bakteriocinů pomocí PCR a DNA/DNA hybridizace * 

. „ „ . . „ . . „_„ Acidocin Acidocin Gassericin Gassericin Laktacin F Gassericin K7A Gassericin K7B . Kmen A B T A 
PCR Hybridizace PCR Hybridizace PCR Hybridizace PCR PCR PCR PCR 

RL1-P . . . . . . . . 
RL2-P . . . . + + + 
RL3-P . . . . . . . . 
RL4-P . . . . . . . . 

RL4-bile7-5A . . . . . . . . 
RL4-bile7-5B . . . . . . . . 

RL5-P - - - - + + - - + 
RL6-P . . . . . . . . 
RL7-P . . . . . . . . 
RL8-P . . + + + + . . + 
RL9-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 . . . . 

RL1 - - - -
RL2 - - + + 
RL3 - - - -
RL4 . . . . 
RL5 . . . . 
RL6 - - - -
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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 

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 

+ specifický PCR produkt detekován/hybridizačni produkt detekován; - specifický PCR produkt nebyl detekován/hybridizační 

produkt nebyl detekován; * v Tabulce jsou uvedeny výsledky za použití vyšší stringence 

P o d l e předpokladu specifické p r o d u k t y PCR by ly detegovány u kmenů , které by ly 

identif ikovány d o druhů L. gasseri, L. johnsonii n e b o L. gasseri/johnsonii. Výj imkou by ly k m e n y 

L. paracasei RL10-b i le7-5B a L. fermentům RL12-PB u kterých by ly detegovány specifické 

p r o d u k t y PCR p r o gas se r i c i n T (RL10-bi le7-5B) a g a s s e r i c i n K7B (RL12-PB) . Antimikrobiální 

ak t i v i t a způsobená bílkovinnými s u b s t a n c e m i však n e b y l a u těchto kmenů detegována (viz 

výsledky agarového kapkového t e s t u T a b u l k a 20 a T a b u l k a 21) . 

P r o potvrzení přítomnosti sekvencí nukleotidů komplementárn ích k ampl i f ikovaným 

úsekům pomocí primerů p r o p r o d u k c i bakteriocinů by la p r o v e d e n a D N A / D N A h y b r i d i z a c e s 

různou stringencí ( kap i to l a 4 .2 .7 ) . J ako pozitivní k o n t r o l y by ly použity k m e n y produkující 

gasse r i c i n K 7 A ( L gasseri K7) , ga s se r i c i n K7B ( L gasseri K7) a l ak tac in F {L. johnsonii C C M 2935 ) . 

Z těchto kmenů by ly připraveny D N A s o n d y . Výsledky D N A / D N A h y b r i d i z a c e při vyšší s t r i n g e n c i 

j s o u s h r n u t y v T a b u l c e 3 0 . Příklady D N A / D N A hybridizací provedených pomocí k a p e k se s o n d o u 

D N A p r o gas se r i c i n K 7 A j s o u u v e d e n y na O b r . 16 a O b r . 17 . 
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Obr. 16: DNA/DNA hybridizace s vyšší stringencí 
DNA sonda připravena z kmene L. gasseri K7 pomocí primerů LFA185/268 

R L 2 

Obr. 17: DNA/DNA hybridizace s vyšší stringencí 
DNA sonda připravena z kmene L. gasseri K7 pomocí primerů LFA185/268 

11 



D N A / D N A h y b r i d i z a c e by la p r o v e d e n a p r o tři b a k t e r i o c i n y - gas se r i c i n K7A , g a s s e r i c i n K7B 

a l ak tac in F, protože p r o další b a k t e r i o c i n y n e b y l y dostupné pozitivní k o n t r o l y a n e b y l o t ak 

možno připravit značené D N A s o n d y . Výsledky dosažené pomocí PCR se specifickými p r i m e r y 

by l y p o t v r z e n y pomocí D N A / D N A h y b r i d i z a c e s vyšší stringencí. Při použití nižší s t r i n g e n c e by ly 

detegovány pozitivní výsledky i s D N A kmenů, u kterých n e b y l detegován specifický p r o d u k t 

PCR. Výj imkou by l k m e n RL24-P, u kterého by l detegován specifický p r o d u k t PCR, který však 

n e b y l p o t v r z e n D N A / D N A hybridizací s vyšší stringencí. P o t v r z e n by l p o u z e D N A / D N A hybridizací 

s nízkou stringencí. 

Specif ické p r o d u k t y PCR získané pomocí pr imerů L F A 1 8 5 / 2 6 8 p r o gas se r i c i n K 7 A (84 bp) a 

pr imerů K7B c.f. F/R p r o gas se r i c i n K7B (165 bp) u kmenů RL2-P, RL22-P a RL2 by ly přečištěny 

pomocí purifikačního k i tu ( Q u i a g e n M i n i e l u t e PCR p u r i f i c a t i o n kit) a poslány na sekvenování. 

Pomocí a l g o r i t m u BLAST by la n a l e z e n a vysoká p o d o b n o s t s e k v e n c e p r o d u k t u PCR (84 bp) 

získaného s p r i m e r y L F A 1 8 5 / 2 6 8 a D N A izolované z k m e n e RL2 se s e k v e n c e m i bakteriocinů 

g a s s e r i c i n u K 7 A a a c i d o c i n u L F 2 2 1 A (Tabu lka 31 ) . Je známo, že nukleotidová s e k v e n c e 

g a s s e r i c i n u K 7 A a a c i d o c i n u LF221 A je 1 0 0 % identická (Majhenič a k o l . 2 0 0 4 ) . Vysoká p o d o b n o s t 

by l a také n a l e z e n a u sekvencí produktů PCR získaných s p r i m e r y K7B c.f. F/R ( 165bp ) a D N A 

izolované z kmenů RL2, RL2-P a RL22-P se s e k v e n c e m i genů bakteriocinů g a s s e r i c i n u K7B , 

g a s s e r i c i n u T a a c i d o c i n u L F 2 2 1 B (Tabu lka 31) . Je známo, že nukleotidová s e k v e n c e g a s s e r i c i n u 

K7B a a c i d o c i n u L F 2 2 1 B je 1 0 0 % identická (Majhenič a ko l . 2 0 0 4 ) . G a s s e r i c i n K7B je homologní 

ke g a s s e r i c i n u T (Kawa i a ko l . 2 0 0 0 , T r e v e n a k o l . 2 0 1 3 ) . 
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Tabulka 31: Analýza sekvencí produktů PCRpro gassericin K7A a gassericin K7B 

K m e n 

F ragment genu pro 
p rodukc i 

b a k t e r i o c i n u / 
p roduk t PCR 

P o d o b n o s t s (vyhledávání v BLASTu, NCBI) 
P o d o b n o s t 

(%) 

RL2 
gasser ic in K7A 

(84 bp) 

1) g e n e m pro komplementární f ak to r gasser ic inu 
K7A k m e n e Lactobacillus gasseri K7 A a s g e n e m 
pro imunitní p ro te in gasser ic inu K7A 

2) g e n e m pro domnělý komplementární f ak tor 
Lactobacillus gasseri a s g e n e m pro domnělý 
imunitní p ro te in ac idoc inu LF221A 

98 

RL2 

1) částí genového klastru gasser ic inu T k m e n e 
Lactobacillus gasseri LA158 

2) g e n e m pro domnělý komplementární p ro te in 
ac idoc inu LF221B a s g e n e m pro domnělý 
imunitní p ro te in ac idoc inu LF221B 

3) částí genového klastru gasser ic inu K7B 

98 

RL2-P 

gasser ic in K7B 
(165 bp) 

1) částí genového klastru gasser ic inu T k m e n e 
Lactobacillus gasseri LA158 

2) g e n e m pro domnělý komplementární p ro te in 
ac idoc inu LF221B a s g e n e m pro domnělý 
imunitní p ro te in ac idoc inu LF221B 

98 

1) částí genového klastru gasser ic inu T k m e n e 
Lactobacillus gasseri LA158 

2) g e n e m pro domnělý komplementární p ro te in 
ac idoc inu LF221B a s g e n e m pro domnělý 
imunitní p ro te in ac idoc inu LF221B 

S e k v e n c e produktů PCR získaných pomocí primerů K7B c. f. F/R (165 bp) p o a m p l i f i k a c i 

D N A kmenů RL2, RL2P a R L 2 2 P by ly porovnány navzájem m e z i s e b o u . Výsledky j s o u u v e d e n y na 

O b r . 1 8 . 
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R L 2 

R L 2 - P 

R L 2 2 - P 

R L 2 

R L 2 - P 

R L 2 2 - P 

R L 2 

R L 2 - P 

R L 2 2 - P 

; M T T C \ A A 

; M A T < : Y T -

A K G G C R W 

G T G G A G C G M A G T C G C T G G A T G G G C T C T T G G A A T G C A G T T T G C G G T C C T G C T T 6 0 

1 T G G A G C G M A G T C G C T G G A T G G G C T C T T G G A A T G C A G T T T G C G G T C C T G C T T 5 9 

1 T G G A G C G M A G T C G C T G G A T G G G C T C T T G G A A T G C A G T T T G C G G T C C T G C T T 5 9 

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 

G T G G C T T T G T T G G A G C A C A C T A T G T T C C A A T A G C A T G G G C T G G C G T A A C G G C A G C T A C T G 1 2 0 

G T G G C T T T G T T G G A G C A C A C T A T G T T C C A A T A G C A T G G G C T G G C G T A A C G G C A G C T A C T G 1 1 9 

G T G G C T T T G T T G G A G C A C A C T A T G T T C C A A T A G C A T G G G C T G G C G T A A C G G C A G C T A C T G 1 1 9 

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 

G T G G A T T C G G A A A A 1 3 4 

G T G G A T T C G G A A A A 1 3 3 

G T G G A T T C G G A A A A 1 3 3 

* * * * * * * * * * * * * * 

Obr. 18: Porovnání sekvencí produktů PCR získaných amplifikací DNA izolované z kmenů RL2-P, RL22-P a RL2 
pomocí specifických primem pro gassericin K7B 

S e k v e n c e specifických produktů PCR si by l y v e l m i podobné (Obr . 18) (stejné n u k l e o t i d y 

j s o u označeny *). Porovnávané s e k v e n c e se liší na počátku a m p l i k o n u v pěti n u k l e o t i d e c h 

(označeno rámečky) . 

Sekvenční analýza D N A k m e n e L. gasseri K7 ukázala, že genový k las t r p r o p r o d u k c i 

g a s s e r i c i n u K 7 A je tvořen sekvencí o délce 1 1 4 3 b p , která je složena ze tří o tevřených čtecích 

rámců organizovaných d o j edné transkripční j e d n o t k y (Obr . 3) . Specifický p r o d u k t PCR o 

v e l i k o s t i 8 4 b p byl detekován také u kmenů , které měly p o u z e část genového k l as t ru p ro 

gasse r i c i n K 7 A (T reven a k o l . 2 0 1 3 ) . 

G e n y p r o p r o d u k c i g a s s e r i c i n u K7B j s o u organizovány také d o j edné transkripční j e d n o t k y 

( 3276 bp ) , která se skládá z šesti o tevřených čtecích rámců (Obr . 4) . A m p l i f i k a c e D N A s p r i m e r y 

K7B c. f. R/F a d e t e k c e specif ického p r o d u k t u PCR o v e l i k o s t i 1 6 5 b p není určující p r o p r o d u k c i 

g a s s e r i c i n u K7B . By lo prokázáno, že i přes d e t e k c i specif ického p r o d u k t u PCR o v e l i k o s t i 1 6 5 b p , 

by l y v D N A testovaných kmenů neúplné nukleot idové s e k v e n c e g e n u p r o gas se r i c i n K7B 

(T revena k o l . 2 0 1 3 ) . 

P r o funkční b a k t e r i o c i n j e potřeba, aby by l přepsán celý o p e r o n a by ly syntet izovány 

všechny p r o t e i n y potřebné k inhibičnímu účinku. Př í tomnost nekompletních genů g a s s e r i c i n u 

K 7 A a g a s s e r i c i n u K7B by la prokázána v m n o h a g e n o m e c h laktobacilů stejně j a k o u dalších 

mikroorganismů v lidském gastrointestinálním t r a k t u (T reven a k o l . 2013 ) . 

5.2.7. Skríning DNA kmenů na přítomnost genetických determinant genových klastrů 

P r o d e t e k c i přítomnosti genetických d e t e r m i n a n t genových klastrů p r o gas se r i c i n K 7 A a 

gasse r i c i n K7B v D N A izolované z kmenů RL2, RL2-P a RL22-P by ly použity p r i m e r y uvedené v 

článku T r e v e n a k o l . 2 0 1 3 ( kap i t o l a 4 .2 .4 .7 ) , které by ly o d v o z e n y z D N A probiotického k m e n e 

L gasseri K7 . Výsledky j s o u u v e d e n y v T a b u l c e 3 2 . Kompletní g e n y g a s s e r i c i n u K 7 A a g a s s e r i c i n u 

K7B j s o u u v e d e n y na O b r . 3 a O b r . 4 . 
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Tabulka 32: Skríning DNA kmenů na přítomnost genetických determinant genových klastrů 

Gasser i c in K7A/p r ime r y /p roduk t PCR Gasser i c in K7B/p r ime ry/p roduk t PCR 
Komplementární Aktivní Imunitní Komplementární Aktivní Imunitní 

K m e n 

pep t id pep t id p ro te in pep t id pept id p ro te in 

G a s A _ l F / R GasA_2F/R GasA_3F/R GasB_3F/R GasB_4F/R GasB_5F/R 

RL2 + + + + * + + 

RL2-P - - - + * + + 

RL22-P - - - + * + + 

K7 + + + + * + + + specifický PCR produkt detegován; - specifický PCR produkt nebyl detegován; * specifický PCR produkt detegován, ale 

nesekvenován 

Z výsledků uvedených v T a b u l c e 3 2 je patrné, že v D N A izolované z k m e n e RL2 j s o u 

př í tomny g e n y p r o komplementárn í p e p t i d , aktivní p e p t i d a imunitní p r o t e i n p r o gas se r i c i n K7A . 

V D N A všech testovaných kmenů RL2, RL2-P a RL22-P j s o u g e n y p r o komplementární p e p t i d , 

aktivní p e p t i d a imunitní p r o t e i n p r o gas se r i c i n K7B . Získané specifické p r o d u k t y PCR by ly 

přečištěny a sekvenovány. S e k v e n c e nukleotidů p r o komplementárn í p e p t i d p r o g a s s e r i c i n K7B 

( p r i m e r y G a s B _ 3 R / F ) n e b y l y získány kvůli v e l m i nízkému množství p r o d u k t u PCR p o přečištění 

k i t e m . S e k v e n c e nukleotidů by ly analyzovány pomocí a l g o r i t m u BLAST a databáze G e n e B a n k . Z 

databáze by ly staženy s e k v e n c e celých genů n e b o k l as t ru genů p r o p r o d u k c i bakteriocinů -

g a s s e r i c i n u K7A , g a s s e r i c i n u K7B , g a s s e r i c i n u T, a c i d o c i n u L F 2 2 1 A a a c i d o c i n u L F221B . 

S použitím p r o g r a m u C lus t a l W 2 by lo p r o v e d e n o porovnání sekvencí p r o genový k las t r 

gasse r i c i n K 7 A a a c i d o c i n L F 2 2 1 A se s e k v e n c e m i produktů PCR získaných amplifikací D N A z 

k m e n e RL2 pomocí primerů G a s A l F / R , G a s A 2 F / R a G a s A 3 F / R . Z mnohonásobného přiřazení 

sekvencí nukleotidů v y p l y n u l o , že při použití pr imerů G a s A l F / R a G a s A 3 / R j s o u s e k v e n c e 

produktů PCR přerušeny úseky o délce 14 nukleotidů r e s p e k t i v e 11 nukleot idů. V těchto úsecích 

n e b y l y s h o d y v n u k l e o t i d e c h m e z i s e k v e n c e m i z databáze a s e k v e n c e m i analyzovaných produktů 

PCR. Nukleotidová s e k v e n c e získaná amplifikací D N A k m e n e RL2 a primerů Gas2F/R by la 1 0 0 % 

shodná se s e k v e n c e m i p r o úseky genového k las t ru g a s s e r i c i n u K 7 A a a c i d o c i n u L F 2 2 1 A (Příloha 

2). 

Dále by ly porovnávány s e k v e n c e p r o genový k las t r g a s s e r i c i n u K7B se s e k v e n c e m i 

produktů PCR, získaných amplifikací D N A z kmenů RL2 , RL2-P a RL22-P pomocí pr imerů 

GasB4F/R a GasB5F/R . Z mnohonásobného přiřazení sekvencí j e patrné, že přiřazení nukleotidů 

o b o u produktů PCR p r o všechny tes tované k m e n y je 1 0 0 % komplementárn í se sekvencí 

g a s s e r i c i n u K7B uloženou v databázi G e n e B a n k , s výj imkou s e k v e n c e získané amplifikací D N A 

k m e n e RL2 a s použitím primerů G a s B 5F/R, kde j e d e n n u k l e o t i d neodpovídal př iřazovanému 

n u k l e o t i d u (Pří loha 2). 
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Dále b y l o p r o v e d e n o porovnání sekvencí p r o g e n p r o p r o d u k c i a c i d o c i n u L F 2 2 1 B se 

s e k v e n c e m i produktů PCR získaných amplifikací D N A kmenů RL2 , RL2-P a RL22-P pomocí 

primerů G a s B 4F/R a G a s B 5F/R. Přiřazení nukleotidů o b o u produktů PCR p r o všechny k m e n y je 

taktéž 1 0 0 % komplementárn í se sekvencí g e n u p r o a c i d o c i n L F 2 2 1 B s výj imkou s e k v e n c e 

získané amplifikací D N A k m e n e RL2 a s použitím primerů G a s B 5F/R, kde j e d e n n u k l e o t i d 

neodpovídal př iřazovanému n u k l e o t i d u (Pří loha 2). 

S použitím p r o g r a m u C lus t a l W 2 by lo p r o v e d e n o porovnání s e k v e n c e g e n u p r o p r o d u k c i 

g a s s e r i c i n u T se s e k v e n c e m i produktů PCR získaných amplifikací D N A izolované z kmenů RL2, 

RL2-P a RL22-P pomocí primerů G a s B 4 F / R a GasB5F/R . Přiřazení nukleotidů všech produktů PCR 

b y l o p r o všechny k m e n y 1 0 0 % komplementárn í se sekvencí g a s s e r i c i n u T, s výj imkou s e k v e n c e 

získané amplifikací D N A RL2 a pr imerů GasB5F/R , kde j e d e n n u k l e o t i d neodpovídal př i rovnávané 

s e k v e n c i . 

Po amplifikací D N A kmenů RL2-P a RL22-P pomocí pr imerů specifických p r o vybrané g e n y 

genového k l as t ru g a s s e r i c i n u K7B a j e j i ch analýze by la n a l e z e n a 1 0 0 % s h o d a v sekvencích 

získaných specifických PCR produktů a sekvencí z databáze p r o gas se r i c i n K7B , ga s se r i c i n T a 

a c i d o c i n L F221B . Při testování p r o d u k c e antimikrobiálních látek by la u kmenů RL2-P a RL22-P 

detegována p r o d u k c e antimikrobiálních bílkovinných látek (Tabu lka 2 0 , T a b u l k a 21 a T a b u l k a 

22) . N e l z e však s j i s t o t o u říci, že antimikrobiální látky produkované k m e n y j s o u g a s s e r i c i n K7B , 

gasse r i c i n T n e b o a c i d o c i n L F 2 2 1 B . Sekvenční p o d o b n o s t ga s se r i c i n K7B a g a s s e r i c i n u T je známa 

(Kawa i a ko l . 2 0 0 0 ) . By lo také publikováno, že nukleot idové s e k v e n c e g a s s e r i c i n u K 7 A j s o u 1 0 0 % 

identické se s e k v e n c e m i a c i d o c i n u L F 2 2 1 A a s e k v e n c e g a s s e r i c i n u K7B se s e k v e n c e m i a c i d o c i n u 

L F 2 2 1 B (Majhenič a k o l . 2 0 0 4 ) . P r o t o by ly analyzované s e k v e n c e specifických produktů PCR 

porovnávány i s těmi to s e k v e n c e m i , které j s o u u v e d e n y v databázi G e n e B a n k . Je zaj ímavé, že 

produkční k m e n y b a k t e r i o c i n u g a s s e r i c i n u K7B a a c i d o c i n u L F 2 2 1 B - L. gasseri K7 a L. gasseri 

LF221 n e j s o u identické a liší v p lazmidovém p r o f i l u , RAPD-PCR p r o f i l u , růstových 

charakterist ikách, hladině p r o d u k c e b a k t e r i o c i n u a opt imálních podmínkách p r o růst a p r o d u k c i 

b a k t e r i o c i n u (Roge l j a Mati jašič 2006 ) . 

Závě rem lze k o n s t a t o v a t , že tři k m e n y RL2 , RL2-P a RL22-P produkují antimikrobiální 

bílkovinné látky. V D N A izolované z k m e n e RL2 by la detegována př í tomnost genů p r o gasse r i c i n 

K 7 A a gas se r i c i n K7B . Po amplifikací D N A t o h o t o k m e n e s použitím primerů p r o jednot l ivé g e n y 

genových klastrů g a s s e r i c i n u K 7 A a g a s s e r i c i n u K7B n e b y l a n a l e z e n a 1 0 0 % s h o d a sekvencí 

specifických PCR produktů. N a p r o t i t o m u v D N A kmenů RL2-P a RL22-P by la n a l e z e n a 1 0 0 % 

p o d o b n o s t nukleotidových sekvencí PCR produktů a sekvencí genů z genových klastrů pro 

p r o d u k c i g a s s e r i c i n u K7B , g a s s e r i c i n u T a a c i d o c i n u L F221B . 
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V rámci zahraniční stáže ve S l o v i n s k u v laboratoři p ro f . I. Roge l j b y l o spolupracováno při 

analýzách D N A kmenů s k u p i n y L. acidophilus na př í tomnost genů p r o p r o d u k c i bakteriocinů 

g a s s e r i c i n u K 7 A a g a s s e r i c i n u K7B . Výsledky by ly publikovány v práci Treven P., Turková K., 

Trmčič A., Obermajer T., Rogelj I., Matijašič B. B. (2013): Detection and quantification of 

probiotic strain Lactobacillus gasseri K7 in faecal samples by targeting bacteriocin genes. Folia 

Microbiol. 58: 623-630. Plný t ex t článku je u v e d e n v Příloze 3. 
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5.3 Stanovení v y b r a n ý c h probiot i ckých v las tnos t í 

By lo charakter izováno jedenáct kmenů r o d u Lactobacillus patřících d o s k u p i n y druhů L. 

acidophilus ( Tabu lka 2) s cí lem v y b r a t k m e n y s probiotickými v l a s t n o s t m i . T y t o k m e n y by ly 

testovány na přežití v gastrointestinálním t r a k t u , p r o d u k c i antimikrobiálních látek a k o m p e t i c i o 

vazebná místa na Caco-2 buňkách s netoxigenním k m e n e m Escherichia coli 0 1 5 7 : H 7 . Následuje 

stručné shrnutí výs ledků, které by ly publikovány f o r m o u článku (Příloha 4). 

Životnost probiotických kmenů je nejčastěji ovl ivňována kyselým prostředím žaludku a 

přítomností žluči ve dvanáctníku. Udává se , že k y se l o s t prostředí je hlavním f a k t o r e m 

ovlivňujícím v i ab i l i t u kmenů r o d u Lactobacillus ( M a i n v i l l e a k o l . 2 0 0 5 ) . P r o t o by ly tes tované 

k m e n y inkubovány v živných mediích s upraveným p H , př ídavkem enzymů a v přítomností 

žlučových solí. Následná ku l t i v a ce na pevných médiích umožnila s t a n o v i t počty buněk (CFU/ml ) 

( kap i to l a 4. 2 . 1 0 ) . 

Ze s o u b o r u testovaných kmenů by l u všech kmenů s výj imkou tří ( L gasseri C C D M 3 3 5 , 

L. helveticus C C D M 81 a L. helveticus C C M 82) pozorován p o k l e s počtů buněk (CFU/ml ) během 

tř íhodinové i n k u b a c e v žaludeční šťávě o p H 3,0. Žádný z testovaných kmenů nepřežil 

t ř íhodinovou ku l t i vac i v žaludeční šťávě o pH 2 ,0 . T a k t o nízkému pH však n e j s o u k m e n y 

v žaludku v y s t a v e n y , protože je třeba brát v úvahu pufrovací k a p a c i t u p o t r a v i n y , se k t e r o u j s o u 

příslušné k m e n y konzumovány ( M a i n v i l l e a k o l . 2 0 0 5 ) . Následná tř íhodinová i n k u b a c e ve střevní 

šťávě způsobila p o k l e s počtu buněk (CFU/ml ) u všech kmenů s výj imkou L. gasseri C C D M 3 3 5 . U 

některých kmenů r o d u Lactobacillus by la popsána t o l e r a n c e n e b o s c h o p n o s t růstu v prostředí s 

0 , 3 % r o z t o k e m žlučových solí ( J a cobsen a k o l . 1 9 9 9 , Hac in a k o l . 2 0 0 8 ) . V s imulovaných 

podmínkách gastrointestinálního t r a k t u nej lépe přežívaly k m e n y L. acidophilus C C D M 1 0 9 , 

L. gasseri C C D M 3 3 2 a L. gasseri C C D M 3 3 5 . By ly zjištěny rozdílné výchozí k o n c e n t r a c e 

bakteriálních kmenů, které j s o u zřejmě způsobeny rozdílnou rychlostí růstu jednot l ivých kmenů 

v M R S m e d i u ( P i t i no a k o l . 2 0 1 0 ) . 

V posledních l e t e ch se na téma životaschopnost probiotických kmenů a je j i ch probiotický 

e f ek t objevují s t u d i e , které ukazují, že zdraví prospěšný e f e k t nemusí být nutně vztažen na živou 

buňku. By ly publikovány s t u d i e , ve kterých se uvádí, že buňky inakt ivované U V a oslabené 

t e p l e m mají prospěšný e f e k t a také pozitivně ovlivňují zdraví ( Lopez a k o l . 2 0 0 8 , Ka ta r i a a ko l . 

2 0 0 9 ) . 

P r o d u k c e antimikrobiálních látek by la testována pomocí agarového kapkového t e s t u 

s př ip ipetovanými proteolyt ickými e n z y m y za úče lem zjištění bílkovinné p o v a h y antimikrobiální 

látky. P r o d u k c e antimikrobiálních bílkovinných látek degradovaných proteolyt ickými e n z y m y 

by la detekována u všech testovaných kmenů s výj imkou L. gasseri C C D M 3 3 2 , L. gasseri C C D M 

3 3 5 , L helveticus C C D M 81 a L helveticus C C D M 1 0 2 . 

P r o d u k c e antimikrobiálních bílkovinných látek by la detegována u 7 kmenů p r o t i 

indikátorovým kmenům rodů Lactobacillus a Clostridium, a l e ne p r o t i indikátorovým kmenům 
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patřícím k j iným bakteriálním rodům. Z l i t e r a tu r y je patrné, že by se m o h l o j e d n a t o 

b a k t e r i o c i n y n e b o bakter iocinům podobné s u b s t a n c e ( N e s p o l o a B r a n d e l l i 2 0 1 0 ) . 

V kompetiční s t u d i i b y l o porovnáváno množství adherovaných buněk netoxigenního 

k m e n e E. coli 0 1 5 7 : H 7 na p o v r c h u Caco-2 buněk v přítomnosti ( ko i nkubac i ) s vybranými k m e n y 

r o d u Lactobacillus ( k ap i t o l a 4.2.9) . K o i n k u b a c e buněk k m e n e E. coli 0 1 5 7 : H 7 s k m e n y r o d u 

Lactobacillus p o d o b u 3 0 m i n u t snížila a d h e z i E. coli 0 1 5 7 : H 7 na p o v r c h Caco-2 buněk. 

Významný p o k l e s v počtu E. coli 0 1 5 7 : H 7 adherovaných na Caco-2 buňky by l pozorován u všech 

kombinací se všemi k m e n y r o d u Lactobacillus. Pok l e s byl kmenově specifický, což je ve shodě s 

výsledky uváděnými v l i teratuře ( J ankowska a k o l . 2 0 0 8 ) . 

Nejvhodnější probiotické c h a r a k t e r i s t i k y u testovaných C C D M kmenů (přežití 

v podmínkách gastrointestinálního t r a k t u a t e s t k o m p e t i c e ) by l y n a l e z e n y u k m e n e 

L. acidophilus C C D M 1 0 9 . N icméně L. acidophilus C C D M 109 i n h i b o v a l růst p o u z e čtyř 

indikátorových kmenů ( p r o d u k c e antimikrobiálních bílkovinných látek p o u z e vůči dvěma ) . Na 

d r u h o u s t r a n u k m e n L. gasseri C C D M 2 1 5 a k m e n L. acidophilus C C D M 149 n e v y k a z o v a l y dobré 

přežití v podmínkách gastrointestinálního t r a k t u a v kompetiční s tud i i (v porovnání s L. 

acidophilus C C D M 109 ) , a le p r o d u k o v a l y antimikrobiální s u b s t a n c e aktivní vůči ne jméně třinácti 

indikátorovým kmenům. Také k m e n L. helveticus C C D M 8 2 p r o d u k o v a l antimikrobiální 

bílkovinné s u b s t a n c e p ro t i pěti indikátorovým kmenům a úspěšně i n h i b o v a l a d h e z i E. coli 

0 1 5 7 : H 7 v kompetiční s t u d i i . 

Výše uvedené e x p e r i m e n t y by l y publikovány v práci Turková K., Mavrič A., Narat M., 

Rittich B., Španová A., Rogelj I., Matijašič B. B.: Evaluation of Lactobacillus strains for selected 

probiotic properties 2013. Folia Microbiol 58: 231-267. - Plná v e r z e článku je u v e d e n a v k a p i t o l e 

Pří lohy - Příloha 4) . 

5.3.1 Stanovení minimální inhibiční koncentrace antibiotik 

Stanovení minimální inhibiční k o n c e n t r a c e a n t i b i o t i k (MIC) je v e l m i důležité p r o praktické 

použití probiot ického k m e n e v potravinářském průmyslu. P o k u d j s o u v j e j i ch g e n o m u přítomny 

g e n y r e z i s t e n c e na určitá a n t i b i o t i k a , m o h o u se prospěšné probiotické k m e n y stát z d r o j e m 

přenosu takovýchto genů d o kmenů patogenních ( B e r n a r d e a u a k o l . 2 0 0 8 ) . 

K m e n y by ly testovány pomocí E-testů na r ez i s t enc i / c i t l i v o s t k 10 ant ibiot ikům (stanovení 

M IC ) ( k ap i t o l a 4 . 2. 11) . J ako méd ium byl použit 9 0 % M H aga r + 1 0 % M R S agar . K l as i cky se 

c i t l i vos t na a n t i b i o t i k a t e s t u j e p o u z e na M H a g a r u . V z h l e d e m k t o m u , že k m e n y r o d u 

Lactobacillus na t o m t o m e d i u n e r o s t o u a n e b o je j e j i ch růst v e l m i pomalý, b y l o z v o l e n o speciální 

kombinované m e d i u m ( M H + M R S ) , na kterém k m e n y r o d u Lactobacillus r o s t o u dobře (Mati jašič 

2 0 1 2 ) . Nevýhodou může být skutečnost, že není dostatečně prostudována i n t e r a k c e a n t i b i o t i k 

se složkami M R S aga ru ( D a n i e l s o n a W i n d 2 0 0 3 ) . 
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Výsledky stanovení M I C 10 a n t i b i o t i k u kmenů s k u p i n y L. ocidophilus j s o u u v e d e n y 

v T a b u l c e 3 3 . Na O b r . 1 9 , 2 0 a 21 j s o u u v e d e n y příklady inhibičních zón, včetně d e t e k c e 

přítomnosti rezistentních kolonií (Obr . 19) . 

Rezistentní ko lon ie 

Obr. 19: Inhibičnízóna a jednotlivé rezistentní kolonie při stanovení MIC pro streptomycín u kmene L. gasseri 
CCDM332. 

Tabulka 33: Hodnoty MIC (pg/ml) u vybraných antibiotik u různých druhů rodu Lactobacillus vyhodnocené 
pomocí E-testů 

Kmen/an t i b i o t i kum S M G M TC CH M Z C M V A Rl CL E M 
L. acidophilus C C D M 109 16 24 2 0,032 >256 4 1,5 >32 4 0,125 
L. acidophilus C C D M 149 12 24 2 0,047 >256 4 1,5 >32 4 0,125 
L. gasseri C C D M 377 48 48 2 0,125 >256 6 3 >32 6 0,38 
L. gasseri C C D M 214 12 24 1,5 0,094 >256 6 2 0,094 6 0,19 
L. gasseri C C D M 215 128 64 1,5 0,064 >256 4 2 >32 6 0,125 
L. gasseri C C D M 332 9 6 * 48 1,5 0,125 >256 4 1,5 >32 4 0,19 
L. gasseri C C D M 335 128 24 1,5 0,19 >256 0,5 2 >32 6 0,5 
L. gasseri C C D M 340 >1024 >1024 2 0,19 >256 0,25 2 >32 8 0,5 
L. helveticus C C D M 81 96 16 2 - >256 6 2 0,094 4 0,125 
L. helveticus C C D M 82 96 48 2 0,064 >256 6 2 0,064 4 0,19 
L. helveticus C C D M 92 48 16 2 - >256 6 1,5 0,094 4 0,19 
L. helveticus C C D M 98 48 24 2 0,094 >256 4 1,5 0,094 4 0,19 
L. helveticus C C D M 102 48 24 1,5 0,064 >256 6 2 0,094 4 0,125 

-nebylo provedeno; SM streptomycín; GM gentamicin; TC tetracyklín; CH klaríthromycin; MZ metronidazol; CM 
klindamycin; VA vankomycin; Rl rifampicin; CL chloramfenikol; EM erythromycin; *detekce rezistentních kolonií. 
Odečet MIC pro jednotlivá antibiotika byl proveden dle návodu od výrobce. 
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Obr. 20: Stanovení MIC pro vankomycin a klindamycin u kmene L. helveticus CCDM 92 

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

P r o potřeby odlišení rezistentních a citlivých kmenů na dané a n t i b i o t i k u m , d e f i n o v a l 

F E E D A P a S C A N hraniční h o d n o t y koncentrací. T y t o hraniční h o d n o t y se liší v rámci rodů a 

druhů. J ako citlivé j s o u považovány k m e n y , jejichž M I C je menší n e b o r o v n o hraniční 

k o n c e n t r a c i . N a o p a k rezistentní j s o u k m e n y , jejichž M I C je větší než hraniční k o n c e n t r a c e 

daného a n t i b i o t i k a ( F EEDAP 2012 ) . 

V T a b u l c e 3 4 j s o u u v e d e n y M I C a n t i b i o t i k p r o k m e n y různých druhů r o d u Lactobacillus a 

j e j i ch srovnání s h o d n o t a m i p r o hraniční k o n c e n t r a c e publ ikované v článcích a p a n e l e c h S C A N a 

F EEDAP . 
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Tabulka 34: Porovnání publikovaných výsledků v testech na citlivost vůči antibiotikům (stanovení MIC, ug/ml) a 

výsledků z testů uvedených v disertační práci 

A n t i b i o t i k u m D a n i e l s o n a Z a r a z a g a a 
D ' A i m m o 

a k o l . 
2 0 0 7 

S C A N F E E D A P Disertační R e z i s t e n c e / c i t l i vos t 
(Ug/ml) W i n d 2 0 0 3 k o l . 1 9 9 9 

D ' A i m m o 
a k o l . 
2 0 0 7 

2 0 0 3 2 0 1 2 práce testovaných kmenů 

k l a r i t h r o m y c i n 
(0 ,016-256) 

• 0,03 • • • 0 , 0 3 2 - 0 , 1 9 * * * 

e r y t h r o m y c i n 
(0 ,016-256) 

0,5 0 ,125 0,1 4 1 0 , 1 2 5 - 0 , 5 CITLIVÉ 

v a n k o m y c i n 
(0 ,016-256) 

4 4 , 0 9 6 0,5 4 2 1 , 5 - 2 CITLIVÉ 

c h l o r a m f e n i k o l 
(0 ,016-256) 

4 • 8 16 4 4 - 8 REZ ISTENTNÍ**** 

k l i n d a m y c i n * 
(0 ,016-256) 

1 • 4 • 16 4 - 6 CITLIVÉ 

k l i n d a m y c i n * * 
(0 ,016-256) 

32 • 4 • 16 0 , 2 5 - 6 CITLIVÉ 

r i f a m p i c i n 
(0 ,016-256) 

1 • 1 32 • 0 , 0 6 4 - >32 REZ ISTENTNÍ**** 

tetracyklín 
(0 ,016-256) 

2 • 4 16 4 1 , 5 - 2 CITLIVÉ 

g e n t a m i c i n 
(0 ,064-1024) 

>256 • 16 1 16 16 - > 1 0 2 4 REZ ISTENTNÍ**** 

s t r e p t o m y c i n 
(0 ,064-1024 ) 

128 • 4 16 16 12 - >1024 REZ ISTENTNÍ**** 

m e t r o n i d a z o l 
(0 ,016-256) 

>256 • 5 0 0 • • >256 * * * 

-MIC neuvedena; *'platí pro druhy L. acidophilus a L. johnsonii; **platípro druh L. gasseri; ***hranični hodnota MIC není uvedena 

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

U některých testovaných kmenů v disertační práci by la n a l e z e n a r e z i s t e n c e na 

c h l o r a m f e n i k o l , r i f a m p i c i n , g e n t a m i c i n a streptomycín ( Tabu l ka 35 ) . 

Tabulka 35: Rezistence testovaných kmenů na chloramfenikol, rifampicin, gentamicin a streptomycín (pg/ml) 

K m e n / a n t i b i o t i k u m S t r ep tomyc in C/R* G e n t a m i c i n C/R* R i f amp ic in C/R** Ch lo r amfen i ko l C/R* 

L acidophilus C C D M 109 16 C 24 R >32 R 4 C 

L acidophilus C C D M 149 12 C 24 R >32 R 4 C 

L. gasseri C C D M 377 4 8 R 48 R >32 R 6 R 

L gasseri C C D M 214 12 C 24 R 0,09 C 6 R 

L gasseri C C D M 215 128 R 64 R >32 R 6 R 

L gasseri C C D M 332 96 R 48 R >32 R 4 C 

L gasseri C C D M 335 128 R 24 R >32 R 6 R 

L gasseri C C D M 340 >1024 R >1024 R >32 R 6 R 

L helveticus C C D M 81 96 R 16 C 0,09 C 4 C 

L helveticus C C D M 82 96 R 48 R 0,06 C 4 C 

L helveticus C C D M 92 4 8 R 16 C 0,09 C 4 C 

L helveticus C C D M 98 4 8 R 24 R 0,09 C 4 C 

L. helveticus C C D M 102 4 8 R 24 R 0,09 C 4 C 

C citlivý; R rezistentní; * hraniční koncentrace publikované v panelu FEEDAP; ** hraniční koncentrace publikované v panelu 

SCAN 
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Z testovaných kmenů by ly rezistentní ke č ty řem antibiot ikům čtyři k m e n y ( C C D M 3 7 7 , 

C C D M 2 1 5 , C C D M 3 3 5 , C C D M 340 ) a ke t ř em antibiot ikům j e d e n k m e n ( C C D M 332 ) . Z b y t e k 

kmenů by l rezistentní ke dvěma a méně tes tovaným ant ibiot ikům. 

Vrozené r e z i s t e n c e j s o u typické p r o všechny k m e n y daného d r u h u a j s o u o b v y k l e 

nepřenosné horizontálním přenosem na j iné k m e n y . Získané r e z i s t e n c e j s o u přenosné na další 

k m e n y a j s o u tak nebezpečným z d r o j e m šíření r e z i s t e n c e na a n t i b i o t i k a u patogenních kmenů 

( FEEDAP 2 0 1 2 ) . V l iteratuře se uvádí, že r e z i s t e n c e k r i f a m p i c i n u je často způsobená mutací g e n u 

lokalizovaného na c h r o m o z o m u a není přenosná m e z i k m e n y (Ezek ie l a H u t c h i n s 1968 ) . U námi 

analyzovaných kmenů by la r e z i s t e n c e k r i f a m p i c i n u detegována u s e d m i kmenů (>32u.g/ml). 

U k m e n e L. gasseri C C D M 3 4 0 by la detegována r e z i s t e n c e k vysokým koncentracím 

aminoglykosidů ( s t r e p t o m y c i n >1024u.g/ml a g e n t a m i c i n >1024u.g/ml ) . R e z i s t e n c e k vysokým 

koncentrac ím aminoglykosidů by la pozorována u většiny testovaných kmenů ( s t r e p t o m y c i n -

12-128 n g / m l , g e n t a m i c i n - 16-64 u.g/ml) (Tabu lka 35 ) . V l iteratuře b y l o popsáno velké množství 

spontánních mutací zapříčiňujících r ez i s t enc i k m e n e na s t r e p t o m y c i n , které a le n e j s o u přenosné 

m e z i k m e n y a t ak neslouží k šíření r e z i s t e n c e v bakteriálním společenství (Cu r r agh a Co l l i n s 

1992 ) . 

O b a p a n e l y F E E D A P 2 0 1 2 a S C A N 2 0 0 3 se v některých případech rozcházejí v hraničních 

koncentracích. V té to práci by l a r e z i s t e n c e na c h l o r a m f e n i k o l detegována u 5 kmenů s využitím 

hraničních koncentrací uvedených ve zprávě F E E D A P 2 0 1 2 . N a o p a k p o k u d by b y l o využito 

hraničních koncentrací ve zprávě S C A N (2003) , žádné rezistentní k m e n y by n e b y l y detegovány 

(Tabu lka 35 ) . R e z i s t e n c e vůči ant ibiot ikům se liší v rámci r o d u Lactobacillus a t o p o d l e druhů. 

V p u b l i k a c i D a n i e l s o n a W i n d (2003 ) j s o u h o d n o t y koncentrací u k l i n d a m y c i n u uváděny 

oddě leně p r o k m e n y druhů L. acidophilus/L. johnsonii a L. gasseri. N a o p a k F E E D A P (2012 ) uvádí 

h o d n o t y hraničních koncentrací p r o k l i n d a m y c i n p r o c e l o u s k u p i n u L. acidophilus shodné. 

R e z i s t e n c e na e r y t h r o m y c i n a tetracyklín j s o u s n a d n o a nejčastěji přenosite lné m e z i k m e n y 

r o d u Lactobacillus, protože g e n y j s o u lokalizovány na p l a z m i n e c h . Vůči t ěmto dvěma 

antibiot ikům j s o u t ak k m e n y r o d u Lactobacillus nejčastěji rezistentní ( B e r n a d e a u a k o l . 2 0 0 8 ) . V 

námi ana lyzovaném s o u b o r u kmenů t o t o tvrzení n e b y l o p o t v r z e n o , protože r e z i s t e n c e na 

e r y t h r o m y c i n a tetracyklín n e b y l a detegována. 

5.3.2 Skríning přítomnosti genů pro vybrané probiotické a další vlastnosti 

5.3.2.1 Identifikace genu pro linoleát izomerázu 

Konjugované l inoleové kyse l i ny (CLA) by l y popsány j a k o protirakovinná složka, která má 

významný podíl na regu lac i h l a d i n y tě lesného t u k u (Park 2 0 1 4 ) . Vznikají z oc-linoleové kyse l i ny 

(LA) pomocí e n z y m u linoleát izomerázy (LI). M n o h o kmenů izolovaných z gastrointestinálního 

t r a k t u a b a c h o r u přežvýkavců je s c h o p n o přeměni t LA na C L A ( M a c o u z e t a k o l . 2 0 1 0 ) . Některé 
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k m e n y r o d u Loctobocillus m o h o u p r o d u k o v a t C L A j a k o intermediát při h y d r o g e n a c i k yse l i ny 

l inoleové na ky se l i nu s t e a r o v o u ( O g a w a a ko l . 2 0 0 5 ) . 

P r i m e r y použité v té to práci j s o u komplementárn í p r o linoleát izomerázu bakteriálního 

d r u h u L. acidophilus. V PCR by ly ampli f ikovány D N A kmenů, které by ly pomocí identifikačních 

t e c h n i k zařazeny d o s k u p i n y druhů L. acidophilus ( d r u h y L. acidophilus, L. gasseri, L. johnsonii, L 

helveticus) ( Tabu lka 16) . By lo tes továno patnáct RL kmenů a čtyři sbírkové k m e n y s využitím 

specifických pr imerů publikovaných v práci ( M a c o u z e t a k o l . 2010 ) ( k ap i t o l a 4 .2 .4 .5 ) . V e l i k o s t 

specif ického p r o d u k t u PCR by la 1 3 7 8 b p ( M a c o u z e t a k o l . 2 0 1 0 ) . 

Při a m p l i f i k a c i D N A izolované z kmenů RL5, RL8, RL20 , RL20-P, L. gasseri C C M 7 0 0 9 T , 

L. johnsonii C C M 2 9 3 5 byl získán p r o d u k t PCR o v e l i k o s t i 1 3 7 8 b p ; při a m p l i f i k a c i D N A izolované 

z kmenů RL2-P, RL5-P, RL8-P, RL13-P, RL13-57L3-7AP , RL13-57L3-8AP , RL22-P, RL24-P, RL13 , 

RL22 a L. gasseri K7 by l získán p r o d u k t PCR o v e l i k o s t i asi 7 0 0 b p . Při a m p l i f i k a c i D N A izolované 

z kmenů RL2 a L. acidophilus C C M 4 8 3 3 by ly amplif ikovány d v a p r o d u k t y PCR o v e l i k o s t i 7 0 0 a 

1 3 7 8 b p . P r o d u k t PCR o v e l i k o s t i 1 3 7 8 b p z k m e n e L johnsonii C C M 2 9 3 5 by l přečištěn (PCR 

p u r i f i c a t i o n k i t , OJagen) a poslán na sekvenování ( M i c r o s y n t h , Švýcarsko). Analýza 

sekvenovaného p r o d u k t u PCR pomocí a l g o r i t m u BLAST ukázala 9 5 % p o d o b n o s t s g e n e m p r o 

linoleát izomerázu k m e n e L. acidophilus A S I . 1 8 5 4 uloženého v databázi G e n e b a n k . S e k v e n c e 

nukleotidů ( a m i n o k y s e l i n ) p r o e n z y m linoleát izomerázu j s o u v rámci r o d u Lactobacillus v y s o c e 

variabilní. P r o d u k t y PCR o v e l i k o s t i 7 0 0 bp je nutné p o d r o b i t další analýze. 

5.3.2.2 Identifikace genů pro histidin dekarboxylázu a tyrosin dekarboxylázu 

Všechny k m e n y by ly testovány na př í tomnost g e n u p r o h i s t i d in dekarboxylázu a t y r o s i n 

dekarboxylázu. P r o d u k c e dekarboxyláz je nežádoucí vlastností m e z i probiotickými k m e n y kvůli 

možné p r o d u k c i biogenních aminů . Skríning přítomnosti genů by l p r o v e d e n pomocí PCR se 

specifickými p r i m e r y H D 3 / H D 4 (h i s t id in dekarboxyláza) a T D 2 / T D 5 ( t y ros in dekarboxyláza) 

( C o t o n a C o t o n , 2 0 0 5 ) ( k a p i t o l a 4 .2 .4 .5 ) . 

Ze všech testovaných kmenů r o d u Lactobacillus (67) byl specifický p r o d u k t PCR (440 bp) 

p r o h i s t i d i n dekarboxylázu detegován u 7 kmenů (/.. vaginalis RL7, L. fermentům RL12 , 

L. fermentům RL16 , L. vaginalis RL7-P, L. fermentům RL12-PA, L. fermentům RL12-PB a 

L. fermentům RL16-P). 

Ze všech testovaných kmenů (67) by l specifický p r o d u k t PCR ( 1100 bp) p r o t y r o s i n 

dekarboxylázu detegován p o u z e u k m e n e Lactobacillus s p . RL6P . T e n t o specifický p r o d u k t PCR 

by l přečištěn (PCR p u r i f i c a t i o n k i t , OJagen) a poslán na sekvenování ( M i c r o s y n t h , Švýcarsko). Po 

analýze nukleot idové s e k v e n c e pomocí p r o g r a m u BLAST by la n a l e z e n a 7 4 % p o d o b n o s t s g e n e m 

p r o t y r o s i n dekarboxylázu k m e n e Carnobacterium divergens V 4 1 . 
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By lo publ ikováno, že t y r a m i n produkující b a k t e r i e mají T y r D C b i o c h e m i c k o u c e s t u 

kódovanou čtyřmi g e n y , které tvoří o p e r o n lokalizovaný na c h r o m o z o m u . G e n tyrdc kóduje 

tyrosin-dekarboxylázu; g e n tyrP kóduje t y r o s i n permeázu, g e n nhoC se účastní k N a + / H + 

a n t i p o r t u a g e n tyrS v y k a z u j e v e l k o u p o d o b n o s t s g e n y t y r o s y l - t R N A syntetáz ( C o t o n a C o t o n 

2 0 0 9 ) . By lo prokázáno, že p r o d u k c e t y r a m i n u je kmenově specifická ( C o t o n a C o t o n 2 0 0 9 ) . 

Pomocí výše uvedené konvenční PCR se specifickými p r i m e r y p r o h i s t i d in dekarboxylázu a 

t y r o s i n dekarboxylázu lze d e t e g o v a t př í tomnost daného g e n u v g e n o m e c h laktobacilů. 

U v e d e n o u m e t o d o u však n e l z e z j i s t i t , z d a je syntetizován funkční p r o t e i n a ne l ze rovněž s t a n o v i t 

množství produkovaného e n z y m u . 

M e z i tes tovanými k m e n y by l i L. vaginalis RL7 náležející m e z i k m e n y , které p r o d u k o v a l y 

antimikrobiální bílkovinné látky. Z důvodu d e t e k c e g e n u p r o h i s t i d i n dekarboxylázu, a t ím i 

možné p r o d u k c e biogenních aminů , byl t e n t o k m e n vyřazen z možného budoucího využití j a k o 

p r o b i o t i k u m (i když má t e n t o k m e n zajímavé výsledky v p r o d u k c i antimikrobiálních látek). 

Části exper imentů uvedených v k a p i t o l e 5. 3. by l y p r o v e d e n y v rámci zahraniční stáže na 

Univerzitě v L jub l jan i ( B i o t e c h n i c a l Facu l t y , Ins t i tu te o f Da i r y S c i ence a n d P rob io t i c s ) ve 

S l o v i n s k u v laboratoři p ro f . I. Roge l j a by l y publikovány v pracích: 

Turková K., Mavrič A., Narat M., Rittich B., Sponová A., Rogelj i, Matijašič B. B. (2012): 

Evoluation of Loctobacillus strains for selected probiotic properties. Folia Microbiologico, DOI: 

10.1007/sl2223-012-0208-4. P lné znění j e u v e d e n o v k a p i t o l e Přílohy - Příloha 4 

Další výsledky z té to k a p i t o l y by ly prezentovány f o r m o u konferenčních příspěvků (viz K a p i t o l a 

10) . 
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5.4 I m u n o m a g n e t i c k á separace b u n ě k 

Imunomagnet ická s e p a r a c e buněk k m e n e L. rhamnosus LOCK 0 9 0 0 by la p r o v e d e n a pomocí 

komerčních magnetických nosičů s navázaným s t r e p t a v i d i n e m (MPG-STV ) a proti látkou (ant i-

Loctobocillus). Optimal izovaný p o s t u p je u v e d e n v k a p i t o l e 4 . 2. 12 . Opt imal izováno by lo 

množství magnet ického nosiče, k o n c e n t r a c e protilátky, počty promývání navázaných buněk na 

magnet ickém nosiči a d o b y inkubací. P o s t u p by l optimalizován p r o s e p a r a c i buněk k m e n e 

L. rhamnosus LOCK 0 9 0 0 z kultivačního m e d i a , U H T mléka a bílého j o g u r t u . Př í tomnost 

i m u n o m a g n e t i c k y separovaných buněk by la z h o d n o c e n a kultivačně a pomocí PCR. 

5.4.1 Interference magnetických nosičů v PCR 

PCR by ly p r o v e d e n y p o d l e optimal izovaných návodů uvedených v k a p i t o l e 4 .2 .4 .1 P ro 

použití PCR p r o vyhodnocení počtu i m u n o m a g n e t i c k y separovaných buněk by la nejdříve 

z h o d n o c e n a c i t l i vos t použitých PCR a možná i n t e r f e r e n c e magnetických nosičů v PCR. C i t l i vos t 

PCR by la s t a n o v e n a p r o doménu Bacteria na 1 0 f g / u . l , p r o rod Lactobacillus 10 pg/u.1 a d r u h 

L. rhamnosus 10 p g / u i Vyhodnocení i n t e r f e r e n c e magnetických nosičů M P G - S T V by la 

p r o v e d e n a pomocí PCR s p r i m e r y specifickými p r o doménu Bacteria a p r o rod Lactobacillus. 

Ke směsi p r o PCR by ly přidány magnetické nosiče M P G - S T V v o b j e m u 2, 4 a 6 u.1 ( k o n c e n t r a c e 

5 m g / m l ) ve třech nezávislých p o k u s e c h . P ro doménu Bacteria by la snížena c i t l i vos t z 10fg/u . l 

na 1 pg/u.1; p r o r o d Lactobacillus z 10 pg/u.1 na 1 0 0 p g / u l I přes snížení c i t l i vos t i j s o u obě PCR 

v h o d n o u m e t o d o u p r o zjištění přítomnosti i m u n o m a g n e t i c k y separovaných buněk k m e n e 

L rhamnosus LOCK 0 9 0 0 . 

5.4.2 IMS buněk L. rhamnosus LOCK 0900 

K m e n L. rhamnosus LOCK 0 9 0 0 byl kultivován při 37°C p o d o b u 1 8 h o d i n aerobně (1 ,25 x 

1 0 8 C F U / m l ) . Protilátky a magnetické nosiče použité p r o i m u n o m a g n e t i c k o u s e p a r a c i j s o u 

popsány v kapitolách 4 .1 .2 . Imunomagnet ická s e p a r a c e by la p r o v e d e n a d l e opt imal izovaného 

p o s t u p u uvedeného v k a p i t o l e 4. 2. 1 2 . Testované k o m b i n a c e a výsledky imunomagnet ické 

s e p a r a c e o b o u nezávislých pokusů j s o u u v e d e n y v T a b u l c e 3 6 . Výsledky IMS-PCR p r o doménu 

Bacteria, r o d Lactobacillus a d r u h L. rhamnosus j s o u u v e d e n y v T a b u l c e 3 7 . 
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Tabulka 36: Imunomagnetické separace buněk L. rhamnosus LOCK 0900 

. , , .„ Počet buněk „ „ , 
M a g n e t i c k y nosíc „ ,. „. v o Počet buněk po 

(50 ul) P r 0 t l l a t k a ( 5 ° ^ P n d a n
{ ^ F U / ^ S I C U m IMS (CFU/ml) 

5,09 x l O 4 

l O x ředěná anti-
Lactobacillus 4 

MPG-STV (5 mg/ml ) l , 2 5 x l 0 7 4 , 9 9 x 1 0 

Bez protilátky 7,5 x l O 2 

Tabulka 37: Detekce DNA imunomagneticky separovaných buněk pomocí IMS-PCR 

Magnetický 
nosič 

Protilátka 

p roduk t PCR 

Magnetický 
nosič 

Protilátka 
doména Bacteria rod Lactobacillus d r u h L. rhamnosus 

l O x ředěná anti- + + + 
MPG-STV 
(5mg/ml) 

Lactobacillus + + + 

Bez protilátky + 
+ specifický produkt PCR detegován; +/- specifický produkt PCR detegován slabě; -specifický produkt PCR nebyl detegován 

Z množství přidaných buněk k m e n e L. rhamnosus LOCK 0 9 0 0 b y l o p o imunomagnet ické 

s e p a r a c i de tegováno množství buněk nižší o 3 řády, než b y l o přidáno (u o b o u d v o u nezávislých 

testů) . U nespecifické s o r p c e ( kon t ro l y ) , u které n e b y l a použita biotinylovaná protilátka, by lo 

detegováno množství buněk nižší o 2 řády než u vzorků s proti látkou ar\t\-Lactobacillus ( Tabu lka 

36) . V PCR by ly detekovány specifické p r o d u k t y PCR u domény Bacteria, r o d u Lactobacillus i 

d r u h u L. rhamnosus. U nespecifické s o r p c e ( kon t ro l y ) by l detegován specifický p r o d u k t PCR 

p o u z e v PCR p r o doménu Bacteria, a l e n e b y l detegován ve zbylých PCR. Je t o v důsledku různé 

c i t l i vos t i PCR, kdy PCR p r o doménu Bacteria j e citlivější než rodově a druhově specifické PCR (viz 

k a p i t o l a 5.4.2). 
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5.4.3 IMS buněk L. rhamnosus LOCK 0900 přidaných do mléka 

Bakteriální buňky narostlé přes n o c by ly přidány d o U H T mléka. Imunomagnet ická 

s e p a r a c e by la p r o v e d e n a d l e opt imal izovaného p o s t u p u uvedeného v k a p i t o l e 4 . 2 . 1 2 . 1 . 

Testované k o m b i n a c e a výsledky imunomagnet ické s e p a r a c e o b o u nezávislých pokusů j s o u 

u v e d e n y v T a b u l c e 3 8 . Výsledky IMS-PCR p r o doménu Bacteria, r o d Lactobacillus a d r u h 

L. rhamnosus j s o u u v e d e n y v T a b u l c e 3 9 . 

Tabulka 38: Imunomagnetická separace buněk čisté kultury kmene L. rhamnosus LOCK 0900 z UHT mléka 

. , , .„ Počet buněk „ „ , 
M a g n e t i c k y nosíc ...... , .. „ . , , , . . „ „ Počet buněk po 

(SOnl) P r 0 t ' l a t k a ( 5 ° M P r (CPU/mo 5 ' ^ " 1 ' M S ( C F U / m l ) 

3,25 x 1 0 3 

l O x ředěná anti- 
Lactobacillus 3 

MPG-STV (5 mg/ml ) l , 2 5 x l 0 7 2,5 x10 

Bez protilátky 5,0 x l O 1 

Tabulka 39: Detekce DNA imunomagneticky separovaných buněk z mléka pomocí IMS-PCR 

produk t PCR 
Magnetický 

Protilátka 
nosič 

Protilátka 
doména rod d ruh 
Bacteria Lactobacillus L. rhamnosus 

l O x ředěná anti- + +/- +/-
MPG-STV 
(5 mg/ml) 

Lactobacillus + +/- +/-
Bez protilátky 

+ specifický PCR produkt detegován; +/- specifický PCR produkt detegován slabě; -specifický PCR produkt nebyl detegován 

Z množství přidaných buněk k m e n e L. rhamnosus LOCK 0 9 0 0 d o U H T mléka b y l o po 

imunomagnet ické s e p a r a c i de tegováno na miskách s M R S a g a r e m množství buněk nižší o 4 řády, 

než b y l o přidáno (u o b o u d v o u nezávislých testů) . U k o n t r o l y , u které n e b y l a použita 

biotinylovaná protilátka, by lo detegováno množství kolonií o 6 řádů nižší (nespecifická 

a d s o r p c e ) . Specif ické p r o d u k t y PCR by ly detegovány v IMS-PCR p r o doménu B a c t e r i a , r od 

Lactobacillus a d r u h L. rhamnosus. Snížená c i t l i vos t by l a pozorována v PCR p r o rod Lactobacillus 

a d r u h L. rhamnosus. 

9 4 



5.4.4 IMS buněk L. rhamnosus LOCK 0900 přidaných do bílého jogurtu 

Čerstvě narostlé bakteriální buňky L rhamnosus LOCK 0 9 0 0 by ly přidány d o bílého j o g u r t u , 

ve kterém j s o u př í tomny startovací k u l t u r y Streptococcus thermophilus a Lactobacillus 

delbrueckW s sp . bulgaricus, a le žádné probiotické k m e n y (d le údajů výrobce) . Imunomagnet ická 

s e p a r a c e by la p r o v e d e n a d l e opt imal izovaného p o s t u p u uvedeného v k a p i t o l e 4 . 2 . 1 2 . 2 . 

Testované k o m b i n a c e a výsledky imunomagnet ické s e p a r a c e o b o u nezávislých pokusů j s o u 

u v e d e n y v T a b u l c e 4 0 . Výsledky IMS-PCR p r o doménu Bacteria, r o d Lactobacillus a d r u h 

L. rhamnosus j s o u u v e d e n y v T a b u l c e 4 1 . 

Tabulka 40: Imunomagnetické separace buněk čisté kultury kmene L. rhamnosus LOCK 0900 z bílého jogurtu 

Magnetický nosič 
(50ul) 

MPG-STV 
(5 mg/ml) 

Počet buněk Počet buněk 
Protilátka (50 u.1) přidaných k nosičům po IMS 

(CFU/ml) (CFU/ml) 

l O x ředěná anti-
Lactobacillus 

Bez protilátky 

5,0 x 1 0 2 

l , 2 5 x l 0 7 

3,0 x 1 0 3 

5,0 x l O 1 

Tabulka 41: Výsledky imunomagnetické separace buněk čisté kultury - detekce DNA imunomagneticky 
separovaných buněk pomocí IMS-PCR 

Magnetický 
Protilátka 

P roduk t PCR 

nosič 
Protilátka 

doména 
Bacteria 

rod 
Lactobacillus 

d r u h 
L. rhamnosus 

l O x ředěná 
anti-

Lactobacillus 

+ +/- +/-

MPG-STV 

l O x ředěná 
anti-

Lactobacillus + + +/-
(5mg/ml) 

Bez protilátky 

+ specifický PCR produkt detegován; +/- specifický PCR produkt detegován slabě; -specifický PCR produkt nebyl detegován 

Z množství přidaných buněk k m e n e L. rhamnosus LOCK 0 9 0 0 d o bílého j o g u r t u by lo po 

imunomagnet ické s e p a r a c i de tegováno na miskách s M R S a g a r e m množství buněk nižší o 4 n e b o 

5 řádů, než b y l o přidáno (u o b o u d v o u nezávislých testů) . U nespecifické s o r p c e ( kon t ro l y ) , u 
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které n e b y l a použita biotinylovaná protilátka, n e b y l y detegovány v j e d n o m případě žádné 

k o l o n i e a v d ruhém případě by l o 6 řádů nižší počet kolonií. 

V PCR p r o doménu Bocterio by ly detegovány specifické p r o d u k t y PCR u všech testovaných 

vzorků, ke kterým by la přidána protilátka ar\ť\-Lactobacillus. U k o n t r o l specifické p r o d u k t y PCR 

n e b y l y detegovány. P r o d u k t y PCR o slabé intenzitě by l y detegovány v PCR p r o rod Loctobacillus 

a d r u h L. rhamnosus, což zřejmě souvisí s citlivostí PCR. Možné i n t e r a k c e m o h o u způsobovat 

také buňky startovací jogurtové k u l t u r y , které j s o u ve výrobku přítomny. 

Při využití imunomagnet ické s e p a r a c e buněk lze i z o l o v a t buňky př í tomné v m a t r i c i v e v e l m i 

nízké k o n c e n t r a c i . Díky s t r e p t a v i d i n u navázanému na magnetický nosič, a biot inylované 

proti látce lze využít v a z b u s t r e p t a v i d i n - b i o t i n p r o nabohacení buněk, které j s o u v m a t r i c i 

př í tomny ve v e l m i nízkých koncentracích. V z h l e d e m k dosaženým výs ledkům je potřebné p o s t u p 

dále o p t i m a l i z o v a t . 
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6. ZÁVĚREČNÉ SHRNUTÍ 

Probiotické b a k t e r i e mléčného kvašení j s o u běžnou součástí řady výrobků potravinářského 

průmyslu. Významné postavení m e z i b a k t e r i e m i mléčného kvašení mají d r u h y r o d u 

Lactobacillus. Řada kmenů z různých druhů r o d u Lactobacillus j e p r o člověka zdraví prospěšná a 

je h o d n o c e n a j a k o potencionální p r o b i o t i k u m . I den t i f i kace probiotického k m e n e je v e l m i 

důležitá, p o k u d c h c e m e využít j e h o probiotické v l a s t n o s t i . 

Druhové i d e n t i f i k a c i a c h a r a k t e r i z a c i kmenů uvedeného r o d u je věnována první část 

práce. Byl analyzován s o u b o r 6 8 kmenů. K m e n y by ly identif ikovány pomocí PCR p r o rod 

Lactobacillus, d ruhově specifických PCR, vče tně multiplexní PCR, rep-PCR, RAPD-PCR a 

porovnání sekvencí g e n u p r o 16S r R N A . Výše uvedená škála t e c h n i k umožnila zařazení 

analyzovaných kmenů d o 10 druhů a 2 s k u p i n d ruhů : 24 kmenů by lo identif ikováno d o d r u h u 

L. rhamnosus, 12 kmenů d o L. paracasei, 7 kmenů d o L. fermentům, 3 k m e n y d o d r u h u 

L. vaginalis, 2 k m e n y d o L. helveticus, 2 k m e n y d o L. johnsonii, 2 k m e n y d o L. gasseri, 2 k m e n y 

d o L. salivarius, 1 k m e n d o d r u h u L. oris, 1 k m e n d o L. plantarum, 9 kmenů d o s k u p i n y druhů 

L. gasseri/johnsonii; 3 k m e n y n e b y l y druhově identif ikovány a z n i ch j e d e n n e b y l zařazen d o 

r o d u Lactobacillus. 

Všechny k m e n y by ly testovány na p r o d u k c i antimikrobiálních látek p r o t i v yb ranému 

s o u b o r u indikátorových kmenů v agarovém kapkovém t e s t u . Z celého s o u b o r u p r o d u k o v a l o 

antimikrobiální bílkovinné látky v dostatečné k o n c e n t r a c i v s u p e r n a t a n t u (agarový difuzní tes t ) 7 

kmenů (RL2-P, RL15-P, RL22-P, RL26-P, RL2, RL7 a RL14) . P ro p o d r o b n o u c h a r a k t e r i s t i k u 

antimikrobiální bílkovinných látek v s u p e r n a t a n t u by ly z v o l e n y tři k m e n y RL2-P, RL22-P a RL2, u 

kterých byl s ledován v l i v t e p l o t y , p H a přítomnosti detergentů a E D T A na inhibiční v l a s t n o s t i . 

U vedené k m e n y p r o d u k o v a l y tep lotně stabilní antimikrobiální bílkovinné látky, jejichž 

antimikrobiální v l a s t n o s t i neovl ivňovaly tes tované d e t e r g e n t y s výj imkou SDS. 

Dále b y l o zjištěno, že 7 C C D M kmenů p r o d u k o v a l o antimikrobiální látky citlivé 

k proteolyt ickým enzymům, které by ly účinné p r o t i indikátorovým kmenům r o d u Lactobacillus a 

Clostridium. K m e n L. acidophilus C C D M 1 0 9 p r o d u k o v a l antimikrobiální bí lkovinné látky účinné 

p o u z e vůči dvěma indikátorovým kmenům. K m e n y L. gasseri C C D M 2 1 5 a L. acidophilus C C D M 

149 p r o d u k o v a l y antimikrobiální s u b s t a n c e aktivní vůči 13 indikátorovým kmenům, a le 

n e v y k a z o v a l y dobré přežití v podmínkách gastrointestinálního t r a k t u a v kompetiční s t u d i i (v 

porovnání s i . acidophilus C C D M 109 ) . K m e n L. helveticus C C D M 8 2 v kompetiční s tud i i 

p r o d u k o v a l antimikrobiální bílkovinné s u b s t a n c e p ro t i 5 indikátorovým kmenům a úspěšně 

i n h i b o v a l a d h e z i E. coli 0 1 5 7 : H 7 . 

Pomocí specifických pr imerů p r o g e n y kódující p r o d u k c i bakteriocinů ( a c i doc i n A , a c i d o c i n 

B, l ak t ac in F, ga s se r i c i n A , ga s se r i c i n B, ga s se r i c i n K 7 A a gas se r i c i n K7B) by la amplif ikována D N A 

izolovaná ze všech kmenů. Specifické p r o d u k t y PCR p r o g e n y kódující p r o d u k c i bakteriocinů by ly 
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detegovány u 14 kmenů. Výsledky by ly p o t v r z e n y D N A / D N A hybridizací s v y s o k o u stringencí 

s výj imkou j e d n o h o k m e n e . 

U tří kmenů (RL2, RL2-P a RL22-P) by ly pomocí PCR hledány jednot l ivé g e n y v genových 

k l a s t r e ch g a s s e r i c i n u K 7 A a g a s s e r i c i n u K7B . Získané p r o d u k t y PCR by ly sekvenovány a 

analyzovány pomocí a l g o r i t m u BLAST a p r o g r a m u C L U S T A L W 2 . By la n a l e z e n a 1 0 0 % s h o d a 

sekvencí p r o části genových klastrů g a s s e r i c i n u K7B , a c i d o c i n u L F 2 2 1 B a g a s s e r i c i n u T v D N A 

kmenů RL2-P a RL22-P. Propojení p r o d u k c e antimikrobiálních bílkovinných látek v agarovém 

kapkovém t e s t u a agarovém difuzním t e s t u s molekulárně b i o l o g i c k o u analýzou n e b y l o v našem 

případě jednoznačné. 

Všechny analyzované k m e n y by ly p o d r o b e n y skríningu na př í tomnost genů p r o p r o d u k c i 

dekarboxyláz, které j s o u zodpovědné za vzn i k biogenních aminů . P rovedený skríning D N A všech 

kmenů pomocí specifických pr imerů ukázal př í tomnost g e n u p r o p r o d u k c i h i s t i d i n dekarboxylázy 

u 7 kmenů (RL7, RL12 , RL16 , RL7-P, RL12-PA, RL12-PB a RL16-P). G e n p r o p r o d u k c i t y r o s i n 

dekarboxylázy byl detegován p o u z e u k m e n e RL6P . Dále by ly k m e n y testovány na přítomnost 

g e n u p r o linoleát izomerázu (LI), která je zodpovědná za t v o r b u konjugovaných l inoleových 

kyse l in (CLA) . Specifický p r o d u k t PCR p r o LI by l detegován u 4 kmenů (RL5, RL8, RL20 a RL20-P). 

Třináct kmenů s k u p i n y Lactobacillus acidophilus b y l o tes továno na r e s i s t enc i vůči 12 

antibiot ikům pomocí E-testu. Z testovaných kmenů by ly 4 k m e n y resistentní k 4 ant ibiot ikům a 1 

k m e n k 3 ant ibiot ikům. Zbylé k m e n y by ly rezistentní ke 2 a méně antibiot ikům. 

V poslední části práce byl testován p o s t u p imunomagnet ické s e p a r a c e buněk k m e n e 

Lactobacillus rhamnosus LOCK 0 9 0 0 pomocí biot inylované protilátky ar\t\-Lactobacillus navázané 

na magnetické nosiče funkcional izované s t r e p t a v i d i n e m (MPG-STV ) . Buňky k m e n e L. rhamnosus 

LOCK 0 9 0 0 by ly pomocí imunomagnet ické s e p a r a c e izolovány z kultivačního média, U H T mléka a 

bílého j o g u r t u v dosta tečném množství p r o d e t e k c i pomocí kultivační m e t o d y a PCR. 
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7. ZKRATKY 

A T C C A m e r i c a n T y p e C u l t u r e C o l l e c t i o n 

B M K b a k t e r i e mléčného kvašení 

Caco-2 buňky ( h u m a n c o l o n c a r c i n o m a ce l l l ine) buňky epitel iálního 

kolorektálního a d e n o k a r c i n o m u 
C C D M C z e c h C o l l e c t i o n o f Da i r y M i c r o o r g a n i s m s 

C C M C z e c h C o l l e c t i o n o f M i c r o o r g a n i s m s 

C F U ( c o l o n y f o r m i n g un i ts ) k o l o n i e tvořící j e d n o t k y 

C L A konjugovaná linolová kyse l i na 

E D T A ethy lendiamintetraoctová kyse l i na 

EFSA E u r o p e a n F o o d Sa fe t y A u t h o r i t y 

F A O F o o d a n d A g r i c u l t u r e O r g a n i z a t i o n 

F E E D A P T h e Pane l o n A d d i t i v e s a n d P r o d u c t s o r S u b s t a n c e s u s e d in A n i m a l 

F e e d 

GIT gastrointestinální t r ak t 

G R A S ( G e n e r a l l y R e c o g n i z e d As Safe) všeobecně považovány za bezpečné 

IMS imunomagnet ická s e p a r a c e 

LI l inoleát izomeráza 

M H aga r Múller-Hinton aga r 

M I C minimální inhibiční k o n c e n t r a c e 

M R S d e M a n n , R o g o s a a S h a r p e m e d i u m 

Q P S ( Q u a l i f i e d p r e s u m p t i o n o f Sa fe ty ) 

PBS p h o s p h a t e b u f f e r e d sa l i ne 

PCR polymerázová řetězová r eakce 

P ( H E M A - c o - G M A ) poly(hydroxyethylmethylkrylát-co- glycidylmethakrylát) 

RAPD-PCR náhodně amplif ikovaná polymorfní PCR 

Rep-PCR interrepetit ivní PCR 

SDS ( s o d i u m d o d e c y l s u l p h a t e ) dodecylsulfát sodný 

U H T u l t ra-h igh t e m p e r a t u r e 
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Severa l D N A ampl i f i ca t ion-based m e t h o d s were used for iden t i f i c a t i on a n d eva lua t i on of the re l a 
t i on between l a c tobac i l l i i so la ted f r o m breast fed fu l l- term in fant faeces (31 s t ra ins ) , d a i r y p roduc t s 
(5 stra ins) a n d si lage (1 s t ra in ) . Twenty-seven s t ra ins i so la ted f r o m infant faeces were ident i f i ed 
as Lactobacillus rhamnosus (9). Lactobacillus gasseri (6). Lactobacillus paracasei (4). Lactobacillus 
fermentům (4), Lactobacillus salivarius (2), Lactobacillus plantarum (1). a n d Lactobacillus helveii-
cus (1) us ing 10 species-specific po l ymerase cha in react ions ( P C R s ) , m u l t i p l e x P G R for the Lac
tobacillus casei g roup , a n d sequenc ing of 16S r D N A . Fou r s t ra ins were not ident i f i ed . S i x s t ra ins 
i so la ted f r o m d a i r y p r o d u c t s a n d silage were ident i f i ed as Lactobacillus rhamnosus. A repet i t i ve 
ext ragen ic p a l i n d r o m i c po l ymerase cha in reac t ion ( r e p - P C R ) w i t h p r imer (GTG)s a n d a r a n d o m l y 
amp l i f i ed p o l y m o r p h i c D X A po lymerase cha in reac t ion ( R A P D - P C R ) w i t h p r imer M 1 3 were used 
for c o n f i r m a t i o n of species i den t i f i c a t i on . F i nge rp r i n t s were used for eva lua t ion of the relatedness 
of l a c tobac i l l i . Di f ferences between s t ra ins f r om in fant faeces, da i r y p roduc t s , a n d silage were not 
detected, 
(c) 2012 Ins t i tu te of C h e m i s t r y , S lovak A c a d e m y of Sciences 

K e y w o r d s : Lactobacillus, b reas t fed in fants , d a i r y p roduc t s , i den t i f i c a t i on , P G R , f i nge rp r in t i ng 

I n t r o d u c t i o n 

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.. 200G: L i & Nishino,"2011). 

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

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 PGR, 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 a l , 2007; Svec 
et al., 2010). Identification and estimation of the re
latedness of Lactobacillus strains are important for 

^ C o r r e s p o n d i n g au thor , e-mail : xc turkovak-Qfch .vu tbr . cz 
"^Presented at the 5 t h M e e t i n g on C h e m i s t r y & L i f e 2011. B r n o . 14-16 September 2011. 

http://ch.vutbr.cz
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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 a.l., 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 
D N A amplification methods (genus-specific, species-
specific, and multiplex P C R s ) and determination of 
the relatedness of strains using rep-PCR with primer 
( G T G ) 5 and R A P D - P C R with primer M13. These 
techniques were a.lso applied to determine the iden
tity of the strains collected in the Culture Collection 
of Dairy Microorganisms ( C C D M ) . Attention focused 
on the identification of newly isolated strains with po
tentially probiotic properties. 

E x p e r i m e n t a l 

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 R L 1 2 A and R L 1 2 B 
strains, which were isolated from the same child. Five 
strains were isolated from dairy products and one from 
silage ( C C D M strains). A l l strains are part of the Cu l 
ture Collection of Dairy Microorganisms ( C C D M , Ta
bor, Czech Republic). Type and collection strains of 
Lactobacillus were obtained from the Czech Collec
tion of Microorganisms ( C C M , Brno, Czech Repub
lic) and were used as control strains: L. rhamnosus 
C C M 1825 T , L. rhamnosus C C M 7091. L. paracasei 
ssp. paracasei C C M 1753 T , L. paracasei ssp. toler-
ans C C M 7092 T , L. fermentum C C M 7192 T . L. casei 
C C M 4791. L. casei C C M 4798, L. salivarius C C M 
7274, L. plantarum C C M 7039 T , and L. gasseri C C M 
7009 T . Strain L. gasseri K 7 was acquired from Prof. 
1. Rogelj (University of Ljubljana.. Slovenia). 

A l l strains were grown in M R S (de Mann. Ro-
gosa, and Sharpe) medium (Oxoid, London, U K ) , 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. 
gasseri) (anaerobiosis GasPak System. Oxoid, Cam
bridge, U K ) 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 ~ ' 
Tr is -HCl , pH 7.8; 5 m M E D T A . p H 8.0), and re-
suspended in 500 LiL of the same buffer containing 
lysozyme (5 mg m L - 1 ) . After incubation at ambi
ent temperature for 1 h, 12.5 uL of proteinase K 

(10 (tg m L - 1 ) and 5 uL of sodium dodecyl sulphate 
(SDS) (10 % aqueous solution) was added, and the 
mixture was further incubated at 55 °C for 24 h. Bac
terial D N A s were isolated and purified by the phenol 
extraction method according to Sa.mbrook and Rus
sell (2001). Purified D N A was dissolved in 100 uL of 
T E buffer (10 m m o l - 1 Tris, 1 m m o l - 1 E D T A ) and 
stored at 5°C prior to use. The concentrations of the 
isolated D N A were estimated spectrophotometrically 
at 260 nm. The ratio of absorbances A260nm/ î2S0 nm 

was used as a test of nucleic acid purity. A UV-V1S 
NanoPhotometer (Iinplen. München, Germany) was 
used for U V spectrophotometry. Possible degradation 
of the nucleic acids was monitored by gel electrophore
sis (0.8 % agarose) in 0.5 x T B E buffer (45 mmol L - 1 

boric acid, 45 mmol L - 1 Tris-base, 1 mmol L - 1 

E D T A . p H 8.0). Agarose gels were stained in ethid-
ium bromide (0.5 ug m L - 1 ) , and visualised with U V 
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 P C R mixtures 
(25 LIL) were cycled in a Teclme Touchgene Gradient 
Thermocycler (Techne, Cambridge, U K ) . The P C R 
mixture contained 0.5 uL of 10 m M d N T P . 0.5 uL (10 
pmol p L - 1 ) of each primer, 1 LIL of Taq 1.1 polymerase 
(1 U L i L - 1 ) . 2.5 uL of P C R buffer with 1.5 mmol L - 1 

M g 2 + ions, and 1 tiL of D N A ; P C R 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 
mill of the initial dena.turation 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 P C R products (250 bp) were separated 
by electrophoresis in 1.8 % agarose gel at 80 V for 
1.5 h. Agarose gel was visualised with U V transillu
minator. 

Ten species-specific P C R s were used for amplifi
cation of D N A 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 P C R mixtures contained 0.5 LIL of 10 mmol L - 1 

d N T P , 0.5 LiL (10 pmol u L - 1 ) of each primer, 1 u L of 
Taq 1.1 polymerase (1 U L I L - 1 ) , 2.5 LiL of P C R buffer 
with 1.5 mmol L - 1 M g 2 + ions, and 1 LiL of D N A : 
P C R water was added up to a volume of 25 U.L. The 
strains identified using species-specific P C R s into the 
Lactobacillus casei group (L. casei, L. paracasei, L. 
rhamnosus) and control strains were also amplified us
ing multiplex P C R (Sisto et ah, 2009). The P C R mix
tures of multiplex P C R contained 0.5 uL of 10 m m o l - 1  

d N T P , 0.3 uL of primers (10 pmol L I L - 1 for P A R , C A S 
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T a b l e 1 . P r i m e r s o f genus-spec i f i c , spec ies-spec i f i c , a n d m u l t i p l e x P C R s , r e p - P C R , a n d R A P D - P C R 

H y b r i d i s a t i o n 
P C R spec i f i c t o P r i m e r Sequence o f p r i m e r s (5'-3') t e m p e r a t u r e / ° C Re fe rence 

G e n u s Lactobacillus 
L b L M A l r e v 

R.1S-1 
C T C A A A A C T A A A C A A A C T T T C 

O T T G T A C A C A C C G C C C G T C A 55 D u b e r n e t et a l . (2002) 

L. casei/pamcasei 
P r I 

G a s II 
G A G A C T G A A A G T C T G A G G G 

G C G A T G C G A A T T T C T T T T T C 55 W a l t e r et a l . (2000) 

L. paracasei 
Y 2 

P a r a c a s e i 
C C C A C T G O T G C C T C C C G T A G G A G T 

C A C C G A G A T T C A A G A T G G 
58 W a r d & T i m m i n s (1999) 

L. salivarius 
L a c t o R 
L s a l i F 

G T C C A T T C T G G A A G A T T C C C 
C G A A A C T T T C T T A C A C C G A A T G C 

57 B u y n et a l . (2004) 

L. rhamnosus P r I 
R h a II 

G A G A C T G A A A G T C T G A G G G 
G C G A T G C G A A T T T C T A T T A T T 

58 W a l t e r et a l . (2000) 

L. fermentům 
L f p r 

F e r m II 
G C C G C C T A A G G T G G G A C A G A T 

C T G A T C G T A G A T C A G T C A A G 
.V, W a l t e r et a l . (2000) 

L. gasseri G a s I 
G a s II 

G A G T G C G A G A G C A C T A A A G 
C T A T T T C A A G T T G A G T T T C T C T 55 W a l t e r et a l . (2000) 

L. plantarum 
L f p r 

P l a n II 
G C C G C C T A A G G T G G G A C A G A T 
T T A C C T A A C G G T A A A T G C G A 

55 W a l t e r et a l . (2000) 

L. acidophilus 
A c i 16SI 

16SI I 
A G C T G A A C C A A C A G A T T C AC-
A C T A C C A G G G T A T C T A A T C C 58 W a l t e r et a l . (2000) 

L. johnsonii 
Job. 16S I 

16SI I 
G A G C T T G C C T A G A T G A T T T T A 
A C T A C C A G G G T A T C T A A T C C 

57 W a l t e r et a l . (2000) 

Z e a l T G T T T A G T T T T G A G G G G A C G 58 W a l t e r et a l . (2000) 
Z e a l l A T G C G A T G C G A A T T T C T A A A T T 

58 W a l t e r et a l . (2000) 

P A R G A C G G T T A A G A T T G G T G A C 

M u l t i p l e x P C R 
C A S 
R H A 
C P R 

A C T G A A G G C G A C A A G G A 
G C G T C A G G T T G G T G T T G 

C A A N T G G A T N G A A C C T G G C T T T 

54 S i s to et a l . (2009) 

r e p - P C R . ( G T G ) s G T G G T G G T G G T G G T G 15 G e v e r s et a l . (2001) 

R A P D - P C R M 1 3 G A G G G T G G C G G T T C T 11).8 R.ossett i & G i r a f f a (2005) 

16S r D N A 
P O 
P 6 

G A G A G T T T G A T C C T G G O T C A G 
C T A G G G C T A C C T T G T T A C G A SO; 55 ; 5 0 " V e r d e u e l l i et a l . (2009) 

ft) T h e t e m p e r a t u r e p r o g r a m m e is d e s c r i b e d i n S e c t i o n 16S r D N A sequenc i ng . 

and R H A p r i m e r s ) , 0.2 l i L o f 50 p m o l u L " 1 for C P R 
p r i m e r , 0.5 u L of Taq 1.1 p o l y m e r a s e (1 U p X - 1 ) . 
2.5 u L o f P G R buffer w i t h 1.5 m M M g 2 + ions , a n d 
1 p L o f D N A ; P G R wa te r was a d d e d up to a. v o l u m e 
o f 25 p L . T h e p r i m e r c o n c e n t r a t i o n s were o p t i m i s e d . 
T h e a m p l i f i c a t i o n r eac t i ons were c a r r i e d o u t u s i n g the 
f o l l o w i n g cyc l e p a r a m e t e r s : 5 m i n o f the i n i t i a l dena tu-
r a t i o n p e r i o d at 9 4 C G (hot s t a r t ) , 30 s of d e n a t u r a t i o n 
at 94 ° C , 30 s of p r i m e r a n n e a l i n g ( t empe ra tu r e s are 
g i v e n i n T a b l e 1), a n d 60 s of e x t e n s i o n a t 72 °C . T h e 
f i n a l p o l y m e r i s a t i o n s tep was p r o l o n g e d t o 5 m i n . T h e 
s a m p l e s were s u b j e c t e d t o 30 cyc les of a m p l i f i c a t i o n . 
T h e P C R p r o d u c t s (15 p L of each) were s epa ra t ed 
b y e l ec t rophores i s i n 1.5 % agarose ge l at 90 V for 
1.5 h. 

16S rDNA sequencing 

T h e D N A o f t h e se lec ted s t r a i ns was a m p l i f i e d by 
P C R us ing u n i v e r s a l p r i m e r s P 0 a n d P 6 (Ta.ble 1). 
T h e r e a c t i o n m i x t u r e s were c y c l e d t h r o u g h the t e m 
p e r a t u r e p ro f i l e a c c o r d i n g to V e r d e n e l l i et a l . (2009) 
w i t h a m i n o r m o d i f i c a t i o n . A f t e r i n c u b a t i o n at 94 ° C 
for 3 m i n , the f o l l o w i n g pro f i l e was used ; 5 cyc les of 
30 s at 95 °C , 30 s a t 60 °C , a n d 4 m i n a t 7 2 T ! : 5 
cyc les of 30 s at 95°C, 30 s at 55 ° C , a n d 4 m i n at 
72 ° C ; 20 cyc les o f 30 s at 9 5 X 1 , 30 s at 50 °C , a n d 
4 m i n a t 72 °C ; one final cyc le o f 10 m i n a t 72°C 
a n d 10 m i n a t 60 °C . T h e P C R p r o d u c t s were p u 
r i f i ed us i ng a Q I A q u i c k P C R P u r i f i c a t i o n K i t (Q ia-
gen, G e r m a n y ) a n d sequenced b y M i c r o s y n t h (Ba l-
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gach, Switzerland). The identities of the sequences 
were verified using Basic Local Alignment Search Tool, 
B L A S T (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

Genotyping methods - RAPD-PCR and rep-
PCR 

R A P D - P C R was carried out using an M13 primer 
(Table 1). The reaction mixture consisted of 7.5 uL 
of P G R water, 2.5 u.L of 10 x reaction buffer without 
M g C l 2 . 5 uL of 25 m m o l " 1 M g C l 2 . 0.5 tiL of D M S O . 
1 uL of d N T P mix (10 mmol L - 1 ) . 2 uL of primer 
M13 (10 pmol u L " 1 ) . 1.5 uL of Taq 1.1 D X A poly
merase (5 U u L - 1 ) . and 5 uL of bacterial D N A (10 
ng u L - 1 ) . The amplification reaction was carried out 
using the following cycle parameters: 5 mi l l of the ini
t ia l denaturation period at 94°C (hot start), 1 min of 
denaturatiou 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)s primer 
(Table 1). The reaction mixture consisted of 8 uL 
of P G R water, 2.5 uL of 10 x reaction buffer with
out M g C l 2 , 5 [xL of M g C l 2 , 0.5 uL of D M S O . 1 uL 
of d N T P mix (10 m m o D 1 ) , 2 pL of primer ( G T G ) 5 

(10 pmol u L - 1 ) , 1 uX of Taq 1.1 D N A polymerase 
(5 U u L - 1 ) . and 5 |rL of bacterial D N A . The am
plification reaction was carried out using the follow
ing cycle parameters: 5 min of the init ial denatura.-
tion period at 94°C (hot 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 R A P D - P C R were anal
ysed by agarose gel electrophoresis (1.4 %) in "0 .5x" 
T B E (4.5 mmol L ~ L boric acid, 45 mmol L _ 1 Tris-
base, 1 mmol L 1 E D T A . p H 8.0) buffer at 40 V for 
16 h (gel length was 30 cm). 

The similarities of R A P D - P C R and rep-PCR 
banding patterns were calculated using the Pearson 
correlation coefficients. BioNumerics software (Ap
plied Maths, Kortr i jk , Belgium) was used to con
struct dendrograms based on U P G M A analysis. A 
D N A marker lOObp ladder supplemented with l in
earised plasmid pUC19 (2686 bp) was used for gel 
electrophoresis. 

Resul t s and discussion 

The 31 R L strains from infant faeces, 5 C C D M 
strains from dairy products. 1 C C D M strain from 
silage and 11 type and collection strains were identified 
using genus-specific P C R as the Lactobacillus genus. 
Subsequently, the 10 species-specific P C R s were used 
to identify the Lactobacillus species of the strains 
tested. The R L strains isolated from infant faeces were 

identified as 6 species: L. rhamnosus (9 strains), L. 
gasseri (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 P C R (Table 2). One specific P C R product 
for strains of L. rhamnosus (540 bp) and two specific 
PCJR products of strains of L. paracasei (540 bp and 
200 bp) were detected. Strain RL20 was identified as 
L. helveticus using 16S r D N A sequencing and 4 strains 
were not identified (Table 2). The C C D M strains iso
lated from dairy products and silage were identified as 
L. rhamnosus (6 strains). 

The lactobacilli isolated from full-term breastfed 
babies were classified into 7 Lactobacillus species. A l l 
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; M i t -
sou et al., 2008; Stsepetova et al . . 2011). Wal l 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, Wal l et a.l. (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 R L 6 , R L 7 , RL27 , and 
RL28 strains did not succeed, either by using species-
specific P C R s or by sequencing the gene for 16S r R N A 
(Table 2). The 4 unidentified strains were classified ac
cording to B L A S T into L. vaginalis/panis/frumenti/ 
pontisjoris/ aniri-related species. It was confirmed 
that the sequencing of the 16S r R N A 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 16S-23S r R N A 
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 P C R . Mult iplex P C R 
confirmed species identification of all these strains 
with the exception of the collection strains L. casei 
C C M 4798 and L. casei C C M 4791. These strains were 
identified as L. paracasei using both species-specific 
P C R and multiplex P C R . 

Genotyping methods such as rep-PCR and R A P D -
P C R were used to confirm species identification 
(polyphasic approach) and to evaluate genetic vari-
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T a b l e 2 . Iden t i f i c a t i on , o f Lactobacillus s t r a i n s u s i n g spec ies-spec i f i c P C R s , m u l t i p l e x P C R , a n d r e p - P C R . + R A P D - P C R 

Lactobacillus s t r a i n Sou r ce Spec ies-spec i f i c P C R M u l t i p l e x P C R r e p - P C R - | - R A P D - P C R r t 

R L 1 In fan t faeces L. rhainnosus L. rhainnosus L. rhamnosus 
UL'2 I n f an t faeces L. gasseri N P L. gasseri 
R L 3 In fan t faeces L. rhainnosus L. rhamnosus L. rhamnosus 
Kl. 1 In fan t faeces L. paracasei L paracasei L. paracasei 
R.L5 In fan t faeces L. gasseri N P L. gasseri 
R L 6 & I n f an t faeces N D N P L. gasseri 
R . L 7 b I n f an t faeces N D N P N D 
R X 8 In fan t faeces L. gasseri N P L. gasseri 
0 L 9 In fan t faeces L. rhamnosus L. rhamnosus L. rhamnosus 
R L 1 0 In fan t faeces L- paracasei L paracasei L. paracasei 
R L 1 1 In fan t faeces L. rhamnosus L. rhamnosus L. rhamnosus 
R L 1 2 A In fan t faeces L. fermentwn N P L. fermentumc 

R L 1 2 B In fan t faeces L. fermentům N P L. fermentumc 

R.L13 In fan t faeces L. gasseri N P L. gasseri 
R L 1 4 In fan t faeces L. rhamnosus L. rhamnosus L. rhamnosus 
R L 1 5 In fan t faeces L. salivarius N P L. gasseri 
R L 1 6 In fan t faeces L. salivarius N P L. salivarius 
R L 1 7 In fan t faeces L. rhamnosus L. rhamnosus L. rhamnosus 
R L 1 S In fan t faeces L. rhamnosus L. rhamnosus L. rhamnosus 
R L 1 9 In fan t faeces L, paracasei L paracasei L. paracasei 
R L 2 0 In fan t faeces N D N P L. rham?iosuse 

R.L21 In fan t faeces L. paracasei L paracasei L. paracasei 
R L 2 2 In fan t faeces L. gasseri N P L. gasseri 
R L 2 3 In fan t faeces L. fermentům N P L. fermentumc 

R L 2 4 In fan t faeces L. gasseri N P L. gasseri 
R L 2 5 In fan t faeces L. fermentům N P L. fermentům 
R L 2 6 In fan t faeces L. plantarum N P L. plantarum11 

R L 2 7 b I n f an t faeces N D N P N D 
R . L 2 8 6 I n f an t faeces N D N P N D 
R.L29 In fan t faeces L. rhamnosus L. rhamnosus L. rhamnosus 
R.L30 Infant faeces L. rhamnosus L, rhamnosus L. rhamnosus 
C C D M 8 3 / 0 0 D a i r y p r o d u c t L. rhamnosus L, rhamnosus L. rhamnosus 
C C D M 148/00 D a i r y p r o d u c t L. rhamnosus L. rhamnosus L. rhamnosus 
C C D M 154/02 D a i r y p r o d u c t L. rhamnosus L. rhamnosus L. rhamnosus 
C C D M 158/00 S i l age L. rhamnosus L. rhamnosus L. rhamnosus 
C C D M 8 2 1 / 0 0 D a i r y p r o d u c t L. rhamnosus L. rhamnosus L. rhamnosus 
C C D M 9 6 3 / 0 0 D a i r y p r o d u c t L. rhamnosus L. rhamnosus L. rhamnosus 

a) 76 % s i m i l a r i t y l e ve l ; b) spec ies i d e n t i f i c a t i o n u s i n g 16S r D N A s e q u e n c i n g as L. vaginalis/panis/ frumenti/pontis/oris/antri; c) 
65 % s i m i l a r i t y l eve l ; d) 70 % s i m i l a r i t y l e ve l ; e) spec ies i d e n t i f i c a t i o n u s i n g 1<3S r D N A s e q u e n c i n g as L. helveticus; N D = not 
d e t e r m i n e d ; N P = not p e r f o r m e d . 

ability and relatedness between the strains. R e p - P C R 
with primer ( G T G ) 5 and R A P D - P C R 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 R A P D - P C R fingerprint profiles were 
relatively heterogenic. This variability can be useful 
for intraspecies differentiation in strains of Lactobacil
lus species, for example L. rhamnosus (see F ig . 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 r e p - P C R (results not 
shown). 

W i t h regard to the above results, r e p - P C R finger
print profiles were used for confirmation of species 
identification and determination of relatedness be
tween strains. The results of fingerprinting using rep-
P C R wi th (GTG)g primer are given in F i g . 2. The 

strains were clustered in 8 groups at a similarity level 
of 75 %. Strains of L. fermentum were clustered in 
group I (RL25, R L 2 3 , R L 1 2 B . and C O M 7192 T) and 
group II ( R L 1 2 A ) . The strains clustered in groups I 
and II were identified using species-specific P C R as 
L. fermentum. The strains form a single group at a 
similarity level of 60 %. Three strains of L. gasseri 
formed group III (RL13, R L 8 . and R L 2 ) . The re
maining L. gasseri strains (RL22, RL24 , and R L 5 ) . 
L. gasseri K 7 , and L. gasseri C C M 7009 T were clus
tered together with all L. rhamnosus strains in group 
V. Three strains, namely R L 6 (unidentified), RL20 
(identified using 16S r D N A sequencing as L. helveti-
cus), and R L 1 6 (L. salivarius) were also clustered in 
group V . L. •paracasei strains formed group I V (RL21, 
R L 4 . R L 1 9 . RL10 . C C M 1753 T

; C C M 7092 T , L. casei 
C C M 4791, and L. casei C C M 4798), L. plantarum 
group V I (RL26 and C C M 7039 T ) . and L. salivarius 
group VI I (RL15 and C C M 7274). Strains R L 2 7 , R L 7 , 
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RAPD-PCR RAPD-PCR 

o o o o o o o m o o 
T- CO t - co CD 

Lactobacillus 
Lactobacillus 
Lactobacillus 
Lactobacillus 
Lactobacillus 
Lactobacillus 
Lactobacillus 
Lactobacillus 
Lactobacillus 
Lactobacillus 
Lactobacillus 
Lactobacillus 
Lactobacillus 
Lactobacillus 
Lactobacillus 
Lactobacillus 
Lactobacillus 

rhamnosus 
rhamnosus 

RL11 
CCDM 158/00 
CCDM 148/00 
CCDM 154/02 
RL1 
RL3 
RL9 
RL29 
RL30 

CCDM 821/00 
CCDM 963/00 
RL14 
RL17 
RL18 
CCM 1825T 
CCM 7091 
CCDM 83/00 

F i g . 1. D e n d r o g r a m g e n e r a t e d f r o m R A P D - P C R p a t t e r n s u s i n g U P G M A a n a l y s i s a n d P e a r s o n ' s c o r r e l a t i o n coe f f i c i en t , D N A s o f 
the 17 s t r a i n s o f Lactobacillus rhamnosus spec ies were a m p l i f i e d fo r c r e a t i n g f i n g e r p r i n t p ro f i l e s . 

and R L 2 8 (all unidentified) were clustered in group 
VIII . 

The best results of species discrimination were 
achieved by a combination of r ep -PCR with (GTG)r> 
and R A P D - P C R profiles using M13 primer (Fig. 3). 
The strains were clustered according to species wi th 
the type and collection strains into 10 groups at a 
similarity level of 76 %, wi th some exceptions. L. 
rhamnosus strains formed a single group III (with the 
exception of R L 2 0 strain identified using 1GS r D N A 
sequencing as L. helveticus). Strains of L. salivar-
ius (RL16 and C C M 7274) and L. paracasei (RL4 . 
R L 2 1 . R L 1 9 . R L 1 0 . C C M 7092 T . C C M 1735 T . L. 
casei C C M 4791, and L. casei C C M 4798) formed 
species-specific groups II and IV . respectively. L. 
gasseri strains (RL22. R L 2 4 . R L 5 . R L 2 , R L 1 3 . R L 
8. C C M 7009 T . and K7) were clustered into a sin
gle group (I) wi th the exception of R L 6 (uniden
tified) and RL15 (L. salivarius) strains. Strains of 
L. plantarum (RL26 and C C M 7039 T ) formed one 
group at a similarity level of 70 % but two groups 
(V and VI) at a similarity level of 76 %. Strains of 
L. fermentům were divided into three groups: V I I 
(RL25. R L 2 3 . and C C M 7192 T ) . VI I I ( R L 1 2 A ) . and 
I X (RL12B) at a similarity level of 76 %. Groups 
V I I , VI I I . and I X formed one cluster at a similar
ity level of 65 % (Table 2). The remaining strains 

R L 7 . R L 2 7 . and R L 2 8 (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 R L 1 1 (isolated from fae
cal samples) and C C D M 158/00 (isolated from silage) 
were very similar (similarity level exceeding 95 %). 
The fingerprint profiles of L. rhamnosus R L 1 4 and 
R L 1 7 (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 sti l l unclear 
(Desai et al. . 2006). Many strains have very similar 
physiological properties and nutritional requirements. 
In this study, the collection strains L. casei C C M 4798 
and L. casei C C M 4791 formed one cluster with all 
L. paracasei strains in r ep -PCR fingerprint profiles 
and R A P D - P C R ones and should be classified as L. 
paracasei. The results from species-specific P C R s and 
multiplex P C R were confirmed by fingerprinting. The 
problems in the taxonomy of L. casei and L. paracasei 
strains and their type strain L. casei ssp. casei C C M 
7088 T (= A T C C 393 T ) have long been known and the 
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r«p-PCR rcp-PCR 

o o 
o o o o o o o o o 

o o o m o o o o o o 
CO i - CO *- CO C£> "T CO ÍN 

i 
i 

II I Mlbé l 
i i I I T I 

l i 

l i l i II 
j- n i i i i i n 

-V- IIIII III III III II 
IIIIIII III1 

i 
_ 

tli 11 
I n 

ii in ni 
ii in i 
i in i i i i i i i i 

lim ni i i 
II II III 

i ni ii ii 

Lactobacil 

Lactobacil 

Lacfobaci 

Lactobad 

Lactobad 

Lactobacil 

Lactobad 

Lactobacil 

Lactobaci 

Lactobad 

Lactobad 

Lactobad 

Lactobaci 

Lactobaci 

Lactobacil 

Lactobaci 

Lactobad 

Lactobad 

Lactobad 

Lactobadl 

Lactobadl 

Lactobacil 

Lactobad 

Lactobadl 

Lactobadl 

Lactobad 

Lactobad 

Lactobad 

Lactobad 

Lactobad 

Lactobad 

Lactobad 

Lactobaci 

Lactobadl 

Lactobad 

Lactobaci 

Lactobacil 

Lactobacil 

Lactobadl 

Lactobad 

Lactobaci 

Lactobadl 

Lactobacil 

Lactobadl 

Lactobadl 

Lactobaci 

Lactobaci 

Lactobaci 

us fermentům 

us paracasei ssp paracasei 

casei 

paracasei ssp. tolerans 

us rhamnosus 

us rhamnosus 

gassen 

gasseri 

plantarum 

salivarius 

RL25 

RL23 

RL12B 

CCM7192T 

RL12A 

RL13 

RL8 

RL2 

RL21 

CCM 1753T 

RL4 

RL19 

CCM 4798 

RL10 

CCM 4791 

CCM 7092T 

RL30 

CCM 7091 

RL14 

RL17 

RL29 

CCM 1825T 

CCDM 963/00 

RL18 

CCDM 83/00 

RL11 

CCDM 158/00 

RL1 

CCDM 148/00 

CCDM 154/02 

CCDM 821/00 

RL3 

RL9 

RL6 

RL20 

RL16 

RL22 

RL24 

RL5 

CCM 7009T 

K7 
RL26 

CCM 7039T 

CCM 7274 

RL15 

RL27 

RL7 

RL28 

D 

ni 

IV 

v 

VI 

vn 

vm 

F i g . 2. D e n d r o g r a m g e n e r a t e d f r o m r e p - P C R p a t t e r n s ( ( G T G ) s ) u s i n g U P G M A a n a l y s i s a n d P e a r s o n ' s c o r r e l a t i o n coe f f i c i en t . 
D N A s of t he c o l l e c t i o n a n d t y p e s t r a i n s a n d s t r a i n s f r o m faeces, d a i r y p r o d u c t s , a n d s i l age were a m p l i f i e d fo r c r e a t i n g 
f i n g e r p r i n t pro f i l e s . 
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combination 

CO CO 

RAPO-PCR 

o o o o o o o o o o o o m o o o o 

rep-PCR 

o o o o o o o o o o m o o o o o 
CO T- CO CO CO CM T-

t 

mni! li 

r-l 1 1 1 

Ln nu 

um ii 
lllll 

i líni 
mi 
i i i 

ii n ii ii 
[i i um 

i ii i 
i i i 

I IIII!Ml 

í 
II 

III 
lí " 
III I 
III 

lili INI II 
ili 'i 

lllll 
IN I 
I í 

I I 

i ni in nu 
mimin 

i i 

i» 
i ii 
ii i 
i 

l i l i u . 

mni n ii 

Lactobacillus RL22 

Lactobacillus gasseri CCM7009T 

Lactobacillus RL24 

Lactobacillus RL5 

Lactobacillus RL2 

Lactobacillus RL15 

Lactobacillus RL6 

Lactobacillus RL13 

Lactobacillus RL8 

Lactobacillus gasseri K7 

Lactobacillus salivarius CCM 7274 

Lactobacillus RL16 

Lactobacillus RL11 

Lactobacillus CCDM148/00 

Lactobacillus RL1 

Lactobacillus RL3 

Lactobacillus RL9 

Lactobacillus RL30 

Lactobacillus CCDM 821/00 

Lactobacillus CCDM 154/02 

Lactobacillus CCDM 158/00 

Lactobacillus CCDM 963/00 

Lactobacillus RL29 

Lactobacillus RL20 

Lactobacillus rhamnosus CCM 1825T 

Lactobacillus rhamnosus CCM 7091 

Lactobacillus RL14 

Lactobacillus RL17 

Lactobacillus RL18 

Lactobacillus CCDM 83/00 

Lactobacillus RL4 

Lactobacillus RL21 

Lactobacillus RL19 

Lactobacillus casei CCM 4798 

Lactobacillus RL10 

Lactobacillus casei CCM 4791 

Lactobacillus paracasei ssp tolerans CCM 7092T 

Lactobacillus paracasei ssp paracasei CCM 1753T 

Lactobacillus plantarum CCM7039T 

Lactobacillus RL26 

Lactobacillus RL25 

Lactobacillus RL23 

Lactobacillus fermentům CCM7192T 

Lactobacillus RL12A 

Lactobacillus RL12B 

Lactobacillus RL27 

Lactobacillus RL7 

Lactobacillus RL28 

III 

IY 

V 
VI 

vn 
vni 

In 
! x 

F i g . 3 . D e n d r o g r a m g e n e r a t e d f r o m r e p - P C R ( ( G T G ) 5 ) a n d R A P D - P C R ( M 1 3 ) p a t t e r n s u s i n g U P G M A a n a l y s i s a n d P e a r s o n ' s 
c o r r e l a t i o n coe f f i c i en t . D N A s o f t h e c o l l e c t i o n a n d t y p e s t r a i n s a n d s t r a i n s f r o m faeces, d a i r y p r o d u c t s , a n d s i l age a m p l i f i e d 
for fingerprint p r o f i l i n g . 
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taxonomic status of this species remains unclear (Del-

laglioet al., 1991, 2002; Dicks et al., 1996: Kle in , 2007: 

Svec et al. . 2010). 

Conclus ions 

In total, 37 strains of the Lactobacillus genus were 

analysed using different D N A 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)s primer proved more reliable for the iden

tification of Lactobacillus species: R A P D - P C R 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 

- r ep -PCR and R A P D - P C R - enabled a more precise 

species identification at the same similarity level than 

rep -PCR alone. 
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Příloha 2 

Mnohonásobné přiložení sekvencí pro gassericin K7A a acidocin LF221A s využití DNA RL2 

Multiple sequence alignment - gassericin K7A a sekvence produktu PCR získaného s příměry 
GasA_lF/R a DNA kmene RL2 

g a s s e r i c i n K 7 A A G C C A G T T T C T G T A G G A A C A G G T G C A C T A A T C G G T G C A A G T G C T G G T G C A A T T G G C G G A T 3 6 0 
R L 2 G A C A G G T G C A C T A A T C G G T G C A A G T G C T G G T G C A A T T G G C G G A T 4 4 

_ * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 

g a s s e r i c i n K 7 A C A G T A C A A T G T G T G G G C T G G T T A G C T G G A G G T G G A A G A T A A T G A T C G A A A A A G T T T C T A A 4 2 0 
R L 2 C A G T A C A A T G T G T G G G C T G G A A 6 6 

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 

Multiple sequence alignment - acidocin LF221A a sekvence PCR produktu získaného s primery 
GasA_lF/R a DNA kmene RL2 

a c i d o c i n L F 2 2 1 A G A T C C T T T T T T G G T C A G C C A G T T T C T G T A G G A A C A G G T G C A C T A A T C G G T G C A A G T G C T G 6 0 
R L 2 G A C A G G T G C A C T A A T C G G T G C A A G T G C T G 2 9 

_ * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 

a c i d o c i n L F 2 2 1 A G T G C A A T T G G C G G A T C A G T A C A A T G T G T G G G C T G G T T A G C T G G A G G T G G A A G A T A A T G A T 1 2 0 
R L 2 G T G C A A T T G G C G G A T C A G T A C A A T G T G T G G G C T G G A A 6 6 

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * **** 

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

g a s s e r i c i n K 7 A A T G T G G T A A A G G T G C A G T A A T G G A A A T A T A T T T C G G G A A T C C C A T A T T A G G G T G C G C T A A 5 4 0 
R L 2 A T A T T A G G G T G C G C T A A 1 7 

* * * * * * * * * * * * * * * * * 

g a s s e r i c i n K 7 A C G G A G C T G C A A C A T C A T T G G T T C T A C A A A C T G C T A G T G G A A T A T A T A A A A A T T A T C A A A A 6 0 0 
R L 2 C G G A G C T G C A A C A T C A T T G G T T C T A C A A A C T G C T A G T G G A A T 5 9 

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 

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

a c i d o c i n L F 2 2 1 A T A G T G T T G C A G G A T C A T G T G G T A A A G G T G C A G T A A T G G A A A T A T A T T T C G G G A A T C C C A T 2 4 0 
R L 2 A T 2 

** 

a c i d o c i n L F 2 2 1 A A T T A G G G T G C G C T A A C G G A G C T G C A A C A T C A T T G G T T C T A C A A A C T G C T A G T G G A A T A T A 3 0 0 
R L 2 A T T A G G G T G C G C T A A C G G A G C T G C A A C A T C A T T G G T T C T A C A A A C T G C T A G T G G A A T 5 9 

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 
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Multiple sequence alignment - gassericin K7A a sekvence PCR produktu získaného s příměry 
GasA_3F/R a DNA kmene RL2 

g a s s e r i c i n K 7 A A A T T A T C A C C A A T A T A G T A G C T C T A A T A C A G A C A C T A T T A C A T A A G A A A A A T G A A A A A T A 7 2 0 
R L 2 T A 2 

* * 

g a s s e r i c i n K 7 A T T A T T T T G A T A A A T C T T T T G G A G C C T A T G C A G G T A A A A A T A A T C C A A A A T A T C T G T T T A A 7 8 0 
R L 2 T T A T T T T G A T A A A T C T T T T G G A G C C T A T G C A G G T A A A A A T A A T C C A A A A T A T A 5 5 

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * _ 

g a s s e r i c i n K 7 A T A A T G T T G A A C A T C A T G A T T T T T T C C A T G T A T T T T A T C A G T A T T T T A T T T G C T C A T A T A T 8 4 0 
R L 2 G T C G 5 9 

* * m * 

Multiple sequence alignment - acidocin LF221A a sekvence PCR produktu získaného s primery 
GasA_3F/R a DNA kmene RL2 

a c i d o c i n L F 2 2 1 A G A A A A A T G A A A A A T A T T A T T T T G A T A A A T C T T T T G G A G C C T A T G C A G G T A A A A A T A A T C C 4 8 0 
R L 2 T A T T A T T T T G A T A A A T C T T T T G G A G C C T A T G C A G G T A A A A A T A A T C C 4 7 

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 

a c i d o c i n L F 2 2 1 A A A A A T A T C T G T T T A A T A A T G T T G A A C A T C A T G A T T T T T T C C A T G T A T T T T A T C A G T A T T T 5 4 0 
R L 2 A A A A T A T A G T C G 5 9 

* * * * * * * ** * 

Mnohonásobné přiložení sekvencí pro gassericin K7B s využitím DNA RL2, RL2-P a RL22-P 

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

g a s s e r i c i n K 7 B T A A G A A A T G T A A T G G G T G G A A A C A A G T G G G G G A A T G C T G T A A T A G G A G C T G C T A C G G G A G 2 7 0 0 
R L 2 A T A G G A G C T G C T A C G G G A G 1 9 

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * 

g a s s e r i c i n K 7 B C T A C T C G C G G A G T A A G T T G G T G C A G A G G A T T C G G A C C A T G G G G A A T G A C T G C C T G T G C G T 2 7 6 0 
R L 2 C T A C T C G C G G A G T A A G T T G G T G C A G A G G A T T C G G 5 3 

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 

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

g a s s e r i c i n K 7 B C A A A T T A T A A A G A T G G A A T A G A A T T T T G G G T T T A T T T C G T A C T A A T T T T G G C C A T A T C G T 3 1 2 0 
R L 2 G A A T T T T G G G T T T A T T T C G T A C T A A T T T T G G C C A T A T C G T 4 0 

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 

g a s s e r i c i n K 7 B T T G T A A T A G G A A A A A T A T T A A A A A G A A T C A T A A G A A A G T A A T A A T A A A A C T G A A A G T A C T 3 1 8 0 
R L 2 T T G T A A T A G G A A C 5 3 

* * * * * * * * * * * * 
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Multiple sequence olignment - gassericin K7B a sekvence PCR produktu 
GasB_4F/R a DNA kmene RL2-P 

získaného s příměry 

g a s s e r i c i n K 7 B T A A G A A A T G T A A T G G G T G G A A A C A A G T G G G G G A A T G C T G T A A T A G G A G C T G C T A C G G G A G 2 7 0 0 
R L 2 - P T G C T A C G G G A G 1 1 

* * * * * * * * * * * 

g a s s e r i c i n K 7 B C T A C T C G C G G A G T A A G T T G G T G C A G A G G A T T C G G A C C A T G G G G A A T G A C T G C C T G T G C G T 2 7 6 0 
R L 2 - P C T A C T C G C G G A G T A A G T T G G T G C A G A G G A T T C G 4 4 

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 

Multiple sequence olignment - gassericin K7B o sekvence PCR produktu získaného s primery 
GasB_5F/R a DNA kmene RL2-P 

g a s s e r i c i n K 7 B C A A A T T A T A A A G A T G G A A T A G A A T T T T G G G T T T A T T T C G T A C T A A T T T T G G C C A T A T C G T 3 1 2 0 
R L 2 - P A G A T G G A A T A G A A T T T T G G G T T T A T T T C G T A C T A A T T T T G G C C A T A T C G T 5 0 

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 

g a s s e r i c i n K 7 B T T G T A A T A G G A A A A A T A T T A A A A A G A A T C A T A A G A A A G T A A T A A T A A A A C T G A A A G T A C T 3 1 8 0 
R L 2 - P T T G T A A 5 6 

****** 

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

g a s s e r i c i n K 7 B T A A G A A A T G T A A T G G G T G G A A A C A A G T G G G G G A A T G C T G T A A T A G G A G C T G C T A C G G G A G 2 7 0 0 
R L 2 2 - P A G G A G C T G C T A C G G G A G 1 9 

* * * * * * * * * * * * * * * * * 

g a s s e r i c i n K 7 B C T A C T C G C G G A G T A A G T T G G T G C A G A G G A T T C G G A C C A T G G G G A A T G A C T G C C T G T G C G T 2 7 6 0 
R L 2 2 - P C T A C T C G C G G A G T A A G T T G G T G C A G A G G A T T C G G 5 3 

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 

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

g a s s e r i c i n K 7 B C A A A T T A T A A A G A T G G A A T A G A A T T T T G G G T T T A T T T C G T A C T A A T T T T G G C C A T A T C G T 3 1 2 0 
R L 2 2 - P T G G A A T A G A A T T T T G G G T T T A T T T C G T A C T A A T T T T G G C C A T A T C G T 5 0 

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 

g a s s e r i c i n K 7 B T T G T A A T A G G A A A A A T A T T A A A A A G A A T C A T A A G A A A G T A A T A A T A A A A C T G A A A G T A C T 3 1 8 0 
R L 2 2 - P T T G T A A 5 6 

* * * * * * 

Mnohonásobné přiložení sekvencí pro acidocin LF221B s využitím DNA RL2, RL2-P a RL22-P 

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

a c i d o c i n L F 2 2 1 B A A A T G T A A T G G G T G G A A A C A A G T G G G G G A A T G C T G T A A T A G G A G C T G C T A C G G G A G C T A C 1 2 0 0 
R L 2 A T A G G A G C T G C T A C G G G A G C T A C 2 3 

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 

a c i d o c i n L F 2 2 1 B T C G C G G A G T A A G T T G G T G C A G A G G A T T C G G A C C A T G G G G A A T G A C T G C C T G T G C G T T A G G 1 2 6 0 
R L 2 T C G C G G A G T A A G T T G G T G C A G A G G A T T C G G 5 3 

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 
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Multiple sequence alignment - acidocin LF221B a sekvence PCR produktu získaného s příměry 
GasB_5F/R a DNA kmene RL2 

a c i d o c i n L F 2 2 1 B T T A T A A A G A T G G A A T A G A A T T T T G G G T T T A T T T C G T A C T A A T T T T G G C C A T A T C G T T T G T 1 6 2 0 
R L 2 G A A T T T T G G G T T T A T T T C G T A C T A A T T T T G G C C A T A T C G T T T G T 4 4 

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 

a c i d o c i n L F 2 2 1 B A A T A G G A A A A A T A T T A A A A A G A A T C A T A A G A A A G T A A T A A T A A A A C T G A A A G T A C T A A A T 1 6 8 0 
R L 2 A A T A G G A A C 5 3 

* * * * * * * * 

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

a c i d o c i n L F 2 2 1 B A A A T G T A A T G G G T G G A A A C A A G T G G G G G A A T G C T G T A A T A G G A G C T G C T A C G G G A G C T A C 1 2 0 0 
R L 2 - P T G C T A C G G G A G C T A C 1 5 

* * * * * * * * * * * * * * * 

a c i d o c i n L F 2 2 1 B T C G C G G A G T A A G T T G G T G C A G A G G A T T C G G A C C A T G G G G A A T G A C T G C C T G T G C G T T A G G 1 2 6 0 
R L 2 - P T C G C G G A G T A A G T T G G T G C A G A G G A T T C G 4 4 

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 

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

a c i d o c i n L F 2 2 1 B T T A T A A A G A T G G A A T A G A A T T T T G G G T T T A T T T C G T A C T A A T T T T G G C C A T A T C G T T T G T 1 6 2 0 
R L 2 - P A G A T G G A A T A G A A T T T T G G G T T T A T T T C G T A C T A A T T T T G G C C A T A T C G T T T G T 5 4 

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 

a c i d o c i n L F 2 2 1 B A A T A G G A A A A A T A T T A A A A A G A A T C A T A A G A A A G T A A T A A T A A A A C T G A A A G T A C T A A A T 1 6 8 0 
R L 2 - P A A 5 6 

** 

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

a c i d o c i n L F 2 2 1 B A A A T G T A A T G G G T G G A A A C A A G T G G G G G A A T G C T G T A A T A G G A G C T G C T A C G G G A G C T A C 1 2 0 0 
R L 2 2 - P A G G A G C T G C T A C G G G A G C T A C 2 1 

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 

a c i d o c i n L F 2 2 1 B T C G C G G A G T A A G T T G G T G C A G A G G A T T C G G A C C A T G G G G A A T G A C T G C C T G T G C G T T A G G 1 2 6 0 
R L 2 2 - P T C G C G G A G T A A G T T G G T G C A G A G G A T T C G G 5 1 

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 

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

a c i d o c i n L F 2 2 1 B T T A T A A A G A T G G A A T A G A A T T T T G G G T T T A T T T C G T A C T A A T T T T G G C C A T A T C G T T T G T 1 6 2 0 
R L 2 2 - P T G G A A T A G A A T T T T G G G T T T A T T T C G T A C T A A T T T T G G C C A T A T C G T T T G T 5 1 

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 

a c i d o c i n L F 2 2 1 B A A T A G G A A A A A T A T T A A A A A G A A T C A T A A G A A A G T A A T A A T A A A A C T G A A A G T A C T A A A T 1 6 8 0 
R L 2 2 - P A A 5 3 

** 

134 



Mnohonásobné přiložení sekvencí pro gassericin T s využitím DNA RL2, RL2-P a RL22-P 

Multiple sequence alignment - gassericin T a sekvence PCR produktu získaného s primery 
GasB_4F/R a DNA kmene RL2 

g a s s e r i c i n T C T G T A A T A G G A G C T G C T A C G G G A G C T A C T C G C G G A G T A A G T T G G T G C A G A G G A T T C G G A C 2 3 4 0 
R L 2 A T A G G A G C T G C T A C G G G A G C T A C T C G C G G A G T A A G T T G G T G C A G A G G A T T C G G — 5 3 

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 

Multiple sequence alignment - gassericin T a sekvence PCR produktu získaného s primery 
GasB_5F/R a DNA kmene RL2 

g a s s e r i c i n T T T G A A G T T A A A T T A T A T A A T T C A A C A A A T T A T A A A G A T G G A A T A G A A T T T T G G G T T T A T T 2 7 0 0 
R L 2 G A A T T T T G G G T T T A T T 1 6 

* * * * * * * * * * * * * * * * 

g a s s e r i c i n T T C G T A C T A A T T T T G G C C A T A T C G T T T G T A A T A G G A A A A A T A T T A A A A A G A A T C A T A A G A A 2 7 6 0 
R L 2 T C G T A C T A A T T T T G G C C A T A T C G T T T G T A A T A G G A A C 5 3 

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 

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

g a s s e r i c i n T C T G T A A T A G G A G C T G C T A C G G G A G C T A C T C G C G G A G T A A G T T G G T G C A G A G G A T T C G G A C 2 3 4 0 
R L 2 - P T G C T A C G G G A G C T A C T C G C G G A G T A A G T T G G T G C A G A G G A T T C G 4 4 

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 

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

g a s s e r i c i n T T T G A A G T T A A A T T A T A T A A T T C A A C A A A T T A T A A A G A T G G A A T A G A A T T T T G G G T T T A T T 2 7 0 0 
R L 2 - P A G A T G G A A T A G A A T T T T G G G T T T A T T 2 6 

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 

g a s s e r i c i n T T C G T A C T A A T T T T G G C C A T A T C G T T T G T A A T A G G A A A A A T A T T A A A A A G A A T C A T A A G A A 2 7 6 0 
R L 2 - P T C G T A C T A A T T T T G G C C A T A T C G T T T G T A A 5 6 

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 

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

g a s s e r i c i n T C T G T A A T A G G A G C T G C T A C G G G A G C T A C T C G C G G A G T A A G T T G G T G C A G A G G A T T C G G A C 2 3 4 0 
R L 2 2 - P A G G A G C T G C T A C G G G A G C T A C T C G C G G A G T A A G T T G G T G C A G A G G A T T C G G — 5 1 

*************************************************** 

1 3 5 



Multiple sequence olignment - gassericin T o sekvence PCR produktu získaného s příměry 
GasB_5F/R a DNA kmene RL22-P 

g a s s e r i c i n T T T G Í A G T T Í A A T T A T A T Í A T T C Í A C Í A A T T A T Í L A A G A T G G Í A T A G Í A T T T T G G G T T T A T T 2 7 0 0 
R L 2 2 - P T G G A A T A G A A T T T T G G G T T T A T T 2 3 

*********************** 

g a s s e r i c i n T T C G T A C T A A T T T T G G C C A T A T C G T T T G T A A T A G G A A A A A T A T T A A A A A G A A T C A T A A G A A 2 7 6 0 
R L 2 2 - P T C G T A C T A A T T T T G G C C A T A T C G T T T G T A A 5 3 

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 
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Abstract Lactobacillus gasseri K 7 is a p r o b i o t i c s t r a in that 
p r o d u c e s b a c t e r i o c i n s g a s s e r i c i n K 7 A a n d K 7 B. I n o r d e r to 
d e v e l o p a r ea l - t ime q u a n t i t a t i v e P C R assay f o r the de t e c t i on 
o f L. gasseri K 7 , IS r e f e r e n c e s t r a i ns o f t he Lactobacillus 

acidophilus g r o u p a n d 4 5 f a e c a l s a m p l e s o f adu l t s w h o h a v e 
n e v e r c o n s u m e d s t r a i n K 7 w e r e tes ted w i t h P C R u s i n g 14 
p a i r s o f p r i m e r s s p e c i f i c f o r g a s s e r i c i n K 7 A a n d K 7 B gene 
de t e rm inan t s . I n c o m p l e t e g a s s e r i c i n K 7 A o r K 7 B gene 
c lus te rs w e r e f o u n d t o b e d i s p e r s e d i n d i f f e r en t l a c t o b a c i l l i 
s t ra ins as w e l l as i n f a e c a l m i c r o b i o t a O n e p a i r o f p r i m e r s 
w a s f o u n d t o b e s p e c i f i c f o r t h e t o t a l g e n e c l u s t e r o f 
g a s s e r i c i n K 7 A a n d o n e fo r g a s s e r i c i n K 7 B . T h e rea l- t ime 
P C R a n a l y s i s o f f a e c a l s a m p l e s s p i k e d w i t h K 7 s t ra in r e 
v e a l e d tha t p r i m e r s s p e c i f i c for t h e g e n e c l u s t e r o f t he 
g a s s e r i c i n K 7 A w e r e m o r e s u i t a b l e f o r quan t i t a t i v e deter 
m i n a t i o n t h a n t h o s e f o r g a s s e r i c i n K 7 B , due to the l o w e r 
de tec t i on l e v e l . T a r g e t i n g o f t h e g a s s e r i c i n K 7 A o r K 7 B 
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gene c l u s t e r w i t h s p e c i f i c p r i m e r s c o u l d b e u s e d f o r de tec 
t i o n a n d q u a n t i f i c a t i o n o f L. gasseri K 7 i n h u m a n f aeca l 
s a m p l e s w i t h o u t p r i o r c u l t i v a t i o n . T h e resu l t s o f t h i s s t u d y 
a l so p resen t n e w i n s i g h t s i n t o t h e p r e v a l e n c e o f b a c t e r i o c i n -
e n c o d i n g genes i n g a s t r o i n t e s t i n a l tract. 

Background 

A c c o r d i n g t o t h e o l d d e f i n i t i o n from the 1 9 7 0 s , b a c t e r i o c i n s 
are a h e t e r o g e n e o u s g r o u p o f r i b o s o m a l s y n t h e s i s e d an t i 
m i c r o b i a l p r o t e i n s from b a c t e r i a that act i n a b a c t e r i c i d a l or 
bac t e r i o s t a t i c m a n n e r t o w a r d c l o s e l y r e l a t ed s p e c i e s ( T a g g et 
al . 1 9 7 6 ) . It is n o w ev iden t that b a c t e r i o c i n s m a y appea r i n 
m a n y f o r m s a n d e l i c i t b a c t e r i c i d a l a c t i v i t y b e y o n d s p e c i e s 
that are c l o s e l y r e l a t ed or c o n f i n e d w i t h i n the s a m e e c o l o g 
i c a l n i c h e (Co t t e r et a l . 2 0 0 5 ) . T h e i r p r o d u c t i o n i s f o u n d 
a m o n g G r a m - n e g a t i v e a n d G r a m - p o s i t i v e b a c t e r i a , i n c l u d 
i n g l a c t i c a c i d b a c t e r i a a n d b i f i d o b a c t e r i a r e p r e s e n t i n g the 
m o s t c o m m o n p r o b i o t i c s ( B o g o v i c - M a t i j a s i c a n d R o g e l j 
2 0 1 1 ) . M a n y i so l a tes from h u m a n f a e c a l s a m p l e s secrete 
b a c t e r i o c i n s ( C o l l a d o et a l . 2 0 0 5 ; I t oh et a l . 1 9 9 5 ; M a t i j a s i c 
a n d R o g e l j 1 9 9 9 ) . T h e o v e r a l l p o r t i o n o f b a c t e r i o c i n -
sec re t i ng b a c t e r i a c o m p a r e d t o the rest o f f a e c a l m i c r o b i o t a 
is s t i l l n o t k n o w n . T h e frequency o f b a c t e r i o c i n p r o d u c e r s 
can v a r y d e p e n d i n g o n the h o s t t hey w e r e i s o l a t e d from 
( G i l l o r et a l . 2 0 0 8 ; H a c i n et a l . 2 0 0 8 ) , t h e h o s t ' s d i e t , 
t e m p o r a l c h a n g e s , a n d t he t y p e o f b a c t e r i o c i n s p r o d u c e d , 

Lactobacillus gasseri K 7 i s an i so l a t e f r o m a c h i l d ' s faeces 
w i t h i n v i t r o a n d i n v i v o e s t a b l i s h e d p r o b i o t i c p r o p e r t i e s 
( Roge l j a n d M a t i j a s i c 2 0 0 6 ) . T h e g a s s e r i c i n s K 7 A (gasse r i c i n 
K 7 A [ G e n B a n k : E F 3 9 2 8 6 1 ] ) a n d K 7 B ( g a s s e r i c i n K 7 B 
[ G e r i B a n k : A Y 3 0 7 3 8 2 ] ) p r o d u c e d b y th i s s t ra in are a m o n g 
the f i r s t cha rac te r i sed b a c t e r i o c i n s o f h u m a n - d e r i v e d p r o b i o t i c 
b a c t e r i a ( Z o r i c P e t e m e l et a l . 2 0 1 0 ) , w h i c h a re p a r t i c u 
l a r l y i n t e r e s t i n g d u e t o a w i d e r a n g e o f a c t i v i t y a g a i n s t 
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Gram-positive bacteria, including Clostridium difficile and 
Clostridium perfringens (Bogovic-Matija£i£ and Rogelj 
2000). Based on the typical characteristics of their genes, 
gassericin K 7 A and gassericin K 7 B (homologous to 
gassericin T produced by L. gasseri SB 372 05 5 (Kawai et al. 
2000)) have been classified as members of the two-peptide 
(class nb) bacteriocins (Zoric Petemel et al. 2010). D N A 
sequence analysis of the 1,143-bp gassericin K 7 A gene 
region identified three open reading frames (ORFs) encoding 
the putati ve complementary peptide, the active peptide and the 
putative immunity protein organised in one transcriptio
nal unit (Fig. la). Similarly, gassericin K 7 B gene region 
(3,276-bp SspI/HindlTI fragment) is organised in one tran
scriptional unit but consists of six ORFs, coding for a putative 
A B C transporter, a putative accessory protein, a hypothetical 
protein, a putative complementary peptide to the active pep
tide, the active peptide and a putative immunity protein 
(Fig. lb). 

In a previous work of MatijaSic et al. (2007), it was 
shown that PCR-targeting gassericin K 7 A or K 7 B gene 
determinants could be used for detection of L. gasseri K 7 in 
cheese. However, the validation of such an approach on 
human faecal samples requires the assessment of the prev
alence of tested gene determinants in faecal samples of 
individuals who have never consumed L. gasseri K 7 . 

h i 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 K 7 strain were tested for the presence 
of gassericins K 7 A and K 7 B gene determinants. Two pairs 
of primers which gave no positive results after amplification 
of faecal samples were tested by real-time P C R using pure 
L. gasseri K 7 culture and faecal samples spiked with K7 
strain. 

In addition to validation of the PCR-based approach 
targeting bacteriocin genes for the detection or quantifica
tion of i t . gasseri K 7 in faecal samples, the objective of this 
study was also to get some insight into the prevalence of 
bacteriocin genes in human gastrointestinal tract. 

Methods 

Bacterial strains and growth conditions 

L. gasseri K 7 (Microbial Collection of Institute of Dairy Sci
ence and Probiotics, Biotechnical Faculty, University of Lju
bljana, Slovenia and the Czech Collection of Microorganisms 
C C M 7710, Czech Republic) was used as a positive control 

The following strains were tested for specific gassericins 
K 7 A and K 7 B gene determinants: Lactobacillus acidophi
lus A T C C 4356 (American Type Culture Collection (ATCC, 
USA)) , L. acidophilus C C D M 109 (Culture Collection 
of Dairy Microorganisms Lacto-Flora® ( C C D M ) , Czech 
Republic),L. acidophilus C C D M 149,L. gasseri C C D M 214, 
L. gasseri C C D M 215, L. gasseri C C D M 332, L. gasseri 
C C D M 335, L. gasseri C C D M 340, L. gasseri C C D M 377, 
L. gasseri D S M 20243 (German Collection of Microorgan
isms and Cell Cultures (DSM), Germany), L. gasseri F A M 
17266 (Federal Dairy Research Station (FAM), Switzerland), 
L. gasseri F A M 17828, L. gasseri LF221 (Microbial 
collection of the Institute of Dairy Science and Probiotics, 
Biotechnical Faculty, University of Ljubljana, Slovenia), Lac
tobacillus Johns onii A T C C 11506, L.johnsonii F A M 1158, L. 
Johns onii N C C 533 (Nestle Culture Collection, Switzerland) 
and L.johnsonii FAM 17265. 

A l l bacterial strains used in this study were propagated in 
M R S broth (Merck, 64271 Darmstadt, Germany) at 37 °C in 
anaerobic conditions. 

Fig. 1 Scheme o f gasser i c in 
K 7 A and K 7 B gene clusters. 
& P o s i t i o n o f used p r imers i s 
ind i ca ted i n the upper l ine . Wide 
arrows above represent three 
ORJrs o f gasser i c in K 7 A gene 
r eg ion , b T h e pos i t i on o f the 
u s e d p r imers i s i nd i ca ted i n the 
upper l ine . Wide arrows above 
represent s i x ORJrs o f the 
gasser i c in K 7 B gene r eg ion 

gassericin 1 

K7Agcnc L 
region 

I ...u- .ill. II.I.LIIXI tri.z \ | irnmu]*y \ I rtipLde /\ peptide / \ protan / 

BOJA'B 
LFA 1 s3/268 

!50 750 i 1000 11« 

'L J u L U S L' J ' 
GasA 1F/R GasA_2F/R ÜasA_3R.'H 

1 250 Sürj 750 10Ö0 1250 1500 1750 2000 225Ü 

gassc c n 
K? B gene 
•cc en 

T T 
r 

K7B c.f 

T T 

— <y h •• i_r-D 
8 348/833 1193/1262 

3000 3276 

<<<> ^9 <̂S> ^6 

Springer 

139 



F o l i a M i c r o b i o l (2013) 5 8 : 6 2 3 - 6 3 0 625 

Extraction of D N A 

For the purposes of this study, 45 faecal samples of healthy 
adult volunteers (23 males and 22 females) who never 
consumed L. gasseriTSLl were used. The collection of faecal 
samples was approved by The National Medica l 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 g) was diluted with 9.9 m L 
of anaerobic diluent (1-g/L peptone water, 2-g/L porcine 
gelatine, 8.5-g/L N a C l , 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 u X of 
T*E buffer containing 5 mg/mL of lysozyme and 25 U / m L of 
mutanolysin. The mixture was incubated at 37 °C for 2 h. 
After lysis, the mixture was sonicated with Soniprep 150 

(MSE Scientific Instruments, U K ) together with cooling on 
ice. The programme of sonication was: 3 cycles of 30-s 
sonication with 15-s pause. D N A extraction was performed 
with Maxwell™ 16 Tissue D N A Purification kit (with 
Maxwell™ 16 instrument; Promega, U S A ) . In order to remove 
P C R inhibitors, all eluted D N A was transferred to Zymo-
spin™ I V - H R C column (Zymo Research, U S A ) and 
centrifuged according to the manufacturer's instructions. 

To obtain D N A from the bacterial pure cultures, cells 
from 1 m L of the cultures were collected and the D N A was 
isolated using the same method. 

Conventional P C R 

A l l the primers and P C R programmes used in this study are 
listed in Table 1. Primers targeting different parts of 
gassericin K 7 A and K 7 B genes were the same as described 
in previous studies or were designed for the purposes of this 

Table 1 O l i g o n u c l e o t i d e p r ime r s u s e d i n the P C R . 

Target P o s i t i o n Target P r i m e r P r imer sequence (5 f—^3') P roduc t P C E . p r o g r a m m e 
•peron gene n a m e l eng th (bp) 

gasser i c in 470 A c P L F A 1 8 5 ' G T T G C A G G A T C A T G T G 84 94 ° C (60 s) 55 ° C 
K 7 A 553 A c P L F A 2 6 8 ' T G T T G C A G C T C C G T T A (30 s) 72 ° C (30 s) 

353 C P B O J A * T G G C G G A T C A G T A C A A T G T G 204 94 ° C (60 s) 52 ° C 
556 A c P B O J B * T G A T G T T G C A G C T C C G T T A G (30 s) 72 ° C (30 s) 

263 C P G a s A I F T G C A T G G A G A G G T G C A C G 118 95 ° C (30 s) 60 ° C 
380 C P G a s A IE. C C A G C C C A C A C A T T G T A C T G A T (30 s) 72 ° C (40 s) 

476 A c P G a s A 2 F G G A T C A T G T G G T A A A G G T G C A G T A 105 
5S0 A c P G a s A 2 E T C C A C T A G C A G T T T G T A G A A C C A A T 

667 IP G a s A 3F C A C C A A T A T A G T A G C T C T A A T A C A G A C A C 106 
772 IP G a s A 3 E A T A T T T T G G A T T A T T T T T A C C T G C A T A G G C 

9S1 ES G a s A 4 F G C T T T A C C T G C T T T A A T T T G A T T A T C A A C A 110 
1,090 ES G a s A 4 E G C T A A G A A C T C A A A C G C T G C C 

gasser i c in 1,852 A P B 3 4 8 c A C C T A C A G T A G A C G G C T T G A 616 95 ° C (30 s) 55 ° C 
K 7 B 2,467 C P B 833° G C T C C A C C T A C T C C A C C T A T (30 s) 72 ° C (30 s) 

2,423 C P K 7 B c.f. for . 0 T G G G A G A A A T A A T T G G G C T G 165 95 ° C (60 s) 56 ° C 
2,587 C P K 7 B c.f. rev. 0 T T T C C G A A T C C A C C A G T A G C (30 s) 72 ° C (20 s) 

2,697 A c P K 7 L F B 1193 " G G A G C T A C T C G C G G A G T A A G 70 96 ° C (30 s) 55 ° C 
2,766 A c P K 7 L F B 1262" L T C C T A A C G C A C A G G C A G T C (30 s) 72 ° C (30 s) 

963 T P G a s B IF T G A T A A G C A T A C G T T G C G G T C A T 102 95 ° C (30 s) 60 ° C 
1,064 T P G a s B IE. T C T G G C C T A C A A C C T A A C A A C A A A T T C (30 s) 72 ° C (40 s) 

1,529 A P G a s B 2F A A T T T C T C G A C A A T G A T T A T T A T T C C A G C C 118 
1,646 A P G a s B 2 E C C G T T G G T T C A A C A A C G C C 

2,491 C P G a s B 3F G A A A T G C A G T T T G C G G T C C T 105 
2,595 C P G a s B 3 E T T C T T A T C T T T C C G A A T C C A C C A G T A G 

2,637 A c P G a s B 4F G A A T T A A G A A A T G T A A T G G G T G G A A A C A A G 102 
2,738 A c P G a s B 4 E T G G T C C G A A T C C T C T G C A C C A A 

3,015 IP G a s B 5F T T G T A T T G G C C A A T T T A T G T T T T T G A A G T 116 
3,130 IP G a s B 5 E C C T A T T A C A A A C G A T A T G G C C A A A A T T A G T 

AcP act ive pept ide , C P comp lemen ta r y pept ide , IP i m m u n i t y prote in , ES end sequence, AP accessory p ro te in , TP t ransport p ro te in 
a ( M a j h e n i c et a l . 2003 ) 
b (Zor iS P e t e m e l et a l . 2 0 1 0 ) 
c A n d r e j a C a n z e k M a j h e n i c pe rsona l c o m m u n i c a t i o n 
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study using LightCycler probe design software (vl.O, Roche 
A p p l i e d Science , Germany) . D N A B L A S T analysis 
( B L A S T ) was used for searching homologies with other 
known bacteriocins' genes. P C R s were performed in 
Mastercycler gradient (Eppendorf) using GoTaq® Flexi 
D N A polymerase kit (Promega, U S A ) . P C R mixture 
(25 pL) contained 1 X final concentration of Green 
GoTaq® Flex i buffer, 1.5 mmol /L of M g C l 2 , 0.2 mmol /L 
of dNTPs, 0.5 nmol /L o f each primer, 0.625 U of Taq 
polymerase and 2 p L of sample D N A . Each reaction 
was initiated wi th 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 wi th elongation for 5 min at 
72 °C. Amplification products were detected by electro
phoresis in T A E buffer using a 1.8 % agarose gel 
followed by staining in SYBR® Safe D N A gel stain 
(Invitrogen, U S A ) . 

Real-time P C R 

P C R reaction was performed in 20- | iL volume containing 
Maxima® S Y B R Green q P C R Master M i x (Fermentas, 
U S A ) , 0.2 pmol/L of each primer and 1 p L of D N A . The 
P C R amplification was performed wi th an M X 3 0 0 0 P 

(Stratagene, U S A ) 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 s, 72 °C for 40 s, and then 95 °C for 
1 min and 55 °C for 30 s. A l l samples were subjected also to 
melting curve analysis in order to establish the specificity of 
the amplification. 

For standard curve, 18-h culture of L. gasseri K 7 was 
serially diluted (1:3) in anaerobic diluent and counted on 
M R S plates. D N A was extracted directly from 18-h culture 
of L. gasseri K 7 and serially diluted (1:3), 

For standard curve with spiked faeces, 50 mg of faecal 
matrix was re-suspended in 5 m L of P B S , added to pellet of 
L. gasseri K 7 ( 6 x l 0 7 C P U ) , vortexed and centrifuged 
(3,500 g, 10 min). The pellet was further processed by 
D N A extraction protocol. Three fold dilution series of 
D N A isolated from spiked faeces were prepared and ampli
fied by real-time PCR. A l l reactions were made in tripli
cates. Correlation between Ct values and C F U / m L were 
determined by Stratagene M X 3 0 0 0 P system's programme 
(Stratagene, U S A ) . Reaction efficiency (E) was calculated 
from the slope of the standard curve as £"=10  l / s l oPe \, 
Theoretical limit of detection was calculated from the equa
tion of the standard curve using Ct (dR)=45 as cut-off value 
since no signal above the detection threshold was obtained 
for the non-template control samples (Ct>45). 

Table 2 D e t e c t i o n o f g a s s e r i c i n K 7 A genes i n D N A o f re ference strains w i t h di f ferent p r ime r s 

Stra in 

P r i m e r s (P rote ins e n c o d e d b y target genes) 

G a s A 1F/R 
(CP ) 

B O J A / B 
( C P - A c P ) 

L F A 185/268 
( A c P ) 

G a s A 2 F / R 
( A c P ) 

G a s A 3F/R 
(TP) 

G a s A 4F/R 
(ES) 

L. acidophilus A T C C 4356 

L. acidophilus C C D M 109 
L. acidophilus C C D M 149 
L. gasseri C C D M 2 1 4 
L. gasseri C C D M 2 1 5 
L. gasseri C C D M 332 
L. gasseri C C D M 335 
L. gasseri C C D M 340 
L. gasseri C C D M 377 
L. gasseri D S M 20243 
L. gasseri F A M 17266 
L. gasseri F A M 17828 
L. gasseri K 7 
L. gasseri L F 2 2 1 
L.johnsonii A T C C 11506 
L.johnsonii F A M 1158 
L.johnsonii N c c 533 
L.johnsonii F A M 17265 

-f P C R p roduc t o f expec ted s ize w a s detected, — P C R p roduc t o f expec t ed s ize w a s no t detected, C P c o m p l e m e n t a r y pep t ide , ^ c P a c t i y e pep t ide , IP 

i m m u n i t y p ro t e i n , ES e n d sequence 
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Table 3 D e t e c t i o n o f gasse r i c in K 7 B genes i n D N A o f reference strains w i t h different p r imers 

P r imers (Prote ins encoded b y target genes) 

G a s B 1F/R. G a s B 2F/jX B 

Stra in (TP) CAP) ( A P - C P ) 

K 7 B c.f. 
for/rev 
(CP ) 

G a s B 3F/R G a s B 4 F / R 

(CP ) ; A c P ) 

LFB 
1193/1262 
(AcP ) 

G a s B 5F/R 

(IP) 

L. acidophilus KICC 4156 

L. acidophilus C C D M 109 
L. acidophilus C C D M 149 
L. gössen C C D M 214 
L. gössen C C D M 215 
L.gasseri C C D M 332 
L.gasseri C C D M 335 
L. gössen C C D M 340 
L.gasseri C C D M 377 
L. gasseri D S M 20243 
L. gasseri F A M 1726 t: 
L. gasseri F A M 17828 
L. gasseri K 7 
I. gasseri L F 2 2 1 
L.johnsonii A T C C 11506 
L.johnsonii F A M 1158 
L.johnsonii N c c 533 
L.johnsonii F A M 17265 

-t- P C R produc t o f expected s ize w a s detected, — P C R produc t o f expected s ize w a s not detected, T P transport prote in , AP accessory prote in , CP 
comp lementa r y pep t ide , AcP act ive pept ide , IP i m m u n i t y p ro te in 

Results and discussion 

Eighteen reference strains belonging to the L. acidophilus 
group were tested for the presence of gassericins K 7 A and 
K7 B gene determinants. The results of P C E amplification 
are presented in Table 2 and in Table 3 respectively 

A s shown in Table 2, some strains appear to possess only 
parts of the gassericin K 7 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. 2009). The D N A s 

of L. gasseri K 7 , L. gasseri LF221 , L. gasseri F A M 17266 
(human salivary isolate) and L.johnsonii F A M 1158 (cheese 
isolate) were specifically amplified with all tested primer 
pairs, indicating the presence of complete gassericin K 7 
A gene cluster. The same was also confirmed with primers 
G a s A l F and GasA_4R (data not shown) which amplified 
all three ORFs. Nucleotide sequences of gassericin K 7 A and 
K 7 B are already known to be 100 % identical to acidocin 
LF221 A and LF221 B of L. gasseri LF221 (Majhenic' et aL 
2004). Strains K 7 and LF221 belong to the same species and 
are both of human origin, however they differ in other char
acteristics such as the plasm id profile, R A P D profile, growth 

Table 4 D e t e c t i o n o f gasser i c in 
K 7 A and K 7 B genes i n 
faecal samples o f adult i n d i v i d 
ua ls w h o neve r c o n s u m e d L. 

gasseri K 7 

^ o t a l n u m b e r o f samples 
t e s t ed—45 

P r i m e r n a m e Target genes P resence i n 
h u m a n faeces* [%] 

L E A 185/268 gasser i c in K 7 A act ive pept ide 4.4 

B O J A / B gasser i c in K 7 A complementary/ac t i ve pept ide 15.6 

G a s A 2 F / R gasser i c in K 7 A act ive pept ide 0.0 

B 348/833 gasser i c in K 7 B accessory p ro te in/complementary pept ide 22.2 

K 7 B c.f. for/rev gasser i c in K 7 B comp lemen ta r y pept ide 20.0 

G a s B 4F/R gasser i c in K 7 B act ive pept ide 0.0 
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Cell counts (CFU/mL) 

X G a s A _ 2 F / R o G a s B _ 4 F / R 

Fig. 1 Rea l- t ime P G R ana lys is o f D N A from L. gasseri K 7 culture. 
C o m p a r i s o n o f a m p l i f i c a t i o n o f D N A from L. gasseri K 7 cu l ture b y 
real-t ime P G R u s i n g G a s A 2F/R. ( react ion e f f i c i e n c y 88 .2 % ; detec
t i on l e v e l : 9.5 x l O 1 C F U / m L o f pure cul ture) or G a s B 4 F / R pr imers 
( react ion e f f i c i ency : 80 .2 % ; detec t ion l eve l : 6.54 x l O 2 C F U / m L o f 
pure culture) 

characteristics, the level of bacteriocin(s) production and the 
optimal conditions for both growth and bacteriocin production 
(Rogelj and Matija£i6 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 of a gene cluster similar or identical to gassericin K7 
A in L. johnsonii F A M 1158 indicates that this strain may be a 
new bacteriocin-producing L. johnsonii strain. Clearly, it re
mains to be determined whether gassericin K 7 A gene cluster 
is fully functional and efficiently expressed in L. johnsonii 
F A M 1158 or L. gasseri F A M 17266, since isolates tested 
positively for the screened genes may not also produce active 
bacteriocins (Perin et a l 2012). 

Screening for gassericin K 7 B gene determinants also 
revealed that only some gene cluster components are present 
in individual reference strains (Table 3). A s expected, the 
complete gene cluster was observed only in L. gasseri 
LF221 a n d i . gasseri K 7 . Among 14 pairs of primers tested 
on 18 reference strains, one pair of primers targeting 
gassericin K 7 A (GasA_2F/R) and two pairs of primers 
targeting gassericin K 7 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 K 7 we tested the presence of gassericin K 7 A and 
K7 B gene determinants in bacterial D N A isolated from 45 
faecal samples of adult non-treated volunteers who never 
consumed L. gasseri K 7 . We used four pairs of primers that 
were used in previous studies and two pairs o f primers that 
showed total gene cluster specificity in tests with the refer
ence strains performed in this study (Table 4). In accordance 
with the results obtained with reference strains, the presence 

of different gene determinants varied among different sam
ples. This is, to our knowledge, the first report about the 
prevalence of Lactobacillus bacteriocins' genetic determi
nants in human faeces. Mathys et al. (2007) showed by real
time P C R targeting the pediocin A gene, that strains 
containing the pedA 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 K 7 A 
and K 7 B gene clusters were found in up to 22 % of the 
faeces of adults, depending on the primers used. These data 
indicates that strains producing similar bacteriocins or indi
vidual components of the K 7 bacteriocin complexes are also 
present in the faeces of adults, although the producer strain 
L. gasseri K 7 was originally isolated 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 
instance, F A M 1158 contained all target sequences of 
gassericin K 7 A and none of the gassericin K 7 B sequences. 

The absence of specific P C R products after amplification 
of faecal microbiomes from non-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 K 7 B gene cluster in faecal samples. The identical 
annealing temperature for both primers enables multiplex 
P C R to detect both clusters at the same time in order to 
increase the specificity o f i . gasseri K 7 strain detection and 
to reduce false-positive results. The results of real-time P C R 
amplification of D N A extracted from K 7 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 (i.e., less 
favourable) detection level with GasB_4F/R primers. The 
real-time P C R analysis of faecal samples spiked with K 7 

3.892 Log (x) + 55.! 
R 2 = 0.99 

Eff.: 8 0 . 0 7 % 

Cell counts (CFU/mL) 

Fig. 3 R e a l - t i m e P C R . a n a l y s i s o f faeca l s amp les s p i k e d w i t h L. 

gasseri K 7 strain. F a e c a l samples were sp i ked w i t h 6 ^ 1 0 C F U o f 
K 7 s t ra in . D N A i s o l a t e d f r o m s p i k e d faeces w a s a m p l i f i e d w i t h 
G a s A 2F/R. p r imers . T h e detec t ion l e v e l w a s 1 0 4 C F U o f K 7 strain/g 
•f s p i k e d faeces 
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strain revealed the detection level 10 4 C F U of K 7 strain/g 
when GasA_2F/R primers was used (Fig. 3). However, with 
GasB_4F/R the amplification efficiency was unsatisfactory 
(data not shown) suggesting the unsuitability of this primer 
pair for quantitative analysis of faecal samples. 

Probiotic characteristics are strain-specific features (Sanders 
and Huis in't Veld 199 9) and it is there fore crucial to be able to 
distinguish a particular probiotic strain from the other strains 
of the same species. This is 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 following clinical trials involving dosing 
with the probiotic strain L. gasseri K 7 . In this case, it is 
essential to compare the results with placebo group to ex
clude the effect of other strains producing targeted genes 
(Myllyluoma et al. 2005). 

Conclusions 

In conclusion, the presence of gassericin K 7 A or K 7 B gene 
determinants was established in different strains of the L. 
acidophilus group and in faecal samples of adult individuals 
who have never consumed L. gasseri K 7 strain. Different 
parts of those gene determinants are dispersed in tested 
lactobacilli strains and also in faecal microbiota. Two pairs 
of primers, namely GasA_2F/R and GasB_4F/R showed 
specificity for the total gene cluster of gassericin K 7 A 
or gassericin K 7 B respectively. The GasA_2F/R primers 
were found to be useful also for real-time P C R quantifi
cation of the gassericin K 7 A gene cluster in faecal 
samples and also for L. gasseri K7-specific detection or 
quantification in other biological samples, where proper 
control is included. 
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Abstract E l e v e n s t r a i n s o f Lactobacillus c o l l e c t e d i n the 
C u l t u r e C o l l e c t i o n o f D a i r y M i c r o o r g a n i s m s ( C C D M ) w e r e 
e v a l u a t e d f o r s e l e c t e d p r o b i o t i c p r o p e r t i e s s u c h as s u r v i v a l 
i n g a s t r o i n t e s t i n a l f l u i d s , a n t i m i c r o b i a l a c t i v i t y , a n d c o m p e 
t i t i o n w i t h n o n - t o x i g e n i c Escherichia coli 0 1 5 7 : H 7 f o r 
a d h e s i o n o n C a c o - 2 c e l l s . T h e v i a b l e c o u n t o f l a c t o b a c i l l i 
w a s r e d u c e d d u r i n g 3-h i n c u b a t i o n i n g a s t r i c f l u i d f o l l o w e d 
b y 3-h i n c u b a t i o n i n i n t e s t i n a l f l u i d . A l l s t r a i n s s h o w e d 
a n t i m i c r o b i a l a c t i v i t y a n d t he three m o s t e f f e c t i v e s t r a i ns 
i n h i b i t e d t h e g r o w t h o f a t l e a s t 16 i n d i c a t o r s t r a i n s . 
A n t i m i c r o b i a l m e t a b o l i t e s o f s e v e n s t r a i n s a c t i v e a g a i n s t 
Lactobacillus a n d Clostridium i n d i c a t o r s t r a i n s w e r e f o u n d 
to b e s e n s i t i v e to p r o t e i n a s e K a n d t r y p s i n , w h i c h i n d i c a t e s 
t h e i r p r o t e i n a c e o u s n a t u r e . T h e d e g r e e o f c o m p e t i t i v e i n h i 
b i t i o n o f n o n - t o x i g e n i c E. coli 0 1 5 7 : H 7 a d h e s i o n o n the 
s u r f a c e o f C a c o - 2 c e l l s w a s s t r a i n - d e p e n d e n t . A s i g n i f i c a n t 
d e c r e a s e ( P < Q , 0 5 ) i n t he n u m b e r o f n o n - t o x i g e n i c E. coli 

0 1 5 7 : H 7 a d h e r i n g to C a c o - 2 c e l l s w a s o b s e r v e d w i t h a l l 
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l a c t o b a c i l l i . T h r e e s t r a i n s w e r e s e l e c t e d f o r a d d i t i o n a l 
s t u d i e s o f a n t i m i c r o b i a l a c t i v i t y , i .e. , Lactobacillus gasseri 

C C D M 2 1 5 , Lactobacillus acidophilus C C D M 1 4 9 , a n d 
Lactobacillus helveticus C C D M 8 2 . 

Introduction 

Lactobacillus s p e c i e s , e s p e c i a l l y Lactobacillus acidophilus 

a n d Lactobacillus gasseri s p e c i e s , b e l o n g to a g r o u p o f 
b a c t e r i a that f o r m s pa r t o f t he i n t e s t i n a l m i c r o f l o r a . S t r a i n s 
o f L. acidophilus a n d L. gasseri a re i m p o r t a n t i n the f o o d 
( e s p e c i a l l y d a i r y ) i n d u s t r y a n d a re o f t e n u s e d as p r o b i o t i c 
c u l t u r e s ( B e r n a r d e a u et a l . 2 0 0 6 ) . Lactobacillus helveticus is 
n o t o n l y f o u n d i n c e r t a i n t y p e s o f c h e e s e s b u t m a y a l s o be 
f o u n d i n d i f f e r e n t t y p e s o f f e r m e n t e d m i l k . D u r i n g f e r m e n 
t a t i o n a h i g h q u a n t i t y o f l o w m o l e c u l a r w e i g h t p e p t i d e s are 
p r o d u c e d ( S a d a t - M e k m e n e et a l . 2 0 1 1 ) . It h a s b e e n d e m o n 
s t r a t ed that L. helveticus, L. acidophilus, a n d L. gasseri 

s t r a i n s h a v e a p o t e n t i a l to p r o d u c e b i o a c t i v e p e p t i d e s s u c h 
a s a n g i o t e n s i n - c o n v e r t i n g e n z y m e i n h i b i t o r y a c t i v i t y i n 
f e r m e n t e d d a i r y p r o d u c t s a n d / o r to p r o d u c e p r o t e i n a c e o u s 
a n t i m i c r o b i a l s u b s t a n c e s , t h u s d e m o n s t r a t i n g the t h e r a p e u t i c 
v a l u e a n d p r o b i o t i c p o t e n t i a l o f these s p e c i e s ( S l a t t e r y et a l . 
2 0 1 0 ; T a b a s c o et a l . 2 0 0 9 ; P e t e m e l et a l . 2 0 1 0 ) . 

A m o n g the i m p o r t a n t c r i t e r i a f o r p o t e n t i a l p r o b i o t i c s t r a i n 
s e l e c t i o n , there a re t he a c i d a n d b i l e s t a b i l i t y , the a b i l i t y to 
i n h i b i t the a d h e s i o n a n d g r o w t h o f p a t h o g e n i c b a c t e r i a , a n d 
the a b i l i t y to a d h e r e to s u r f a c e s o f the h u m a n i n t e s t i n a l t ract 
( V e s t e r l u n d et a l . 2 0 0 5 ) . A n t i m i c r o b i a l c o m p o u n d s s u c h as 
d i f f e r e n t o r g a n i c a c i d s , h y d r o g e n p e r o x i d e , c a r b o n d i o x i d e , 
o r p r o t e i n a c e o u s s u b s t a n c e s ( e .g . , b a c t e r i o c i n s ) m a y p l a y an 
i n h i b i t o r y r o l e a g a i n s t p a t h o g e n i c b a c t e r i a . I n r e c e n t y e a r s , 
b a c t e r i o c i n s p r o d u c e d b y l a c t o b a c i l l i h a v e b e e n the s u b j e c t 
o f e x t e n s i v e s t u d i e s , e s p e c i a l l y d u e to t h e i r p r o s p e c t i v e u s e 
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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 o f 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 
o f Dairy Microorganisms ( C C D M ) 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 0157: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 C C D M 109, 
L. acidophilus C C D M 149, L. gasseri C C D M 214, L. gas
seri C C D M 215, L. gasseri C C D M 332, L. gasseri C C D M 
335, L. gasseri C C D M 340, L. gasseri C C D M 377, L. 
helveticus C C D M 81, L. helveticus C C D M 82, L. helveticus 
C C D M 102) were obtained from the C C D M (Tabor, 
Czech Republic). Indicator strains (see Table 1 for the origin 
o f strains) were chosen according to previous studies 
(Matijasic and Rogelj 2000; Matijasic et al. 2006; Hacin et 
al. 2008) and were acquired from the Institute of Dairy 
Science and Probiotics, Universi ty o f Ljubljana. A l l 
Lactobacillus strains were grown in de Man, Rogosa, and 
Sharpe (MRS) medium (Oxoid, U K ) at 37 °C (at 30 °C for 
Lactobacillus sakei strains) for 18 h aerobically, with pH 
adjusted to 6.5. Clostridium strains were cultivated in R C M 
medium (Merck, Germany) at 37 °C for 48 h anaerobically. 
Strains of Staphylococcus, Escherichia, Entemcoccus, and 
Salmonella were cultivated in brain-heart infusion (BHI, 
Merck, Germany) at 37 °C for 18 h aerobically. Non-
toxigenic E. coli 0157:H7 is a clinical isolate (Laboratory 

Table 1 Ind icator bacter ia l strains used for test ing o f an t im i c rob i a l 
ac t i v i t y 

Ind icator strain The o r i g i n o f s t ra in 

Lactobacillus sakei ( A T C C 15521) I M 108 
Lactobacillus reuteri I M 278 
Lactobacillus crispatus I M 3 0 0 
Lactobacillus reuteri I M 301 
Lactobacillus acidophilus I M 304 
Lactobacillus gasseri I M 3 4 0 
Lactobacillus gasseri I M 341 
Lactobacillus johnsonii I M 345 
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus 

( A T C C 1 1 8 4 2 T ) I M 348 
Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii 

( A T C C 9649 ) I M 3 4 9 
Lactobacillus sakei I M 398 
Clostridium difficile I M 66 
Clostridium perfringens I M 72 
Clostridium difficile I M 83 
Clostridium tyrobutyricum ( D S M 2637 ) 

I M 103 
Clostridium tyrobutyricum ( N C D O 1754) 

I M 104 

Staphylococcus aureus ( A T C C 29213 ) I M 353 
Escherichia coli I M 4 2 9 
Escherichia coli I M 4 3 0 
Enterococcusfaecalis I M 4 3 5 
Entemcoccusfaecalis I M 4 3 6 
Salmonella enterica sv. T y p h i m i i r i u m I M 318 
Salmonella spp. I M 4 2 3 
Escherichia coli 0 1 5 7 : H 7 

Starter fo r the sake 

Feces o f weaned p igs 

Feces o f weaned p igs 

Feces o f weaned p igs 

N o t ava i lab le 

Vag ina l tract 

Sa l i va 

Pou l t ry feces 

N o t ava i lab le 

N o t ava i lab le 

N o t ava i lab le 

H u m a n c l i n i ca l isolate 

P igs 

H u m a n c l i n i ca l isolate 

N o t ava i lab le 

N o t ava i lab le 

N o t ava i lab le 

B r o i l e r 

B r o i l e r 

B r o i l e r 

B r o i l e r 

N o t ava i lab le 

B r o i l e r 

H u m a n c l i n i ca l isolate 

for Bacteriological Diagnostics o f Intestinal Infections, 
University of Ljubljana) and was grown in B H I medium 
or violet red bile ( V R B ) medium (Merck, Germany) ( V R B 
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 
o f Fernandez et al. (2003), with slight modifications. 
Briefly, all tested strains were cultivated in M R S medium 
at 37 °C for 18 h and centrifuged (3,500*£, 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), 
N a H C 0 3 (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. 
Ahquots (100 u.L) taken after 0, 1, and 3 h were plated on 
M R S 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-Aldnch, USA), pH adjusted to 8), 
and incubated for 3 h at 37 "C. Samples (100 pL) 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 
M R S agar with reduced concentration of glucose (0.2 % wlv). 
A l l tested C C D M strains (18-h cultures) were spotted (2 pL) 
on agar plates and incubated at 37 °C for 18 h aerobically. The 
indicator strains were grown in appropriate broth media (see 
"Material and methods"). The 18-h indicator cultures (50 pL) 
(200 pL of 48-h cultures of Clostridium strains) were added to 
5 m l 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 C C D M strains. 
Then, proteinase K (10 mg/mL) (Sigma-Aldrich, USA) and 
trypsin (10 mg/mL) (Sigma-Aldnch, U S A ) were applied 
(1.5 p.L) 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 
Matijasic et al. (2003), with some modifications. Briefly, 
the Caco-2 cell line was grown in Dulbecco's modified 
Eagle's medium ( D M E M ) (Sigma-Aldrich, U S A ) containing 
10 % fetal bovine serum (Hyclone, Germany) and 0.1 % 
gentamicin (Sigma-Aldrich, U S A ) . Monolayers of Caco-2 
cells were seeded at a concentration of 10 5 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 3x 103 cells per well). At least 24 h before 
the competition test, the D M E M medium with gentamicin 
was replaced by a medium without antibiotics. 

Tested strains were cultivated at 37 °C for 18 h in M R S 
medium and centrifuged (3,500xg, 10 min). The direct 
comparison of the competition ability of 11 C C D M 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 M R S 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 
D M E M , and 10 p L of E. coli 0157:H7 was added into the 
wells and incubated for 30 min in 10 % CO2 atmosphere. 
Unattached bacteria were removed by washing with PBS. 
Afterwards, 1 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 V R B agar (Merck, Germany) for 
enumeration of E. coli 0157:H7 (18 h, 37 C C aerobically). 

Adhesion tests were carried out in two independent 
experiments. Each strain was tested in five wells. Statistical 
significance was determined by Student's t test, with the 
significance level set at i°<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 C C D M 
335, L. helveticus C C D M 81, and L. helveticus C C D M 82. 

The treatment with intestinal fluid, which followed the 
incubation in gastric fluid, resulted in a decrease of viable 
counts (in C F U per milliliter) of all C C D M strains (Table 2). 
The only exception was L. gasseri C C D M 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 
C C D M 109, L. gasseri C C D M 332, and L. gasseri C C D M 
335. The viable counts (in C F U per milliliter) of L. acid
ophilus C C D M 109 and L. gasseri C C D M 332 decreased by 
approximately 10 2 CFU/mL. Approximately 5-fold decrease 
of the viable counts (in C F U per milliliter) of L. gasseri 
C C D M 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 M R S 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 
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T a b l e 2 Su r v i v a l o f C C D M strains in gastric fluid and intestinal f l u id 

Strain Init ial v iab le counts V i ab l e counts ( C F U / m L ) % o f b i l e salts in 
( C F U / m L ) after treatment in gastric fluid intestinal fluid 

(h ) / (pH3+peps in 3 g/L) 

I 

V i ab l e counts ( C F U / m L ) 
after treatment in intestinal f lu id 
(hV(b i le sal ts+0.1 % pancreat in) 

I 

L. acidophilus C C D M 109 5.62 x l O 6 2 . 5 1 x 1 0 s 2 . 0 8 x 1 0 s 0.3 1 . 0 0 x 1 0 s 5 . 3 7 x 1 0 " 

1.0 7 . 7 6 x 1 0 " 4 . 0 7 x 1 0 " 

L. acidophilus C C D M 149 7.41 x l 0 7 1 . 0 2 x l 0 7 l . O O x l O 7 0.3 1 . 5 1 X 1 0 5 4 . 6 7 x 1 0 " 

1.0 5 . 0 1 x 1 0 " 3 . 8 x 1 0 " 

L. gasseri C C D M 214 4.46 x 1 0 s 1 . 4 4 X 1 0 7 l . O O x l O 7 0.3 1 . 0 0 x 1 0 s 3 . 6 3 x 1 0 s 

1.0 1 . 0 0 x 1 0 ' l . O O x l O 5 

L. gasseri CCDM 2i 5 2.88 x l O 8 3.01 x l O 6 3 . 8 0 x 1 0 s 0.3 1 . 9 0 x 1 0 s 1 . 7 7 x 1 0 s 

1.0 4 . 8 9 x 1 0 " 2 . 5 1 x 1 0 " 

L. gasseri C C D M 332 l . O O x l O 7 1 . 0 2 x 1 0 * 3 . 6 3 x 1 0 s 0.3 7 . 9 4 x 1 0 " 1 . 0 0 x 1 0 s 

1.0 3 . 3 8 x 1 0 s 7 . 9 4 x 1 0 " 

L. gasseri C C D M 335 5.62 x 1 0 s 5 . 6 2 x 1 0 s 3 . 7 1 x 1 0 s 0.3 1 . 3 8 x 1 0 s 1 . 0 0 x 1 0 * 

1.0 8 . 5 1 x 1 0 s 8 . 5 1 x 1 0 s 

L. gasseri C C D M 3 4 0 6 . 1 6 x l 0 7 3 . 6 3 x l 0 5 3 . 6 3 x 1 0 s 0.3 2 . 7 5 x 1 0 s 2 . 0 8 x 1 0 s 

1.0 l . O O x l O 5 l . O O x l O 5 

L. gasseri C C D M 3 7 7 3 . 1 6 x 1 0 s 1 . 6 9 x l 0 7 l . O O x l O 7 0.3 1 . 0 0 x 1 0 s 1 . 0 0 x 1 0 * 

1.0 2 . 5 1 x 1 0 " 2 . 5 1 x 1 0 " 

L helveticus C C D M 81 1 . 0 0 x 1 0 " 1 . 0 0 x 1 0 * 4 . 7 8 x 1 0 s 0.3 1 . 2 0 x 1 0 s l . O O x l O 5 

1.0 3 . 5 4 x 1 0 s 3 . 2 3 x l 0 3 

L. helveticus C C D M 82 1 . 0 0 x 1 0 s 1 . 0 0 x 1 0 * 1 . 0 4 x 1 0 s 0.3 1 . 5 8 x 1 0 s 1 . 0 2 x 1 0 s 

1.0 9 . 3 3 x 1 0 " 2 . 0 8 x 1 0 " 

L. helveticus C C D M 102 7.94 x 1 0 7 5 . 6 2 x 1 0 s 1 . 0 9 x 1 0 " 0.3 1 . 0 2 x 1 0 " 1 . 0 0 x 1 0 " 

1.0 1 . 0 0 x 1 0 " 3 . 8 0 x l 0 3 

Gast r i c f l u i d ( p H 3 + pepsin) and intestinal fluid ( p H K + b i l e salts+panereat in) . The exper iment was carr ied 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 
(Mamville et al. 2005). In general the survival of C C D M 
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 L'V-inactivatcd 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 

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 (E. coli I M 429, E. 
coll I M 430, Enterococcus faecalis I M 435, E. faecalis I M 
436, Salmonella spp. I M 423) were used. Clostridium difficile 
I M 66, Clostridium perfringens I M 72, Clostridium tyrohu-
tyricum I M 103, and C. tyrobutyricum I M 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). 

A l l tested strains were antagonistic against at least 
two indicator strains. The most effective strains, which 
inhibited at least 12 indicator strains, were L. acidophilus 
C C D M 149, L. gasseri C C D M 214, L. gasseri C C D M 215, 
L. gasseri C C D M 377, and L. helveticus C C D M 82 
(Table 3). A l l strains have shown antimicrobial activity, 
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Table 3 A n t i m i c r o b i a l ac t i v i t y of Lactobacillus C C D M strains 

Ind ica tor strain Lactobacillus strain tested 

L. acidophilus 
C C D M 109 

L. acidophilus 
C C D M 149 

L. gasseri 
C C D M 214 

L. gasseri 
C C D M 215 

L. gasseri 
C C D M 332 

L. gasseri 
C C D M 335 

L. gasseri 
C C D M 340 

L. gasseri 
C C D M 377 

L. helveticus 
C C D M 81 

L. helveticus 
C C D M 82 

L. helveticus 
C C D M 102 

L sakei ( A T C C 15521) I M 1 0 8 10 7 4 ft - - 5 7 - 5 -

L. reuteri I M 2 7 8 - - - 2 - - - 4 - - -

L. crispatus I M 3 0 0 - 4 1.5 0.5 - - - 3 - 0.5 -

L. reuteri I M 3 0 1 - 3 3 1.5 - - - 5 - 2 -

L. acidophilus I M 3 0 4 - - - - - - - - - - -

L. gasseri I M 3 4 0 3 4P 4P 2 P 2 - - 6P - 3P -

L. gasseri IM341 - - 2P 2 P - - - - - - -

L. johnsonii 1 M 3 4 5 - ft SP 4 P - - 0.5 5P - 5P -

L. delbrueckii spp. bulgaricus 5P 7P 7P 5P - - 5P ft 2 6P 5 
( A T C C 1 1 8 4 2 T ) I M 3 4 8 

L. delbrueckii ssp. delbrueckii 2 P 5P 5P ftP - 2 4P 7P - 5P -
( A T C C 9 6 4 9 ) I M 3 4 9 

L. sakei I M 3 9 8 - 4P 5P 3 P - - 2 5P - 2P -

C. difficile I M 6 6 - 4P 3P 2 - - - 4 - - -

C. perfringens 1 M 7 2 - 10 10 - 7 S S 10 - - -
C. difficile I M 8 3 - 4 3 3 P 3 - - 4 - 2 -
C. fyrobufyricum ( D S M 2637 ) - 3P 2 - - 2 - 3 - - -

I M 1 0 3 
C. tymbutyricum ( N C D O 1 754) - 2P 3 4 P - - - 10 - - -

I M 1 0 4 
S. aureus ( A T C C 29213 ) I M 3 5 3 - 4 5 - 3 3 5 4 - - -
E. coli I M 4 2 9 - - - - - - - - - - -
E. coli I M 4 3 0 - - - - - - - - - 2 -

E.faecalis I M 4 3 5 - 0.2 - - - - - 0.5 - - -

E.faecalis I M 4 3 6 - - - - - - - - - 5 -

£ enterica sv. T y p h i m u r i u m 3 - 0.5 - 2 - - 0.5 4 2 6 
I M 3 1 8 

S. sp. I M 4 2 3 - - - - 0.5 - - - - - -

£. co/i 0 1 5 7 : H 7 0.5 1 0.1 0.1 - 0.5 - 1 - - -

The exper iment was carr ied out tw i ce (d iameters o f i nh ib i t i on zone are g iven in mi l l imeters ) . 

P i nh ib i t ion zone const r i c ted in the presence o f prote inase K or t r yps in , — no inh ib i t i on zone detected 
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which was caused by substances sensitive to proteinase K 
and trypsin with the exception of L. gasseri C C D M 332, L. 
gasseri C C D M 335, L. helveticus C C D M 81, and L. helve
ticus C C D M 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. 
coll 0157:H7 incubated alone and with lactobacilli. 
Coincubation of E. coli 0157:H7 with Lactobacillus strains 
for 30 min decreased E. coli 0157:H7 adhesion to Caco-2 
cells. The results are expressed as the percentage of adhered 
E. coli 0157:H7 to total counts of added E. coll 0157:H7 to 
Caco-2 cells (Fig. 1). The figure contains data of a repre
sentative experiment. A significant decrease (7><0.05) in the 
number of E. coli 0157:H7 adhering to Caco-2 cells was 

observed with all lactobacilli. The degree of competitive 
inhibition of adhesion was strain-dependent. L. acidophilus 
C C D M 109 a n d i . helveticus C C D M 82 showed the highest 
degree of inhibition with respect to both trials. L. acidophi
lus C C D M 109 decreased the adhesion of E. coli 0157:H7 
2.9 and 2.4 times, and L. helveticus C C D M 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 C C D M 109, produced anti
microbial substances against E. coli 0157: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 C C D M 82, did not produce antimicrobial com
pounds against E. coli 0157: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 0157:H7 between the strains which produced anti
microbial substances against E. coli 0157:H7 in the agar 
spot test and between the strains which did not. Additional 
experiments are needed to determine the precise mechanism 
of inhibition. 

F i g . 1 The percentage o f 
adhered E. coli O l 5 7 : H 7 
incubated alone and wi th 
l a c tobac i l l i to total counts o f 
E. c o f c ' 0 1 5 7 : H 7 added to 
Caco2-ce l l s . The total count 
o f E. coli 0 1 5 7 : H 7 (100 % ) 
added To Caco2-ce l l s was 
4.5 x i o 7 C F U / m L . E a c h strain 
was tested i n f ive we l l s . A d h e 
s i o n tests were carr ied out i n 
two independent exper iments . 
T h e f igure conta ins the data 
f r o m a representative e x p e r i 
ment. A s ign i f i cant decrease 
( P O . 0 5 ) in the number o f E. 
coliO\51.Hl a d h e n n g t o C a c o -
2 cel ls was observed w i t h a l l 
C C D M lac tobac i l l i 

^ Springer 
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Conclusion 

In this work we tested Lactobacillus strains from C C D M 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 C C D M strains 
(survival in gastrointestinal fluid and competition assay) 
were found for L. acidophilus C C D M 109. However, L. 
acidophilus C C D M 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 C C D M 215 and L. acidophilus C C D M 
149 did not show very good survival and competition for 
adhesion ability (in comparison to L. acidophilus C C D M 
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 C C D M 82 pro
duced proteinaceous substances against five indicator strains 
and successfully inhibited the adherence ofi?. coli 0157:H7 
in the competition assay. With respect to the above-mentioned 
results, the strains L. gasseri C C D M 215, L. acidophilus 
C C D M 149, and L. helveticus C C D M 82 were selected for 
additional studies of antimicrobial activity and production of 
proteinaceous antimicrobial substances. 
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