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ABSTRAKT

V teoretické cCasti diplomové prace byly charakterizovany bakterie mlééného kvaSeni se
zaméfenim na druh Lactococcus lactis. Déle byly popsany metody izolace bakteridlni DNA,
polymerdzova fetézova reakce a jeji modifikace, zejména RAPD. Tato metoda byla popséna
v ramci identifikace a rozliSeni riznych kmenti laktokokt ¢i typizace bakterii mlé¢ného
kvaSeni. V praktické ¢asti byla provedena optimalizace metodiky izolace DNA z bakterii
rodu Lactococcus a dale srovndni fingerprintu 16 studovanych kment Lactococcus lactis
metodou RAPD s pouzitim riznych primert. Zavérem byly vyhodnoceny vysledky tykajici

se vzdjemného odliSeni poddruhti lactis a cremoris.

s 2

Klicova slova: Bakterie mlééného kvasSeni; Lactococcus lactis; Bakteridlni DNA;
Polymerazova tetézova reakce (PCR); Agardzova gelova elektroforéza; Polymorfismus

ndhodné amplifikované DNA (RAPD); RAPD profil

ABSTRACT

In theoretical parts of Master thesis the lactic acid bacteria were characterized with a view
to species Lactococcus lactis. Than the methods of isolation bacterial DNA, polymerase
chain reaction (PCR) and its modification especially RAPD were described. RAPD method
was characterized in terms of identification and separation of various strains of lactococci or
typing of lactic acid bacteria (LAB). In practical parts the optimalization of methodics
isolation DNA from bacteria of genus Lactococcus and subsequently the comparison of
fingerprint of 16 Lactococcus lactis strains tested by RAPD method using the various
primers were effected. At the conlusion the results of differentiation of species lactis and

cremoris were evaluated.

Keywords: Lactic Acid Bacteria; Lactococcus lactis; Bacterial DNA; Polymerase Chain
Reaction (PCR); Agarose gel electrophoforesis; Randomly Amplified polymorphic DNA
(RAPD); RAPD profile
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UvVoD

Vyznam bakterii mlécného kvaSeni spocivd v jejich dlouhodobé tradici
v potravindfském primyslu. Hlavnim znakem téchto bakterii je produkce kyseliny mlécné
jako hlavniho vysledného produktu fermentace sacharidi. Morfologicky se jednd o skupinu
grampozitivnich a obvykle kataldza negativnich kokli nebo tyCinek, které rostou za
mikroaerofilnich az striktné anaerobnich podminek a netvoii spory. Do této heterogenni
skupiny bakterii jsou ftazeny rody Bifidobacterium, Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Sporolactobacillus,

Strepcoccus, Weissella, Tetragenococcus a Vagococcus.

W v s s 2

Mezi ekonomicky nejvyznamnéjsi bakterie mléEného kvaseni patii bakterie rodu
Lactococcus. Vzhledem k technologickému vyznamu poddruhid L. lactis subsp. lactis
a L. lactis subsp. cremoris je tfeba tyto poddruhy vzdjemné odliSit. Za timto ucelem se
pouzivaji molekuldrné¢ diagnostické metody. Bézné pouzivanou metodou se stala

polymerdzova fetézova reakce.

V soucasné dobé€ je snahou mnoha pracovist’ vyvinout jednoduché metody k rozliSeni

obou poddruhti. Jednou z moznych metod je i RAPD s vyuzitim vhodnych primert.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BAKTERIE MLECNEHO KVASENI

Bakterie mlééného kvaSeni (BMK, LAB — Lactic Acid Bacteria) patfi mezi priimyslové
vyznamné mikroorganismy, které jsou celosvétové vyuzivany pii vyrobé fermentovanych
mléénych potravin a ndpoji. Homofermentativni a heterofermentativni kvaseni zptisobené
mlé¢nymi bakteriemi pii pfeméné sacharidi na kyselinu mléénou jsou dobie prozkoumany
a oba zplisoby kvaSeni byly popsdny v fad¢ studii. Ke vzniku charakteristickym ryst
produktu, jako jsou viné, textura a mnohdy i nutricni hodnota potravin, slouzi vhodné

uchovani a aplikace bakterii mlé¢ného kvaSeni [1].

Ze vSech bakterii mlé€ného kvaSeni je nejrozsdhleji studovanym mikroorganismem
Lactococcus lactis. Relativni jednoduchost metabolismu mikroorganismu L. lactis, pfi
kterém dochdzi k preméné¢ sacharidi na pyruvat, spocivd vtom, Ze vytvaii energii
pfedevSim pfes stupen fosforylace substratu. Vyznamnéj$i pralom pro pouZiti
mikroorganismu Lactococcus lactis jako pramyslového mikroorganismu spocival ve vyvoji

nékolika genetickych postupt, které vedly k blizsi charakterizaci téchto bakterii [1].

Mnoho zastupct bakterii mlécného kvaSeni hraje podstatnou roli v pribéhu mlé¢ného
kvaSeni, pfi némZ jsou tyto bakterie Casto pouzivany jako startérové kultury ve vyrobé
ruznych druhti syrt. V nékterych mléén€ kvaSenych vyrobcich se vyskytuji dalsi druhy
mlécnych bakterii, které byvaji oznacovéany jako sekundarni mikrofléra. Tyto ¢asto imysIné

ptidané bakterie produkuji Zddouci slouceniny aroma a oxid uhli¢ity [2].

1.1 Taxonomie a vlastnosti bakterii mlééného kvaseni

Pojem mlécné bakterie zahrnuje skupinu rodd s podobnymi fyziologickymi
a ekologickymi znaky. Jednd se o grampozitivni nesporogenni, mikroaerofilni bakterie.
Morfologicky se BMK fadi jak mezi koky, tak mezi tyCinky a obecné neprodukuji katalazu.
Nézev této skupiny bakterii je odvozen od jejich schopnosti fermentovat sacharidy na
kyselinu mlé¢nou (homofermentace) jako hlavni vysledny produkt. Pfi heterofermentativnim
kvaseni vznikaji kromé kyseliny mlécné rovnéz kyseliny jablecnd, jantarovd, mravenci,

octova, etanol a oxid uhli¢ity [3].
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Taxonomie bakterii mlé¢ného kvaseni je provazena velkymi zménami. Jednd se o velmi
heterogenni skupinu, do které patii rody Bifidobacterium, Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Sporolactobacillus,

Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus a Weissella [4].

MIécné bakterie jsou v piirod¢ ubikvitarné rozsitené, zejména v mistech s vysokymi
koncentracemi sacharidii, aminokyselin, vitamini a vys§i tenzi oxidu uhli¢itého. Tvoii
soucdst bakteridlniho osidleni respiratniho systému a dominantni ¢ast mikroflory traviciho
a urogenitdlntho traktu clov€ka i zvifat. Jsou také nalézdny v klinickém materidlu
humannitho a animdlntho pivodu. BMK jsou vyznamnou slozkou mikrofléry potravin
(fermentované mlécné vyrobky, fermentované maso a zelenina, tésto, ndpoje). Vybérem
vhodnych tzv. startérovych kultur pfi vyrobé fermentovanych produkta lze zajistit jejich
pozadované piiznivé organoleptické vlastnosti (chut, viini apod.). Bakterie mlé¢ného
kvaSeni vykazuji silny inhibicni efekt proti rastu a produkci toxinli ostatnich pfitomnych
bakterii. Téchto vlastnosti se vyuzivd ke zvySeni trvanlivosti a zdravotni nezdvadnosti

potravin. Pii baleni n&kterych druhil potravin v€etné masa a masnych vyrobkil jsou BMK

faktorem, ktery vyznamné ovliviiuje idrznost a senzorické vlastnosti potravin [5], [8].

Nékteré rody bakterii mlééného kvaseni jsou producenty bakteriocini. Jednd se
o slouceniny bilkovinné povahy, které vykazuji antibakteridlni aktivitu proti omezenému
spektru mikroorganismi, vétSinou uzce piibuznych s danym producentem. Rody
Lactobacillus, Enterococcus a Bifidobacterium jsou uzivany rovnéz jako probiotika s cilem

kompenzovat tc¢inky skodlivych faktort, ptsobicich na lidsky organismus [5].

1.2 Metabolismus bakterii mlééného kvaseni

s 2

Zakladnim rysem metabolismu bakterii mlééného kvaSeni je ucinnd fermentace
sacharidi spojend s fosforylaci substratu. Vznikly adenosintrifosfit (ATP) je nasledné

vyuZivany pro biosyntetické ucely [6].

Homofermentativni  bakterie mlécného kvaSeni (Pediococcus, Streptococcus,
Lactococcus) produkuji kyselinu mléénou jako hlavni nebo jediny konecny produkt
fermentace glukézy. Glykolyzou (Embden — Mayerhof — Parnasovou drdhou) vznikaji

z jednoho molu glukézy 2 moly kyseliny mlééné a 2 moly ATP.
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V nékterych ptipadech, pokud se zméni rastové podminky a substratem pro fermentaci je
pentdza, mize dojit ke zméné. Homofermentativni BMK pak utilizuji pent6zu stejné jako

heterofermentativni druhy [6].

Heterofermentativni BMK (Leuconostoc, Weissella a nékteré laktobacily) produkuji
z jednoho molu glukézy 1 mol kyseliny mlécné, CO, a etanolu a 1 ATP pomoci hexdza
— monofosfitové nebo pentézové drahy (obrdzek 1). Jiné hex6zy neZz glukdza, jako jsou
mandza, galaktéza a fruktéza, jsou rovnéZz fermentovidny mnohymi mlé¢nymi bakteriemi.
Metabolismus disacharidu laktézy se nejvice uplatiiuje v mlékdrenském pramyslu pti vyrobé
fermentovanych mlé¢nych vyrobkia. Laktéza vstupuje do buiiky dvéma moZnymi zptisoby,
a to bud’ s vyuZzitim nosice laktéza — permedzy nebo pomoci fosfoenolpyruvét depedentni

fosfotransferazy [6].

Stejn¢ jako vSechny ostatni bakterie mlécného kvaseni jsou laktokoky velmi ndrocné
na prostfedi, ve kterém rostou. Jejich rist vyzaduje pfitomnost proteinli, peptidd,
specifickych aminokyselin, derivatli nukleovych kyselin a vitaminti, z nichZ vSechny slouzi
jako stavebni jednotky v syntéze jejich vlastni buiiky. V mléce je koncentrace aminokyselin
leucinu, izoleucinu, valinu, histidinu a methioninu, které jsou zdkladem pro vétSinu
laktokokli, mén¢ nez 1 mg/l. Obsah volnych aminokyselin pivodné obsazenych v mléce
poskytuje dostate¢né mnozstvi dusiku, a to asi 2 %. Kasein, ktery tvoii az 80 % vSech

bilkovin mléka se po vy€erpani neproteinového dusiku stava jeho primarnim zdrojem [7].

Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis je schopen v mléce metabolizovat
citrdt. Kone¢nymi produkty metabolismu citrdtu jsou diacetyl, aceton, 2,3-butandiol,
kyselina octovd a oxid uhli¢ity, které ptispivaji k tvorbé chuti a vliné¢ fermentovanych
mlécnych vyrobkl. Citrat je bez modifikace transportovan do bunky. Tato reakce je

katalyzovana enzymem citrat permedzou [7].

Zvlastnosti nékterych bakterii mlééného kvaseni je zplisob umisténi genti zodpoveédnych
za n¢které metabolické aktivity (fermentace laktdzy, proteindzova aktivita). Informace pro
urCity metabolicky krok u nich nejsou lokalizované pouze na chromozomech, ale i na
plazmidech. Jejich obsah DNA v buiikdch se pohybuje okolo 1 — 3 %, vyjimecné az 20 %
celkové DNA hostitelské buniky [8].
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Obrazek 1: Homofermentativni a heterofermentativni mlé¢né kvaSeni [6].
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1.2.1 Elektronové akceptory BMK

Pro homofermentativni bakterie mlééného kvaseni mohou hriat v anaerobnim
metabolismu urcitych substrati podstatnou roli organické elektronové akceptory. Prikladem
takovychto vnéjsich organickych elektronovych akceptort jsou acetaldehyd, a-ketokyseliny,
citrat, frukt6za, fumarat a glycerol [6].

V reakcich s NADH oxiddzami vystupuje jako vnéjsi elektronovy akceptor kyslik, coz
miiZze byt pro bakterie mlééného kvaseni v mnoha piipadech vyhodné. Produkty reakce
mohou byt bud NAD" a H,O, nebo NAD" a H,O, a to v zévislosti na tom, zda enzym
zprostiedkovava dva nebo Ctyfi pfenosy elektroni. Mnoho mlécnych bakterii také vlastni
NADH peroxiddzu, kterd jako elektronovy akceptor vyuzivdi H,O,. BMK pak mohou

vyuzivat krom¢& pyruvétu jako elektronovy akceptor i acetylfosfat (pfesnéji jeho koenzym

—CoA) [6].

Bakterie mlécného kvaSeni vSak nevyZaduji jako vn&jsi elektronovy akceptor pouze
kyslik. Ke stejnému tcelu mohou slouzit i nékteré anaerobni organické slouceniny. Toto
plati zejména pro heterofermentativni mlééné bakterie. Pfitomnost nebo absence vnéjsiho
elektronového akceptoru rozhoduje, zda se vytvoii etanol (bez ATP) nebo acetat (1 ATP).

N¢ékteré heterofermentativni bakterie mlééného kvaseni tvoii nedostatek etanolu a jsou

proto na vnéjSim elektronovém akceptoru zavislé [6].

1.3 Vyznam a vyuziti bakterii mlé¢ného kvaSeni

Primyslové vyuziti bakterii mlééného kvaseni souvisi s jejich dlouholetou tradici,
kterd spocCiva ve vyuzivani rtiznych forem kvaseni. Ekonomicky vyznam bakterii mlé¢ného
kvaSeni spociva v jejich pfitomnosti v riznych druzich zdkvast a tést uzivanych pro vyrobu
zdkladnich druhli potravin. Startérové kultury mezofilnich laktokoki jsou vyuZivdny pfi

vyrob¢ Siroké Skély riznych druhti syrti, masla a fermentovanych mlék [9].

Napiiklad Lactococcus lactis je souCdsti mdslaiské kultury pouzivané k zakysani
smetany a nékteré kmeny L. lactis produkuji antibiotikum nisin, které se pouziva jako

pomocnd latka pfi konzervaci potravin.
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Streptococcus thermophilus je soucésti zadkvasi pro vyrobu ementédlského syra a spole¢né
s mikroorganismem Lactobacillus delbruecki subsp. bulgaricus zpravidla tvoii zéklad tzv.
jogurtové kultury. Lactobacillus helveticus je vyuzivan jako startérova kultura pro vyrobu

syré [10].

1.4 Rod Lactococcus

Lactococccus lactis je primarnim modelovym mikroorganismem patiici do skupiny
mlécnych bakterii, jenZ ma Siroké vyuziti ve vyrobé fermentovanych mlécnych vyrobkl
zahrnujicich kyselé smetany, cerstvé a mékké syry a rtzné tvrdé a polotvrdé syry.
Laktokoky jako startérové kultury hraji klicovou roli v ur€ovani kvality fermentovanych
mléénych vyrobkl, a to s ohledem na skladovatelnost, uchovéni a predevsim senzorickou

jakost [11].

1.4.1 Historicky vyvoj taxonomie Lactococcus lactis

sN 2

Prvni popis bakterii mlééného kvaSeni se datuje az k roku 1878, ve kterém byl popsan
organismus Bacterium lactis. V roce 1970 byly laktokoky popsdny jako tii razné druhy
streptokokit (Streptococcus cremoris, Streptococcus diacetylactis, Streptococcus lactis).
V roce 1985 Schleifer navrhnul, aby byl rod Lacotococcus ptifazen k nékterym druhiim
rodu Streptococcus a Lactobacillus (obrazek 2). K tomuto definovani doSlo na zdklad¢
chemotaxonomickych studii, které byly potvrzeny sekvencovanim 16S rRNA. Na zdklad¢
nékolika charakteristickych fenotypovych vlastnosti byly v rdmci Lactococcus lactis
klasifikovany poddruhy lactis, cremoris a lactis biovar diacetylactis. Pro nasledné analyzy
téchto mikroorganismi byly pouZity rizné metodiky vychézejici z molekuldrnich ptistupii
zahrnujici DNA hybridizaci, sekvencovdni genti a polymerdzou fetézovou reakci (PCR

— Polymerase Chain Reaction) [11].

V soucasnosti rod Lactococcus zahrnuje pét druhl; Lactococcus garvieae,
Lactococcus piscium, Lactococcus plantarum, Lactococcus raffinolactis a Lactococcus
lactis, ktery je rozliSovany do poddruhti L. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp. hordniae
(dtive Lactobacillus hordniae) a L. lactis subsp. lactis (diive Lactobacillus xylosus,

Streptococcus lactis) [12].
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Obrazek 2: Historicky piehled taxonomie mikroorganismu Lactococcus lactis [11].

1981-2004
Genomic
1878-1977 1974-1982 1985-1994 lineages Phenotypes
Streptococcus : Strepfococcus lactis Lactococeus laclis % S
cremoris (1919) subsp. cremoris (1982) subsp. cremoris (1985) oK1 ke
MG1363
Bacterium factis (1878) | | Streptococcus lactis | ML3C2
Streplococcus factis (1909) subsp. lactis (1982) NCDO 712
lactis
Lactobacillus xylosus > Lactococcus lactis NCDO 604
(1938) subsp. lactis (1985) KF147
including biovar KF282
Lactobacillus hordniae Streptococeus lactis Lactococeus lactis NCDO 2181 -
(1977) : hordniae (1982) ™| subsp. hordniae (1985) Sl i

1.4.2 Vlastnosti Lactococcus. lactis subsp. lactis a Lactococcus. lactis subsp.

cremoris

Laktokoky jsou grampozitivni koky pattici do skupiny bakterii mlé¢ného kvaSeni. Jsou
homofermentativni a produkuji vyhradné¢ L(+) izomer kyseliny mlécné. Nevykazuji

B-hemolyzu, jsou pouze slabé a-hemolytické [12].

Ve vztahu ke kysliku jsou fakultativné anaerobni, chemororganotrofni a k ristu
vyzaduji nutricné kompletni média. Laktokoky také netvoii spory, jsou nepohyblivé, bez
pouzder a obvykle jsou fazeny do sérologické skupiny N [13].

Lactococcus lactis subsp. cremoris vykazuje nckteré charakteristické vlastnosti,
kterymi se odliSuje od Lactococcus lactis subsp. lactis: ma nizs$i optimdlni teplotu ristu,
tvofi méfitelné mnoZzstvi CO,, morfologicky se zpravidla vyznaCuje vetSimi bunkami
a tvorbou delSich fetizki (tabulka 1, obrazek 3). Lactococcus lactis subsp. lactis je
v mlékdrenstvi nejrozsifenéjSim mikroorganismem. V Cerstvém, za hygienickych podminek
nadojeném mléce se velmi dobie rozmnoZuje a zpusobuje kvaseni. Je tedy neodmyslitelnou
soucasti Cistych mlékarskych kultur vyuzivanych pro vyrobu nékterych druhti kysanych
mlék, kysanych smetan a vétSiny druhti syri. Jeho bunky maji vejcovity tvar o pruméru
0,5 - 1,0 um a vétSinou se vyskytuji v parech nebo kratkych fetizcich. Charakteristické pro

néj je, Zze nefermentuje sacharézu nebo pouze v nepatrné mite.
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V mléku tvoii 0,8 — 0,9 % kyseliny mlécné a méné nez 10 % metabolitii jsou tékavé
kyseliny, zejména kyselina octova. Nestépi kyselinu citronovou, netvofi acetoin, diacetyl ani
CO,. V médiu nesnasi koncentraci NaCl 6,5 %, ale pti koncentraci 4 % roste dobfe.
Nékteré kmeny produkuji bakteriocin nisin, Vv potravinafstvi vyuZivany K inhibici
grampozitivnich bakterii, zejména anaerobnich sporotvornych bakterii, jako jsou napf.

klostridia [8].

Lactococcus lactis subsp. cremoris je mikroorganismus, ktery tvofi buiiky o priiméru
0,6 — 1,0 um (Casto jsou vetsi nez u Lactococcus lactis subsp. lactis ), které zlstavaji u sebe
ve sméru jejich d€leni, proto vznikaji dlouhé fetizky, Casto slozené i z vice nez 20 bungk.
V mléku tvofi asi 0,7 % kyseliny mlé¢né. Tento mikroorganismus tvoii mensi mnoZstvi
vedlejSich produkti, pficemz tvorba CO, je proménlivd. RovnéZz vytvari malé mnoZstvi
acetoinu a diacetylu. Roste jesté v médiu s obsahem 2 % NaCl, koncentrace 4 % NaCl je
vSak pro néj inhibi¢ni [8].

Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis ma podobné charakteristiky jako
Lactococcus lactis subsp. lactis s vyjimkou tvorby vétstho mnozstvi tékavych latek. Od
Lactococcus lactis subsp. lactis se 1iS{ dvéma znaky, jednak za pfitomnosti fruktzy vytvari
ptedevsim CO, a kyselinu octovou, jednak Stépi kyselinu citronovou, pii ¢emZ se ve zna¢né
mife tvofi acetoin. Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis byva vyuZivan
v ¢istych mlékatskych kulturdch, u kterych se vyZaduje tvorba aromatu (diacetyl) a tvorba

CO, neni na zavadu [8].

1.4.3 Izolace a vyskyt laktokoki

Bakterie rodu Lactococcus jsou obecné povazovany pro cClovéka za nepatogenni,

1 kdyZ byly izolovany z klinického materidlu, napt. z hemokultur [13].

Zpravidla se nachdzeji na rostlinich a kazi zvitat. Lactococcus plantarum byva
izolovany pfevazné z rostlin, Lactococcus garvieae zryb, zvitat a mléka a Lactococcus
piscium z lososa. Pfitomnost laktokokl v syrovém mléce vdéci zneciSténi z pice béhem
dojeni. Laktokoky, které se nejCastéji nachdzeji v Cerstvém mléce, syrech a dalSich mlé¢nych

produktech, jsou L. lactis subsp. lactis a L. lactis subsp. cremoris [12].
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Tabulka 1: Vybrané vlastnosti mikroorganismi Lacococcus lactis subsp. lactis a subsp.

cremoris [8], [13].

Lactococcus lactis subsp.
lactis

Lactococcus lactis subsp.
cremoris

Reakce na Gramovo
barveni

pozitivni

pozitivni

Tvar a usporadani
bunék

nesporulujici kokovité nebo
ovalné bunky v parech nebo rizné
dlouhych fetizcich

nesporulujici kokovité nebo
ovalné buiky v parech nebo
kratsich fetizcich

Vztah ke kysliku

fakultativn€ anaerobni

fakultativn€ anaerobni

Optimalni kultiva¢ni
teplota

30°C

30°C

Hlavni diagnostické
znaky

kataldza negativni, oxiddza
negativni, z argininu tvor{
amoniak

kataldza negativni, oxiddza
negativni, z argininu netvor{
amoniak

1-2 mm nepigmentované az
bézové okrouhlé kolonie

1-2 mm nepigmentované az
bézové okrouhlé kolonie

Vzhled kolonii s hladkymi okraji, lesklé, s hladkymi okraji, lesklé,
vypouklé kolonie. vypouklé kolonie

Vyskyt rostlinny materidl, mléko rostlinny material

Pousiti fermentované mlécné vyrobky, fermentované mlécné vyrobky

vyroba nisinu

s tahlovitou strukturou

Obrazek 3: Mikroorganismus Lactococcus lactis subsp. cremoris [14].

a) Vzhled povrchovych kolonii po aerobni kultivaci na M17 agaru s gluk6zou

(48 h pii 30 °C)
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b) Barveno podle Grama po aerobni kultivaci v M17 agaru s gluk6zou (18 h pii 30 °C),

zvétSeni 10 x 100

1.4.4 Proteolyticky systém Lactococccus lactis

Proteolyticky  systém organismu Lactococccus lactis zahrnuje membrinu
s lokalizovanou proteindzou, rozmanité peptidové transportni systémy a néckolik
intracelularnich peptiddz. Proteolytické produkty uvolnéné do prostfedi se pro dalsi
degradaci musi upravovat. PocateCni rist laktokoki v mléce zdvisi na obsahu
nebilkovinného dusiku. Jakmile je obsah nebilkovinného dusiku vy€erpdn, jedna z proteindz
(Prt) pozastavi rast bundk v mnoZstvi piibliznd 10° CFU/ml, zatimco degradace kaseinu
druhou proteindzou (Prt') umoZiiuje dalii rast bunék piesahujici mnozstvi 10° CFU/ml.
Tyto bakteridlni typy se mohou riiznymi zptisoby ovliviitovat. Mohou soutéZit o pristupnost
Zivin, jeden z nich miZe upravovat prostiedi zptisobem, ktery potlacuje dalsi riist nebo

miiZe produkovat ¢i uvolilovat slouceniny, které dalsi rast podporuji (komenzalismus) [15].

1.4.5 Produkce exopolysacharidii

Exopolysacharidové molekuly produkované rtznymi bakteriemi mlé¢ného kvaseni
predstavuji Sirokou Skdlu chemickych sloucenin, zahrnujici zmény ve sloZeni a vazbé
polysacharidu, vétveni polymeru a jeho délky. Tyto polymery hraji vyznamnou roli

v reologickych a texturnich vlastnostech fermentovanych produkta.
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Mohou byt také pouzity jako piirodni potravinové piisady, v soucasnosti vSak nahrazuji
pouziti stabilizatorti a zahuStovadel, které jsou produkované nepotravindiskymi bakteriemi.
Produkce exopolysacharidii mikroorganismem Lactococcus lactis je spojend s kmeny
izolovanymi z vysoce visk6znich fermentovanych mlécnych vyrobka. Specifické
exopolysacharidové geny jsou kdédovany na velkych plazmidech, které mohou byt
konjugované ptenesené z jednoho kmene laktokokii na dal$i. Timto pfedstavuji kapacitu

vyprodukovanych exopolysacharidii v pf{jmovém kmenu [16].

1.4.6 Pozadavky na Ziviny BMK

Laktokoky se zpravidla vyskytuji v omezenych lokalitdich bohatych na Ziviny. Postradaji
vSak razné biosyntetické drahy, takze pro svij riist potfebuji Ziviny, zejména aminokyseliny,
vitaminy skupiny B a kromé toho také sacharidy, fosfaty, draslik a hot¢ik. Mnoho gent
kédujicich anabolické enzymy byva lokalizovdno na plazmidech, které mohou béhem ristu
vymizet. Proto mnoZstvi Zivin, které kmeny laktokokt pottebuji, zavisi na zdroji, ze kterého
byly izolovany, na dob¢é uchovéni ve sbirce mikroorganismi a na tom, jaké médium bylo

pouzito k jejich udrzovani [17].

Aminokyseliny mohou byt doddvany bud’ ve form¢ volné nebo po hydrolyze kaseinu.
Dobry rtst laktokokd byl potvrzen v médiu, které obsahovalo 18 — 19 aminokyselin.
U vySetfovanych kmena Lactococcus lactis, byla v ptitomnosti 6 esencidlnich aminokyselin
potvrzena stimulace jejich rGstu. Mezi tyto esencidlni aminokyseliny, které stimuluji
poddruh L. lactis subsp. lactis patii: kyselina glutamov4, valin, methionin, histidin, leucin
a isoleucin. Poddruh L. lactis subsp. cremoris je navic kromé téchto aminokyselin
stimulovdn i1 prolinem a fenylalaninem. Né&které kmeny L. lactis subsp. cremoris také
potfebuji serin, tyrosin, lysin a alanin. Za koncentraci esencidlnich aminokyselin pod jejiz
hranici neni rast poddruhi L. lactis subsp. lactis a L. lactis subsp. cremoris optimdlni je

povaZovéna hodnota 10 — 80 mg.I'[17].

s 2

Krom¢ aminokyselin jsou pro rast bakterii mlééného kvaSeni esencidlni i nckteré
vitaminy skupiny B. Mnoho studii se shodlo na tom, Ze kyselina nikotinova (vitamin Bs),

kyselina pantotenova (vitamin Bs) a biotin jsou pro jejich rist esencidlni.
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Kyselina nikotinovéa je nezbytna pro syntézu NADP a kyselina pantotenova je kofaktorem
koenzymu A. Bylo také zjiSténo, Ze pro nckteré kmeny L. lactis subsp. lactis a L. lactis

subsp. cremoris jsou vitaminy thiamin (B;) a riboflavin (B,) esencidlni nebo stimulujici [17].

Minerélni latky, a zejména stopové prvky, vstupuji do médii v podob¢ necistot, které
jsou souddsti jejich slozek. Média bohatd na minerdlni litky obsahuji zejména (v ug.g”
hmotnosti suSiny) Fe (150), Cu (71), Mg (1270), Zn (74) a V (44). Urcité mnoZstvi
nékterych minerdlnich latek stimuluje rist L. lactis subsp. lactis a L. lactis subsp. cremoris

[17].
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2 POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE - PCR

Polymerazova tetézovd reakce — PCR (Polymerase Chain Reaction) je enzymova
metoda, kterd slouzi k syntéze definovaného useku DNA in vitro. Tato metoda, kterd
znamenala revoluci v metodice molekuldrni biologie, poskytuje az 10° ndsobné pomnoZeni
DNA béhem 2 — 3 hodin. Zdkladem je pouZiti neporuseného fetézce DNA, ktery ma byt
pomnozen. Dalsim dilezitym piedpokladem pro dsp&Snou reakci je navrzeni vhodnych
primerQi tak, aby byla zajiSténa specifita reakce. Pro dany dsek DNA jsou k dispozici
oligonukleotidové primery komplementdrni k 3" a 5” — koncovym sekvencim dseku, jenZ ma
byt amplifikovdn. Jednotlivé kroky amplifikace zahrnuji denaturaci templdtu, piipojeni
primerQl a extensi pfipojenych primerd DNA polymerdzou. Opakovéni téchto krokid vede
k syntéze segmentu s konci definovanymi primery, které jsou inkorporoviny do novée
vznikajicich molekul. Fragmenty této délky tvoii hlavni produkt reakce, ale kromé toho
vznikaji 1 delsi fragmenty DNA. Podil téchto fragmentti se vSak v pribéhu reakce sniZuje.
Pfi prvnim reakénim cyklu vznikaji delSi fragmenty neZ odpovidd vzdalenosti vymezené
zvolenymi primery. Ve druhém cyklu poskytuji tyto nové vzniklé molekuly jiz fragmenty
DNA pozadované délky. Delsi molekuly budou produkovény i naddle, ale jejich mnoZstvi

bude stoupat pouze linedrni rychlosti [18].

ProtoZe primery musi byt chemicky syntetizovany, PCR mulzZe byt pouzita pouze pro
klonovani DNA, u které zndme alesponi zacdtecni a koncovou nukleotidovou sekvenci.
Pomoci téchto primerd nasyntetizuje DNA polymerdza obvykle nékolik miliard kopii
pozadované sekvence. PCR je tedy velmi citlivd metoda, kterd umoziuje detekci jediné
kopie DNA ve vzorku tim, Ze tuto sekvenci namnozi do té miry, Ze ji miZeme po separaci

gelovou elektroforézou snadno detekovat [19].

2.1 Historie PCR

Polymerazova tetézova reakce je technika, kterd byla vynalezena vroce 1985
molekuldrnim genetikem Kary B. Mullisem, ktery byl pracovnikem biotechnologické firmy
Cetus Corporation v Kalifornii. Kary Mullis se zaslouZil o prvotni provedeni mnohondsobné
replikace in vitro ve zkumavce. Po dokonceni manudlu, vSak byla PCR technika pomala
a velmi naro¢nd na lidskou praci. Proto zacali védci spolecnosti Cetus hledat zptisoby,

kterymi by cely proces mohli automatizovat.
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Prvni termocykler ,,Pan Cyklus® zajistoval potiebu piidavku Cerstvého enzymu do kazdé
zkumavky po ohfivacim a chladicim procesu. V roce 1985 se spolecnost Cetus spojila se
spoleCnosti Perkin — Elmer a uvedla DNA thermocykler. V roce 1989 spole¢nost Cetus
ozndmila svou spoluprici s farmaceutickou firmou Hoffmann — La Roche na vyvoji
a komercializaci diagnostiky lidskych onemocnéni. Firma Roche po té zakoupila od

spole¢nosti Cetus patentovanou PCR a ptfidruzenou technologii za 300 000 000 dolara [20].

2.2 Izolace DNA

Prvnim krokem pfi praci s nukleovymi kyselinami je jejich izolace v nativnim stavu
z ptirozeného materidlu, v dostatecném mnoZstvi a Cistoté. Nejrozsifencjsi metody
pouzivané k izolaci DNA z nejraznéjSich organismii jsou klasické metody zaloZené na
fenolové extrakci. Vychozim materidlem mohou byt jednotlivé bunky (napf.
u prokaryotickych organismt), tkdn¢ a orgdny eukaryot, které jsou nejdiive
homogenizovany nebo ¢astice virt purifikované centrifugacnimi technikami. Obecny postup

izolace DNA je mozné rozdé&lit do n¢kolika kroki: [21].

» Rozruseni bunéénych stén. Zenzymi se v zdavislosti na chemickém sloZeni
bunéénych stén nejcastéji pouzivd lysozym a celuldzy, z detergentil je béZné
pouzivan dodecylsulfat sodny.

» Promichani lyzatu sroztokem fenolu, pfipadné se smési fenolu a chloroformu.
Chloroform denaturuje proteiny, rozpousti tuky a napomahd odd¢leni jednotlivych
fazi.

» Centrifigace. Pfi centrifugaci dochazi k oddé€leni spodni organické fize tvoiené
fenolem (pfipadné smési fenolu a chloroformu), mezifdze tvofené denaturovanymi
proteiny
a zbytky buné€k a horni vodné faze, v niz jsou rozpustény nukleové kyseliny.

> Vysrazeni DNA etanolem, piipadné izopropanolem. Uginnému vysrazeni DNA se
napomaha sniZzenim teploty a ptidavkem soli.

» Shromédzdéni precipititu DNA centrifugaci a rozpusténi ziskaného sedimentu ve

vhodném roztoku [21].
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Vedle metod zaloZenych na extrakci fenolem se pouZivaji rovnéZ metody zaloZené na
vysolovani proteinll a pieciSténi roztoku nukleovych kyselin srdzenim etanolem nebo

priachodem ptes chromatografické kolony [21].

2.3 Podminky a prubéh polymerazové iretézové reakce

2.3.1 Pozadavky na primery

Ve vétsing reakcei je vhodnd sekvence a koncentrace primer parametrem rozhodujicim
o uspéSném vysledku. Vhodné primery zpravidla obsahuji 18 — 24 nukleotid{i, neobsahuji
sekundarni strukturu, maji vyvdZzeny pomér G/C a A/T parG, nejsou vzijemné
komplementarni. Déle maji pfijatelnou teplotu tdni, kterd dovoluje jejich pfipojeni
k templatu (55 — 65 °C) a jejich optimdlni koncentrace v reakci je zpravidla 0,1 — 0,6 uM

(vyssi koncentrace mohou vést ke vzniku nespecifickych produkti) [18].

2.3.2 Termostabilni DNA polymerazy

Vzhledem k tomu, Ze se pfi PCR aplikuji teploty, pfi kterych dochdzi k inaktivaci
béznych enzymi, pouZivaji se termostabilni DNA polymerdzy izolované z termofilnich
bakterii. Prvni DNA polymerdza tohoto typu, Taq polymerdza, byla ziskdna z bakterie

Thermus aquaticus [22].

PCR tedy vyuzivd pro opakovanou syntézu obou vldken termostabilni DNA
polymerdzu. Jednd se o enzym, ktery ma pouze 5°—3” polymerdzovou aktivitu a postrada
3’—5" exonukledzovou aktivitu, coZ znamend, Ze tento enzym neni schopen opravovat
chyby vzniklé pii replikaci. Pouziti termostabilni DNA polymerdzy zajisStuje dostate¢nou
aktivitu enzymu po celou dobu amplifikace. Taqg DNA polymerdza m4 teplotni optimum pfti

75 °C a polocas inaktivace je pti 95 °C pftiblizn¢ 40 minut [18].

Komeréné dostupné termostabilni DNA polymerdzy se 1iSi ve specifickych
charakteristikach, ackoliv vSechny syntetizuji DNA pfii zvySenych teplotach. Kazdy enzym je
dodavan s optimalizovanym reakénim pufrem. Né&které enzymy se vyznaCuji schopnosti
kontroly, kterd opravuje Spatn¢ spojend mista v primer — templatovych interakcich u konce
37, Jiné DNA polymerdzy vykazuji aktivitu reverzni transkriptizy, ¢imZ je mozZnd
kontaminace RNA v DNA preparacich, coz mizZe vést ke vzniku anomadlnich fingerprintii

[23].
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2.3.3 Pribéh PCR

PCR se sestavd z n€kolika kroka. Prvnim krokem je denaturace, kdy se DNA po dobu
20 — 30 sekund zahtiva na teplotu 94 — 98 °C. Pfi této teploté se kvili zruseni vodikovych
mistkit rozvolituje dvousroubovice a oddéluje se od primert. Vznikd tak jednovldknova
DNA. Pfi nasledném kroku, kterym je nasednuti primera (hybridizace), se sniZi teplota na
50 — 60 °C, coz umoZznuje nasednuti primerd na specifickd mista DNA. Na primery se vize
polymeréza. Teplota pouZitd v zavérecném kroku, kterym je prodlouZend denaturace zavisi

na DNA polymeréze [24].

Pocet kopii useku DNA mezi dvéma primery (kazdy je komplementédrni k jednomu

vldknu dvouretézcové DNA) roste pii opakovani cykli geometrickou fadou [22].

Obrazek 4: Klonovani definovaného tseku DNA pomoci PCR [22].
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2.3.4 Termocykler

Termocykler je programovatelny termostat, ktery musi byt schopen pfechodu mezi
jednotlivymi teplotami. Hlavnimi pozadavky jsou tedy pfesnost teploty a rychlost piechodu

mezi jednotlivymi teplotami [18].

Ptesné hodnoty teploty a dobu trvani jednotlivych krokt je tieba optimalizovat podle
délky amplifikovaného dseku DNA a konkrétni sekvence primerd. Pro zahdjeni reakce
postacuje velmi malé mnozstvi vychozich molekul DNA. V pribéhu 20 — 30 cyklt dochazi
ke zdvojndsobeni a exponencidlnimu ndrtstu poctu tseki na DNA ohrani¢enych mistech,

k nimZ se ptipojily primery [21].

Reak¢ni teplota, které se skute¢né dosahuje béhem amplifikacnich cykld je rtiznd, a to
v zéavislosti na provedeni a modelu stroje, reZimu regulace teploty a pouZité nadobky

(mikrozkumavka, mikrotitra¢ni desticka) [23].

V soucasné dobé existuje celd fady vyrobctl téchto piistroji s riznymi typy temperance

a chlazeni v¢etné mechanického prendSeni mezi jednotlivymi ldznémi [18].

2.4 Modifikace PCR

Vedle standardniho provedeni existuje celd fada modifikaci polymerdzové fetézové
rekce. Jednd se napiiklad o obricenou neboli inverzni PCR (IPCR), pomoci niZ lze
amplifikovat dseky DNA o nezndmé sekvenci ohraniCujici na obou koncich DNA, jejiz
sekvence je zndma. Dalsi modifikaci je asymetrickd PCR, pfti které je pouZit pouze jeden
primer. VyuZivd se napf. pii automatickém sekvencovédni. In situ — PCR je metoda
umoznujici amplifikovat specifické sekvence nukleovych kyselin pfimo v bunkach nebo
cytologickych preparatech tkdni a chromozomi. Produkty reakce lze vizualizovat

specifickou sondou metodou hybridizace in situ nebo imunochemicky [21].

PCR - RFLP je metoda zaloZzend na amplifikaci definovaného fragmentu DNA
a nasledném Stépeni amplifikovaného produktu s jednim nebo vice restrikénimi enzymy
(RFLP — Restriction Fragment Length Polymorphisms). PCR — ribotypizace je technika,
kterd je variantou standardni ribotypizace s DNA fingerprinty vytvofenymi spiSe amplifikaci

nez enzymovym Stépenim.
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REP - PCR (Repetitive Extragenic Elements) je zaloZena na amplifikaci repetitivnich
extragenovych elemetl. Kratké extragenové opakované sekvence jsou piitomny v mnoha
mistech bakteridlntho genomu. Pocet a mista téchto opakovanych sekvenci jsou pro rizné

kmeny variabilni [23].

Mnohondsobnd (multiplex) PCR je takova varianta PCR, kdy je do reak¢ni smési
pfiddano nékolik parG primer rozpozndvajicich né€kolik rozdilnych cilovych sekvenci, coz
umoZziuje analyzu nékolika isekli DNA soucasné v jedné reakéni smési. Reakéni podminky
pro soucasnou amplifikaci vSech produkti je nutno empiricky optimalizovat. Hlavni
vyhodou této varianty jsou nizsi cenové ndklady nez pii samostatnych amplifikacich, a proto
se pouzivd pro vyhleddvani zmén na dlouhych udsecich DNA, testovani vzdjemné

nesouvisejicich oblasti na DNA a zejména pro amplifikaci vnittnich kontrol PCR [25].

2.5 Inhibitory PCR

Inhibitory pifitomné ve vzorcich ptfedstavuji pro PCR aplikace zna¢né problémy,
v jejichz disledku dochdzi k neZddoucimu vzniku negativnich vysledkd. Mezi inhibitory,
které mohou ovliviiovat PCR patif napt. Ca’" ionty, které jsou schopny vyvazovat MgCl,,
dile potom enzymy nukledzy, které degraduji cilové nukleové kyseliny, a nebo inhibitory,
které mohou piimo inhibovat DNA polymerézu. Inhibitory PCR je moZzné dle jejich pavodu
délit na intracelularni, které jsou soucdsti bunék mikroorganismti a extracelularni, které se
ddle dé€li na exogenni a endogenni. Piikladem endogennich inhibitordi miZe byt fenol
pouzivany pii izolaci DNA, enzymy, sodiumdodecylsulfat, t€Zké kovy ¢i ZluCové soli.
Diivodem pfitomnosti exogennich inhibitorti je zpravidla nedostateéné sterilni prace

v laboratofi [26].

2.6 Vyuziti PCR

Polymerazova tetézova rekce je specidlné vyuZzivand ve tiech aplikacich. Jednak mutze
byt pouzita pro klonovani iseku DNA (naptiklad genu), pficemz templitem mizZe byt jak
DNA, tak RNA. Pomoci PCR je tedy moZzné ziskat jak kopii genomové DNA, tak cDNA
(komplementarni, complementary DNA). Dal§im vyuZitim PCR, zvlast€¢ diky vysoké

citlivosti této metody, je detekce virové infekce jiz v poc¢ateCnich stadiich.
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Jako primery se pfi této reakci pouzivaji kratké iseky DNA odvozené z virové sekvence
a po nékolikandsobné amplifikaci 1ze dokdzat pfitomnost ¢i absenci teoreticky i jediné kopie
v malém vzorku krve. Velké pouZiti nasla PCR také v soudnim lékaistvi. Diky vysoké
citlivosti sta¢i pouze malé mnoZstvi vzorku — minimdlni stopy krve nebo tkané, které

obsahuji tfeba jen zbytky jediné bunky — ke spolehlivé identifikaci osoby, ze které vzorek
pochézi [19].

2.7 Identifikace a separace DNA

2.7.1 Gelova elektroforéza

Pro ucel rozdéleni DNA fragmentll se obvykle pouzivd gelovd elektroforéza, kterd
dokéze fragmenty rozdélit podle velikosti. DNA se diky svému negativnimu ndboji pohybuje
smérem ke kladné elektrodé, pricemz dlouhé iseky DNA se pohybuji pomaleji, protoZe jsou
v hustém gelu vice zpomalovany. Po urcité dobé se fragmenty v gelu rozdéli podle velikosti
za vzniku "Zebiiku". DNA vSak neni v agar6zovém gelu mozno vidét. Je proto nutné ji

néjakym zpusobem obarvit nebo oznacit. Jednou z citlivych metod detekce je smichani

DNA s latkou, kterd po navdzani na DNA fluoreskuje v ultrafialovém svétle [19].

Rozdélené fragmenty DNA Ize izolovat piimo z gelu a pouZit pro dalsi prace. Volbou
velikosti a koncentrace gelu lze zajistit vhodné podminky pro déleni fragmentl v riznych

rozmezich molekulovych hmotnosti.. Standardnimi agar6zovymi gely Ize snadno separovat

DNA velikosti 0,5 — 25 kb [18].

Tabulka 2: Rozmezi molekulovych hmotnosti DNA separovanych v gelu o rtiznych

koncentracich agarézy [18].

Koncentrace Rozmezi molekulovych hmotnosti
agarozy (% w/v) separace linearnich molekul DNA (kb)
0,3 5,0-20
0,6 1,0 -20
0,7 0,8-10
0,9 0,5-7
1,2 0,4-6
1,5 0,2-3
2,0 0,1-2
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3 POLYMORFISMUS NAHODNE AMPLIFIKOVANE DNA - RAPD

K rozliSovani izolath danych bakteridlnich druhi miZe byt pouZzito velké mnozstvi
biochemickych a molekuldrnich technik. Uvedeni polymerdzové fetézové reakce vedlo
k typizaci technik zaloZenych na amplifikaci DNA. Ndhodna amplifikace polymorfni DNA
(Randomly Amplified Polymorphic DNA, RAPD), také zndma jako APPCR (Arbitrarily
Primed — Polymerase Chain Reaction), je technikou, kterd se stdle Casté&ji pouzivd k typizaci
mikroorganismu, zvlasté klinickych izolata. Aplikace, potencidlni problémy a feSeni typizace

RAPD jsou stéle diskutovany [23].

3.1 Princip RAPD

Tato metoda, kterd patii mezi PCR techniky, byla poprvé publikovdna v roce 1990.
Vytvéii fylogeneticky konzervované produkty, specifické pro jedince, ndhodné rozdélené
v genomu templdtové DNA. RAPD umoziuje detekci rozdili v DNA polymorfismu mezi
organismy. Pfi RAPD jsou pouZiviany nidhodné generované kratké primery o délce 6 — 10
nukleotidii. Béhem reakce dochdzi k amplifikaci fady produktd, které se lisi délkou

a internim nukleotidovym sloZzenim [27].

Po provedeni agar6zové gelové elektroforézy jsou RAPD produkty viditelné v podobé

prouzki o rtizné velikosti. Soubor téchto prouzka se potom nazyva RAPD profil [28].

3.2 Parametry ovliviiujici RAPD typizaci

3.2.1 Templatova DNA

U kazdé DNA amplifikace miize ovliviiovat koncentrace templatové DNA pocet
produkti a mnoZstvi rozdilnych fingerprintii. Vysokd koncentrace templatové DNA mitiZe
mit za nésledek utlumeni pribéhu amplifikace, které se projevuje tvorbou mensich
fragmentti. K urychleni celkového ¢asu RAPD analyzy se vyuzivd templiatovd DNA
vyprodukovana z extraktu bun¢k. RAPD typizace by méla byt striktn¢ zaloZena na samotné
chromozomélni DNA. Uplné vylouéeni plazmidové DNA neni vzdy zaruéeno, ale jeji obsah
muiiZe byt minimalizovan pomoci riznych technik. Napiiklad rozfedénim DNA extraktu pred
amplifikaci 1ze zarucit, Ze jsou RAPD profily pouze minimdln¢ ovliviiovdny plazmidovou

DNA [23].
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3.2.2 Vybér primeru

Vybér a pouziti vhodného primeru patii mezi hlavni aspekty spravné provedené reakce.
RAPD profil je ovliviiovdn sekvenci, koncentraci a délkou primeru. Primery maji obvykle
délku 10 bazi. Kratkd délka motivu a vyrazné niz§i teplota annealingu zvySuji
pravdépodobnost nasednuti primeru na mnoha mistech molekuly DNA (primery jsou tzv.
nespecifické). Pro vybér primeru zpravidla neni potfeba zadné znalosti konkrétnich
sekvenci, prakticky je moZno pouZzit jakykoliv primer a rozhodujici je to, ktery z nich

vykazuje u studovanych vzorka polymorfni fingerprint [23].

3.2.3 Teplota a pocet cyklua

Nejcastéji pouzivanou teplotou annealingu pro RAPD amplifikaci je 37 °C. V piipadé
optimalizace byva volena teplota v rozmezi 32 — 40 °C. Vyssi teploty pfedstavuji negativni
disledek annealingu a ndsledné extenze. Pocet cykl, ktery se obvykle pohybuje v rozmezi
35 — 50 zfejm€ zasadnim zplUsobem neovliviiuje RAPD profil. Méné nez 30 cykli by vSak
mohlo vést k vymizeni n€kterych DNA fragmenti, doporucuje se tedy pouZivat program

s 35 cykly [28].

3.2.4 Vizualizace

Dilezitym, avSak cCastokrdt zanedbdvanym krokem RAPD typizace je vizualizace.
Vétsina RAPD profild je vizualizovdna pomoci etidiumbromidu (EtBr), ktery je zviditelni
prohlizenim pod ultrafialovym svétlem. Proto, aby nedoS$lo k vymizeni nékterych méné

intenzivnich fragment je nutné dodrZovat standardni podminky barveni [23].

3.3 Vyhody a nevyhody RAPD

RAPD techniky se osvédcily jako rychld a jednoduchd metoda identifikace genotypt,
pro porovndvani riznych populaci rostlin a ke studiu in vitro — a mezipopulacni variability.
Vyhody RAPD analyzy Ize spatfovat zejména ve skutecnostech, Ze neni poZadovand vysoka
kvalita DNA templdtu, mohou byt pouZity rychlé metody izolaci DNA; neni potieba

predeslé znalosti sekvenci genomové DNA.
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Naopak mezi nevyhody miiZzeme zatadit malou variabilitu a malou reprodukovatelnost mezi
laboratofemi. Vysledky se mohou liSit napi. podle délky primeru, teploty hybridizace,

pouzitého enzymu, reakéni smési ¢i typu pouZzitého termdlniho cykleru [27].

3.4 Pouziti RAPD

3.4.1 Vyuziti RAPD pro typizaci BMK

sN 2

Okolo tisice bakterii mlé¢ného kvaseni izolovanych z béZnych produktli, zejména syra,
byly identifikovdny a popsdny druhové specifickou PCR, respektive RAPD. RAPD profily
byly ziskdny s pouzitim primeru M13. K jedendcti hlavnim bakteriim mlé¢ného kvaseni,
které byly identifikovany pomoci RAPD-PCR patii Lactobacillus caseilparacasei,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus
delbrueckii, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus brevis, Enterococcus faecium,

Enterococcus faecalis, Streptococcus thermophilus a Lactococcus lactis [29].

Bakterie pouzité v této studii byly izolovany ze syrového mléka a syrti béhem rtznych
fazi jejich vyroby a zrani. Kmeny byly kultivovany pfi teploté 30 az 42 °C po dobu 16 — 18
hodin. Jejich Cistota byla kontrolovdna provedenim mikroskopického vySetieni. K izolaci
DNA bylo pouzito 100 — 200 ul ptfes noc narostlé kultury ve vhodnych médiich (piiblizné
10" CFU/ml). Genomova DNA vyizolovan4 z riiznych kmenii byla pouZita jako templat pro
PCR fingerprinty. Jako primer byl pouzit primer MI13 se sekvenci 5°-
GAGGGTGGCGGTTCT-3". Amplifikaéni reakce byly provedeny podle diive
optimalizovaného protokolu. RAPD produkty byly separovdny pomoci agar6zové gelové

elektroforézy [29].

Celkovd reprodukovatelnost RAPD — PCR reakci byla vétsi neZ 89 % a celkova
hodnota shlukové analyzy odpovidala koeficientu podobnosti 55 %. Numerickd analyza
normalizovala PCR identické fingerprinty vice nez 1 000 kment bakterii mlé¢ného kvasent,
které umoznily separaci profilii do jedenécti stejnorodych skupin. Podle typu kmenti byly
jednotlivé skupiny pfitazeny k L. casei/L. paracasei, L. plantarum, L. rhamnosus,
L. helveticus, L. delbrueckii, L. fermentum, L. brevis, S. thermophilus, E. faecium,

E. faecalis a L. lactis.
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Pfiblizn¢ 4 % studovanych kmenii nebyly systémem piesné rozpoznatelné, protoze jejich
RAPD profily nebyly pfitomny v knihovné. Toto byl ptipad napiiklad dvou atypickych

kment Lactobacilus casei [29].

3.4.2 Aplikace RAPD Kk identifikaci Lactococcus lactis

Vzhledem k odliSnym technologickym vlastnostem mikroorganizmti Lactococcus lactis
subsp. lactis a Lactococcus lactis subsp. cremoris je nezbytné od sebe oba poddruhy odlisit.
Tradi¢n¢ jsou pro odliSeni L. lactis subsp. lactis a subsp. cremoris pouzivany ristové
a biochemické charakteristiky, jako je rtst pii odliSnych teplotach, tolerance ke zvySenym
koncentracim chloridu sodného a schopnost hydrolyzovat arginin. Tento zplsob identifikace
je Casove ndrocny a nemusi byt zcela spolehlivy. Proto se pouzivaji rychlejsi molekularni
metody. Za timto ucelem lze pouZzit metodu RAPD pro typizaci souboru kmend L. lactis.
Pro typizaci byla pouzita sada sedmi RAPD primert. Kmeny byly analyzovéany také pomoci
PCR s druhové a poddruhové specifickymi primery. Na zdklad€ hodnoceni vzniklych RAPD
profild byly kmeny rozdé€leny do dvou skupin. Prvni skupina byla tvofena kmeny zatazenymi
na zdklad¢ amplifikace s druhové a poddruhové specifickymi primery do poddruhu L. lactis
subsp. lactis. Druha skupina byla vytvofena kmeny zafazenymi na zdkladé PCR s druhové

a poddruhové specifickymi primery do poddruhu L. lactis subsp. cremoris [30].

Kmeny Lactoccocus lactis subsp. cremoris jsou Casto vyuZivané jako startérové
kultury, jez se uplatiuji pfi vyrob¢é fermentovanych mléénych vyrobki. Jejich metabolické
produkty se piimo nebo nepiimo podileji na ovlivnéni textury, chuti a viné findlnich
vyrobkl. Nicméné¢ uspéSnd fermentace u béznych vyrobkl zdvisi na pouziti téch

WV s

nejefektivnéjSich kmenti [2].

Ze vSech pouzitych kmenli byla genomovd DNA vyizolovdna pomoci fenol
— chloroform — izoamylalkoholové extrakce. Jako primery byly pouZity primery P2
(sekvence 5’-GATCGGACGG-3’), P15 (sekvence 5-CTGGGCACGA-3’), P16 (sekvence
5-TCGCCAGCCA-3’), P17 (sekvence 5’-CAGACAAGCC-3’). Primery P15, P16, P17
byly vybrédny pro jejich schopnost odliSit L. lactis subsp. lactis od L. lactis subsp. cremoris,

zatimco primer P2 byl zvolen ndhodné [2].
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Vysledkem pouZziti jednotlivych primerti pro vSechny izoldty byly specifické RAPD
profily. V téchto profilech se pocet DNA prouzkl o rGznych molekulovych hmotnostech
pohyboval vrozmezi 7 — 17. Ziskané polymorfni prouzky DNA byly vyuZity ke zjiSténi
rozmanitosti mezi testovanymi kmeny. Shlukova analyza potvrdila dvé skupiny. Skupina I
se sestdvala z referenénitho kmene L. lactis subsp. cremoris NIZO B64 a skupina II se
sestavala ze Sesti velmi podobnych, ale neidentickych izolatt C1, C6, C8, C9, C10 a C11.
U izolati byla shleddna nejméné¢ 76 % podobnost s referen¢nim kmenem, takze se
pravdépodobné jednd o L. lactis subsp. cremoris. V rdmci druhé skupiny bylo mozné
rozliSit izolaity C1 a C6 od jinych. Ackoliv se znacné liSily, izolity C1 a C6 byly
referencnimu kmenu L. lactis subsp. cremoris NIZO B64 vice podobné nezZ izolaty C8, C9,
C10 a C11. Vysledky provedeného experimentu signalizuji, Ze néktery z C8, C9, C10 a C11
izolatd ziskanych z béZzné€ vyuZivanych kultur miZe vykazovat urCité nové charakteristické

rysy, které mohou ptedstavovat potencidlni hodnoty v mlécnych fermentacich [2].

3.4.3 Sledovani L. lactis subsp. cremoris pomoci primeri HdiR a No.125

Probiotika jsou Zivé mikrobidlni kultury, které prosp&Sn¢ pisobi na svého hostitele,
a to zlepSovanim jeho mikrobidlni rovnovahy. Nejpouzivan¢j$imi probiotickymi bakteriemi
jsou laktobacily a bifidobakterie, které byly izolovany z lidského intestindlniho traktu.
Existuji studie prokazujici prosp€Sny ucinek téchto druhii na lidské zdravi. Na rozdil od
toho vSak existuje pomérné mensi mnoZstvi studii o probiotické aktivité¢ laktokoku, které
nejsou povazovany za prirozené obyvatele lidského gastroinstetindlniho traktu. Nicméné se
v posledni dob¢ hovoii o tom, Ze Lactococcus lactis byl izolovany z lidského intestindlniho
traktu. Mimo to nékolik studii poukazuje i na to, Ze n€které laktokoky vyzaduji specifické

podminky gastroinstetindlniho traktu jako jsou nizké pH a piitomnost Zluci [31].

K reakcim byla pouzita genomovd DNA (purifikovand z Cistych kultur). Pro RAPD
reakci byly pouzity pary primerd HdiR a No.125. Specifika navrhovaného péru primert
HdiR byla testovdana s DNA extrahovanou z 23 kmenil L. lactis subsp. cremoris a dalSich
5 kmenti laktokokl obsahujicich L. lactis subsp. lactis. Par primert HdiR byl navrzen podle

HdiR sekvence genu L. lactis subsp. cremoris MG1363 jako cilového genu.
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Alikvoty amplifikovanych produkti byly podrobeny gelové elektroforéze. Pro navrh
kmenov¢ specifickych primera L. lactis subsp. cremoris, bylo vybrdno nékolik gend, které
predstavovaly nizkou podobnost mezi piibuznymi nukleotidovymi sekvencemi L. lactis
subsp. cremoris a L. lactis subsp. lactis registrovanymi v databdzi. Od 16S rRNA sekvence

vykazovaly tyto poddruhy vyznamné podobnosti (asi 86 %) [31].
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4 CILPRACE

Grampozitivni bakterie Lactococcus lactis patii do skupiny bakterii mlééného kvaSent,
které hraji kliCovou roli v potravindtském pramyslu pii vyrobé fermentovanych mléénych
vyrobki. Cilem této diplomové prace bylo vzhledem k technologickému vyznamu poddruhti
L. lactis subsp. lactis a L. lactis subsp. cremoris zjistit metody jejich identifikace a odliSenti,

a to ve spolupréci se Sbirkou kultur mlékaiskych mikroorganismii Laktoflora® Tébor.

Pro dosaZeni cila bylo tfeba:

s 2

= zpracovat literdrni reSerSi tykajici se charakteristiky bakterii mlécného kvaseni
s podrobnéjsim zamétenim na druh Lactococcus lactis.

= popsat metodu polymerazové fetézové reakce a jeji modifikace, zejména RAPD.

z Wz

Pro zpracovani praktické ¢asti diplomové prace bylo nutné naplnit tyto dil¢i cile:

» optimalizovat metodiku izolace DNA z bakterii rodu Lactococcus s vyuZitim fenol
— chloroformové extrakce.

* provést srovnani fingerprintu 16 studovanych kmenl Lactococcus lactis metodou
RAPD s pouzitim riznych primerd.

» na zdklad¢ teoretické Casti a vysledkli praktické ¢asti formulovat zavéry tykajici se

RAPD profilu studovanych kment rodu Lactococcus.
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II. PRAKTICKA CAST
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5 MATERIAL A METODY

5.1 Bakterialni kultury

Pro studium byly pouzity kmeny Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis
subsp. cremoris a Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis, které byly ziskdny
ze Sbirky kultur mlékaiskych mikroorganismii Laktoflora® Tabor (CCDM - Cultures

Collection of Dairy Microorganism Laktoflora®).

Tabulka 3: Seznam studovanych kment laktokok

Kmen Zdroj
Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48 horské porosty CR
Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 53 silaz, VUC CR
Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141 neuveden
Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 354 neuveden
Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 412 neuveden
Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 414 neuveden
Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 418 neuveden
Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 421 neuveden
Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 neuveden
Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 885 neuveden
Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 890 neuveden
Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946 neuveden
Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 1004 mlécnd kultura
Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 1005 mlécnd kultura
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis neuveden
CCDM 823
éc(zjcltjol\c/loigg% lactis subsp. lactis biovar diacetylactis mléénd kultura
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5.2 Pouzité roztoky a média

5.2.1 Kultivaéni média a roztoky k izolaci bakterialni DNA

» MRS bujén s 0,5 % glukdzy
MRS bujén (HiMedia, Bombai, Indie) byl pfipraven dle nivodu vyrobce za soucasného
pfiddni glukézy (Lach — Ner, Neratovice, CR) v takovém mmnoZstvi, které odpovida

pozadované koncentraci 5 g/l.

» Fyziologicky roztok (0,8 % NaCl)
Fyziologicky roztok byl pfipraven rozpusténim 8 g NaCl (Lach — Ner) v 1 1 destilované

H,0 a sterilizovan v autoklavu.

» Lyzac¢ni roztok se sachar6zou
Pro piipravu 30 ml lyza¢niho roztoku se sachar6zou bylo smichdno 17,55 ml roztoku
sachar6zy (Lach - Ner), 0,99 ml roztoku NaCl, 0,6 ml EDTA (kyselina
etylendiamintetraoctova) (Lach — Ner), 0,3 ml Tris pufru (SERVA, Heidelberg, Némecko)
a doplnéno 10,56 ml H,O.

» Roztok lysozymu
Roztok lysozymu o koncentraci 50 mg/ml byl pfipraven rozpusSténim 0,05 g lysozymu

(SERVA) v 1 ml destilované H,O. Roztok byl ptfipravovan vzdy Cerstvy.

» 20 % SDS
20 % roztok SDS (sodiumdodecylsulfat) byl pfipraven rozpusténim 20 g SDS (SERVA)
v 80 ml destilované H,O.

» Proteindza K
Roztok proteindzy K o koncentraci 1 mg/ml byl pfipraven rozpuSténim 1 mg proteindzy
K (SERVA) v 1 ml sterilni destilované H,O. Takto pfipravenou proteindzu K je mozné

dlouhodobé& uchovavat pfi teploté — 20 °C.

> Fenol - chloroform

Smés fenolu (SERVA) a chloroformu (Lach - Ner), byla pfipravena v poméru 1:1.

» CIZ (chloroform — izoamylalkohol)
Smés chloroformu (Lach — Ner) a izoamylalkoholu (SERVA) byla pfipravena jejich

smichdnim v poméru 24:1.
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» 3 M octan sodny
3 M octan sodny byl pfipraven rozpusténim 40,81 g trihydratu octanu sodného (Lach

— Ner) v 80 ml destilované H,O a nésledné byl sterilizovan v autoklavu.

» TE pufr
TE pufr byl pfipraven smichdnim 10 mM Tris — HCl (SERVA) a 1 mM EDTA (Lach
— Ner).

5.2.2 Roztoky pro agarézovou gelovou elektroforézu

» Nanaseci pufr
NanasSeci pufr byl pfipraven smichdanim 6x LB pufru (BioLabs, New England, UK) a steriln{

destilované H,O v poméru 1:5.

» Marker 100 bp
Pouzity 100 bp marker byl pfipraven smichanim 196 ul sterilni destilované H,O, 24 ul 10x
LB pufru (BioLabs) a 20 ul Ladder pufru (BioLabs).

» Etidiumbromid
Pro barveni agar6zového gelu byl pouZzit etidiumbromid (SERVA) o celkové koncetraci

1 pul/ml gelu. Etidiumbromid je mutagen (ochranné rukavice).

» 0,5 x TBE pufr
0,5 x TBE pufr byl pfipraven smichdnim 50 ml 10x koncentrovaného TBE pufru (SERVA)
a 950 ml destilované vody.

5.3 Piiprava kultiva¢niho média a kultivace bakterialnich bunék

5.3.1 Piiprava MRS bujonu s glukézou

MRS médium bylo pfipraveno rozpusténim 13,79 g MRS broth v 250 ml destilované
vody a néslednym ptidanim 1,25 g gluk6zy (mnozstvi, které odpovida vysledné koncentraci
5 g/l). Po rozpipetovani média do zkumavek po 10 ml byla provedena jeho sterilace

v autokldvu. Sterilacni reZim odpovidal teploté 121 °C po dobu 30 minut.
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5.3.2 Kultivace bakterii

Bakteridlni bunky byly naockovany do 10 ml MRS bujénu s glukézou a kultivovany
v termostatu pii teploté¢ 30 °C po dobu 48 hodin. Po prob&hlé kultivaci vytvaiely buiiky

v MRS bujénu u dna zkumavky husty mlécné zbarveny zédkal.

5.4 1Izolace bakterialni DNA

5.4.1 Lyze bunék, izolace a purifikace bakterialni DNA
(modifikace metody dle Prodélalova [32])

1. Z kultury narostlé v MRS médiu bylo odpipetovano 1,5 ml do eppendorfkovych
zkumavek a centrifugovano 5 minut pti 3500 ot./min.

2. Po odstranéni supernatantu byl pelet dvakrdt promyt fyziologickym roztokem
a zcentrifugovan 5 minut pti 3500 ot./min.

3. Pelet byl resuspendovan v 500 ul lyza¢niho roztoku se sachar6zou.

4. Nésledn¢ bylo pfiddno 10 upl cCerstvé piipraveného lysozymu (koncentrace
50 mg/ml). Pfi teploté 37 °C byla inkubace prodlouzena ptes noc.

5. Bylo pfiddno 100 pl 20 % SDS, promichdno a inkubovédno pfi teploté 55 °C 30
minut.

6. Bylo ptfiddno 5 pl proteindzy K (koncentrace 1 mg/ml), promichdno a inkubovédno
pii teploté 55 °C 1 hodinu.

7. Byl pfidan stejny objem fenolu a vSe bylo promichdno 4 minuty plynulym kyvavym
pohybem a zcentrifugovano 5 minut pii 3500 ot./min. Horni vodnd fize s DNA
byla opatrné¢ odebrdna do Cisté zkumavky. Nesmi byt odebrdna proteinova
mezivrstva.

8. Byl pfiddn stejny objem smési fenol — chloroform, promichdno 4 minuty plynulym
kyvavym pohybem a zcentrifugovdno 5 minut pifi 3500 ot./min. Horni vodn4 faze
s DNA byla opatrné¢ odebrédna do Cisté zkumavky. Nesmi byt odebrdna proteinova
mezivrstva.

9. Byl pfidan stejny objem CIZ a smés byla promichdna 4 minuty plynulym kyvavym
pohybem a zcentrifugovana 5 minut pti 3500 ot./min. Horni vodna fiaze s DNA byla

opatrné¢ odebrdna do Cisté zkumavky. Nesmi byt odebrdna proteinova mezivrstva.
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10. Horni faze s DNA byla odebrana do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml. Byla pfiddna
1/10 objemu 3 M octanu sodného a 2,5 objemu na — 20 °C vychlazeného 96 %
etanolu. Nasledné byla provedena inkubace pies noc pii — 20 °C.

11. Byla provedena centrifugace pti 10 000 ot./min po dobu 30 minut pii 4 °C.

12. Byl odstranén supernatant. DNA byla vysusena a rozpusténa v 50 — 100 ul TE
pufru. DNA je moZzné kratkodobé uchovévat pii teplot¢ 4 °C. Dlouhodobé je

vhodné uchovani v — 20 °C.

5.5 Amplifikace DNA

DNA amplifika¢ni reakce byly provedeny v termocykleru DNA Engine PTC — 225 Bio
— Rad Thermal Cycler v celkovém objemu amplifika¢ni smési 15 pl. Jednotlivé komponenty
PCR amplifika¢ni reakce (MgCl, a Fast start Master Mix) byly poskytnuty firmou Roche
Diagnostics, Praha, CR a pouZité primery (PALA 4 a PALA 14) byly syntetizovéany firmou
KRD molecular technologies, Praha, CR. Pro providéné reakce byly amplifikaéni smési

pfipravovany ve form¢& master mixd.

5.5.1 Polymerazova retézova reakce s primery PALA 4 a PALA 14

Pouzité primery — PALA 4 (5-CTTCAACAGACAAGTCC-3) a PALA 14
(5-GATAAATGATTCCAAGC-3") byly odvozeny od sekvence acmA genu, ktery kdduje
enzym N-acetylmuramiddzu. Tento enzym je specificky pro druh Lactococcus lactis. Po
provedeni PCR s primery PALA 4 a PALA 14 byl u tohoto druhu s pomoci agar6zové
gelové elektroforézy detekovén fragment, jehoz délka byla 1 131 bp [33].

Amplifika¢ni reakce byla provedena za téchto podminek: Pocate¢ni denaturace pii
teploté 94 °C po dobu 5 minut nasledovana 30 cykly denaturace pii teploté 94 °C po dobu
1 minuty, annealingu pfi teploté 45 °C po dobu 1 minuty a syntézy pfi teploté 68 °C po

dobu 2 minut. V poslednim cyklu programu byl krok syntézy prodlouzen na 7 minut.
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Tabulka 4: SloZeni amplifika¢ni smési pro PCR s pouZzitim primertt PALA 4 a PALA 14

Slozka PCR smési Objem
H,O 5,6 ul
Fast start Master Mix 7,5 ul
Primer Pala 4 (0,01Nm) 0,3 ul
Primer Pala 14 (0,01Nm) 0,3 ul
MgCl, 0,3 ul
Templatovd DNA 1,0 ul

5.5.2 Nahodné amplifikovana polymorfni DNA (RAPD)

Pro RAPD typizaci bylo pouzito Sest primera (P16, P17, P2, Perl, CC1 a CORRI1)
o délce 10 nukleotidt, jejichz piesna charakteristika je uvedena v tabulce 5. MgCl, a ANTP
pro RAPD typizaci byly doddny firmou Roche Diagnostics, Praha, CR, Taq pufr a Taq
DNA polymeraza byly ziskdny od firmy BioLabs, New England, UK, pouZité primery byly
poskytnuty firmou KRD molecular technologies, Praha, CR.

Tabulka 5: Charakteristika pouzitych RAPD primert [2], [34], [35], [36].

Nazev Sekvence Zdroj

P16 5-TCGCCAGCCA-3~ SamarZija a kol., 2002
P17 5"-CAGACAAGCC-3° SamarZija a kol., 2002
P2 5"-GATCGGACGG-3° SamarZija a kol., 2002
Perl 5"-AAGAGCCCGT-3 Peréz a kol., 2002

CCl1 5-AGCAGCGTGG-3"° Cocconcelli a kol., 1995
CORRI1 5-TGCTCTGCCC-3" Corrorel a kol., 1999

Amplifikacni reakce byla provedena za téchto podminek: pocédtecni denaturace
94 °C/4 min, ndsledovand 35 cykly denaturace pii teploté¢ 94 °C po dobu jedné minuty,
annealingem pii teploté 37 °C po dobu jedné minuty a syntézou pfi teploté 72 °C po dobu
dvou minut. V poslednim cyklu programu byl krok syntézy prodlouzZen na 7 minut.

Konkrétni sloZeni amplifikaéni smési po optimalizaci zobrazuje nasledujici tabulka.
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Tabulka 6: SloZeni amplifika¢ni smési pro RAPD

Slozka RAPD smési Objem
H,O 10,0 pl
Taq pufr 1,5 pl
MgCl, 1,0 ul
dNTP 0,3 ul
RAPD primer (1 pg/ul) 1,0 pl
Taq DNA polymerédza 0,6 ul
Templdtovd DNA 0,6 ul

5.6 Agarozova gelova elektroforéza

Agarézova gelova elektroforéza byla vyuzita jednak k ovéfeni pfitomnosti a kvality

vyizolované DNA, jednak k detekci RAPD produkti.

5.6.1 Priprava agarézového gelu

Pro ptipravu 1 % agar6zového gelu bylo odvazené mnozstvi agar6zy (Cambrex — Bio,
Rockland, USA) do pfiislusného objemu (dle velikosti pouzité vany) 0,5x TBE pufru.
Vznikld smés byla za obcasného michidni rozpusténa v mikrovinné troub€, proces
promichédni je nutné opakovat alesponi tiikrat. Doba zahtivini je rtiznd, a to v zdvislosti na
pouzitém objemu, vykonu mikrovinné trouby a také dané koncentraci agarézy. Pii
spravném rozpusténi se v roztoku ani na sténach nddoby nesmi vyskytovat krystalky. Takto
pfipraveny roztok agar6zy byl samovolné zchlazen na teplotu pfiblizné 50 — 55 °C. Poté
bylo k roztoku pfiddno dané mnoZstvi etidiumbromidu a roztok byl nalit do pfipravené
elektroforetické vanicky s pfipravenym hiebenem. Hotovy polymerizovany gel je mozné pti

teploté 4 °C kratkodob¢ prechovavat v polyethylenové folii.

5.6.2 Nanaseni vzorku a prubéh agarézové gelové elektroforézy

Ptiprava vzorkl k jejich naneseni na agarézovy gel spocivala ve smichdni daného
mnozstvi DNA nebo PCR ¢i RAPD produktu s nandSecim pufrem. Ke zhodnoceni
ptitomnosti DNA byly vzorky nandSeny na gel v celkovém objemu 15 ul (5 ul DNA, 5 ul

sterilni destilované vody a 5 ul nandSeciho pufru).
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Ke zhodnoceni RAPD produktu byly vzorky nandSeny v celkovém objemu 20 ul (15 pl
RAPD produktu a 5 pl nanaSeciho pufru), a to vZdy ve sméru zleva doprava, pficemz do
prvni jamky bylo naneseno 15 pl 100 bp markeru. V elektroforetické vané byl agar6zovy
gel zalit 0,5x TBE pufrem.

Elektroforéza byla provedena v elektoforetické vané Owl (Portsmouth, USA)
s pouzitim zdroje elektrického proudu MP — 300 N (Major Science, USA) pii konstantnim
napéti 100 V. Ostatni veli¢iny byly nastaveny tak, aby nebyly pro pribéh elektroforézy
limitujici. Separace probihala tak dlouho, dokud bromfenolovd modf obsazend v nandsecim
pufru nedoputovala do % az 3 gelu. Obarveny gel byl prohlizen na transilumindtoru
ULTRA LUM (USA) a pro dokumentaci byl vyfotografovian fotoaparitem Canon Power
Shot G6 s UV filtrem.

5.6.3 Hodnoceni gelii

Digitalizované fotografie byly zpracoviany pomoci analytického softwaru ULTRA
QUANT, verze 6.0 (Ultra Lum.Inc. Clavermount, USA). K vypoctu velikosti frakci DNA
byl pouzit 100 bp DNA marker s fragmenty DNA o velikosti (bp):1 517, 1 200, 1 000, 900,
800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100. Pii elektroforéze izolované DNA byl pouzit 1 kb
marker s fragmenty o velikosti (kb): 10,0; 8,0; 6,0; 5,0; 4,0; 3,0; 2,0; 1,5; 1,0; 0,5.

Analyzované gely byly statisticky vyhodnoceny metodou shlukové analyzy (praméry
mezi skupinami, Euklidovské vzdélenosti) v programu Unistat, v.5.5., pomoci které byly

sestrojeny dendrogramy.
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6 VYSLEDKY

6.1 Kultivace, morfologicka a mikroskopicka charakteristika

Lactococcus lactis

Po probéhlé 48 hodinové kultivaci pfi teploté 30 °C vytvatfely buiiky v MRS bujénu
$s0,5 % glukézy u dna zkumavky husty mlécné zbarveny zdkal. Kultury, které narostly

v MRS médiu s 0,5 % glukézy byly kiiZovym roztérem naoCkovany na MRS agar s 0,5 %
glukdzy a kultivovany pfi teploté 30 °C po dobu 48 hodin (obrazek 5).

Morfologie studovanych kment laktokokt byla provedena vizudlné a vzhled kolonii byl
zaznamendn do tabulky. Pro mikroskopickou charakteristiku byl z narostlé kultury
pripraven preparat barveny podle Grama, ktery byl prohlizen pod mikroskopem s pouzitim
imerzniho objektivu pii zvétSeni 1000x (tabulka 7).

Obrazek 5: Kmen L. lactis subsp. lactis 414 po 48 h kultivaci na M17 piti 30 °C
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Tabulka 7: Morfologie kolonif a buné€k studovanych kment laktokokt

Kmen

Morfologie kolonii

Morfologie bunék

. lactis subsp.

lactis CCDM 48

hladké, vypouklé, lesklé,
krémové, 1,5 mm

G+ koky, dvojice, fetizky

. lactis subsp.

lactis CCDM 53

hladké, vypouklé, lesklé,
bilé, 1,5 mm

G+ koky, kratké fetizky

. lactis subsp.

lactis CCDM 141

hladké, vypouklé, lesklé,
krémové, 1 mm

G+ ovoidni koky, dvojice,
tetizky

hladké, vypouklé, lesklé,

G+ ovoidni koky, dvojice,

L. lactis subsp. lactis CCDM 354 krémové, 1 mm Fetizky

L. lactis subsp. lactis CCDM 412 hla}dke, /vypoukle, lesklé, VG+ ovoidni koky, kratké
krémové, 1 mm fetizky

L. lactis subsp. lactis CCDM 414 hla}dke, /vypoukle, leskle, VG+ ovoidni koky, dvojice,
krémové, 1 mm fetizky

L. lactis subsp. lactis CCDM 418 hla}dke, /vypoukle, lesklé, VG+ ovoidni koky, dvojice,
krémové, 1,5 mm fetizky

L. lactis subsp. lactis CCDM 421 hla/dke, vypouklé, leskle, G+ koky, dvojice, fetizky
bilé, 1 mm

L. lactis subsp. cremoris hladké, vypouklé, lesklé, | G+ ovoidni koky, dvojice,

CCDM 824 krémové, 1 mm fetizky

L. lactis subsp. cremoris < 5 4
hladke, vypouklé, lesklé, | 5y ko dvojice, Fetizky

CCDM 885 krémové, 1 mm

L. lactis subsp. cremoris hladké, vypouklé, lesklé, | G+ ovoidni koky, dvojice,

CCDM 890 krémové, 1 mm fetizky

L. lactis subsp. cremoris hladké, vypouklé, lesklé, | G+ ovoidni koky, dvojice,

CCDM 946 bilé, 1 mm fetizky

L. lactis subsp. cremoris < 5 4
hla}dke, /vypoukle, lesklé, G+ koky, Fetizky

CCDM 1004 krémové, 1,5 mm

L. lactis subsp. cremoris hladké, vypouklé, lesklé,

CCDM 1005

krémové, 1 mm

G+ koky, dvojice, fetizky

L. lactis subsp. lactis biovar
diacetylactis CCDM 823

hladké, vypouklé, lesklé,
bilé, 1,5 mm

G+ ovoidni koky, dvojice,
tetizky

L. lactis subsp. lactis biovar
diacetylactis CCDM 1006

hladké, vypouklé, lesklé,
krémové, 1 mm

G+ ovoidni koky, dvojice,
tetizky
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6.2 Izolace bakterialni DNA

K ovéteni pfitomnosti a kvality bakteridlni DNA ziskané fenol — chloroformovou
extrakci byly pouZity vSechny studované kmeny laktokokl (L. lactis subsp. lactis CCDM
48, L. lactis subsp. lactis CCDM 53, L. lactis subsp. lactis CCDM 141, L. lactis subsp.
lactis CCDM 354, L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 823, L. lactis subsp.
lactis CCDM 412, L. lactis subsp. lactis CCDM 414, L. lactis subsp. lactis CCDM 418,
L. lactis subsp. lactis CCDM 421, L. lactis subsp. cremoris CCDM 824, L. lactis subsp.
cremoris CCDM 885, L. lactis subsp. cremoris CCDM 890, L. lactis subsp. cremoris
CCDM 946, L. lactis subsp. cremoris CCDM 1004, L. lactis subsp. cremoris CCDM 1005,
L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 1006). Intaktnost DNA byla ovéfena
gelovou elektroforézou na 0,8 % agar6zovém gelu. DNA byla na gel nandSena v mnoZstvi

5 ul

Obrazek 6: Agarézova gelova elektroforéza: Ovéfeni pritomnosti a intaktnosti DNA

M 1 kb marker, 1. L. lactis subsp. lactis CCDM 48, 2. L. lactis subsp. lactis CCDM 53,
3. L. lactis subsp. lactis CCDM 141, 4. L. lactis subsp. lactis CCDM 354, 5. L. lactis subsp. lactis
biovar diacetylactis CCDM 823, 6. L. lactis subsp. lactis CCDM 412, 7. L. lactis subsp. lactis
CCDM 414, 8. L. lactis subsp. lactis CCDM 418.
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Obrazek 7: Agar6zova gelova elektroforéza: Ovéfeni pfitomnosti a intaktnosti DNA

M 9 10 11 12 13 14 15 16

M 1 kb marker, 9. L. lactis subsp. lactis CCDM 421, 10. L. lactis subsp. cremoris CCDM 824, 11.
L. lactis subsp. cremoris CCDM 885, 12. L. lactis subsp. cremoris CCDM 890, 13. L. lactis
subsp. cremoris CCDM 946, 14. L. lactis subsp. cremoris CCDM 1004, 15. L. lactis subsp.
cremoris CCDM 1005, 16. L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 1006.

Zobrazki 6 a 7 je patrné, Ze DNA je neporuSend a vyizolovand v dostate¢né

koncentraci. Lze ji tudiZ pouZzit k PCR a RAPD - typizaci testovanych kmend.

6.3 PCR s primery PALA 4 a PALA 14

Izolovand DNA byla podrobena PCR s parem primertt PALA 4 a PALA 14. Nejprve
byla provedena optimalizace sloZzeni PCR smési, jak uvadi tabulka 8. Po provedeni
agar6zové gelové elektroforézy byl detekovan amplifikovany fragment o velikosti pfiblizné

v/ v

1 131 bp (obrdzek 8), ¢imZ byla ovéfena vhodnost ziskané DNA pro pouziti v PCR.
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Tabulka 8: SloZeni PCR smési a ptitomnost PCR produkta
. Experiment
Reagencie
L [pl] | 2.[pl] | 3.[ud] | 4. [pd] | S.[pd] | 6. [ul] | 7.[pd] | 8. [u]
H,O 11,5 11,1 11,2 10,8 6,3 5,9 6,0 5,6
Pufr pro,Taq 15 15 15 15 i i i i
polymerézu
dNTP 0,6 0,6 0,6 0,6 - - - -
Primery (PALA 4
a PALAI4) 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
Taq polymeréiza 0,2 0,2 0,2 0,2 - - - -
Fa.st start Master i i i i 75 75 75 75
Mix
MgCl, - - 0,3 0,3 - - 0,3 0,3
DNA 0,6 1,0 0,6 1,0 0,6 1,0 0,6 1,0
Pritomnost PCR N B B N N N N N
produktu

Obrazek 8: Agarézova gelova elektroforéza: Optimalizace sloZzeni PCR smési

M 1

2 3 4 5 6 7 8

M 1 kb marker, Optimalizace Master Mixu byla provedena s kmenem L. lactis subsp. cremoris
CCDM 946. 1. PCR smés ¢.1, 2. PCR smés ¢.2, 3. PCR smés ¢.3, 4. PCR smés ¢.4, 5. PCR smés
¢.5, 6. PCR smés ¢.6, 7. PCR smés ¢.7, 8. PCR smés ¢.8.
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Pro dalsi PCR reakce byla vybrdna amplifika¢ni smés ¢.8, kterd se jevila jako optimalni.
S touto amplifikaéni smési byla za pouZziti primerd PALA 4 a PALA 14 provedena PCR
s kmeny laktokok, kterou zobrazuje obrazek 9. U vSech testovanych kment byl detekovan

produkt charakteristicky pro L. lactis.

Obrazek 9: Agar6zova gelova elektroforéza: PCR s primery PALA 4 a PALA 14

M 1 2 3 4 5 6 7 K

M 1 kb marker 1. L. lactis subsp. lactis 48, 2. L. lactis subsp. lactis CCDM 53, 3. L. lactis subsp.
lactis CCDM 141, 4. L. lactis subsp. lactis CCDM 418, 5. L. lactis subsp. cremoris CCDM 824,
6. L. lactis subsp. cremoris CCDM 1004, 7. L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM
1006. K kontrola bez DNA.

6.4 Charakteristika kmenu pomoci RAPD typizace

Se vSemi studovanymi kmeny Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis
subsp. cremoris a Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis byla provedena
RAPD typizace za pouZiti Sesti riznych RAPD primert (CC1, P16, P17, P2, CORR1
a Perl). Ziskané RAPD profily byly pouZity k sestrojeni dendogramu pomoci metody

shlukové analyzy v programu Unistat 5.5.

Po ovéteni piitomnosti vyizolované DNA byla nejprve provedena optimalizace sloZeni
RAPD smési, zejména koncentraci MgCl, a primerd. Optimalizaci provedenou s kmenem
Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 53 znazoriiuje obrdzek 10. SloZeni jednotlivych

amplifika¢nich smési je uvedeno v tabulce 9.
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Tabulka 9: Optimalizace sloZeni reak¢ni smési pro RAPD.

. Experiment
Reagencie
Lpl] | 2.[pl] | 3.pl] | 4.[pl] | S.[pl] | 6.[pl]
H,O 9,0 10,0 10,4 10,1 9,8 9,5
Pufr pro Taq 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
polymerézu
dNTP 0,3 0,3 0,6 0,6 0,6 0,6
Primery 1,5 1,0 0,6 0,6 0,6 0,6
Taq polymeréiza 0,6 0,6 0,1 0,1 0,1 0,1
MgCl, 1,5 1,0 1,2 1,5 1,8 2,1
DNA 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
Pritomnost RAPD
+ + + + + +
produktu

Obrazek 10: Agar6zova gelova elektroforéza: Optimalizace sloZeni reak¢ni smési pro

RAPD

M

M 100 bp ladder, Optimalizace MgCl, byla provedena s kmenem Lactococcus lactis subsp. lactis
CCDM 53. 1. RAPD smés ¢.1, 2. RAPD smés ¢.2, 3. RAPD smés ¢.3, 4. RAPD smés ¢.4,

5. RAPD smés ¢.5, 6. RAPD smés ¢.6.
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Pro dalsi RAPD reakce byly vybrany amplifikacni smési ¢. 1 a 2. K ovéteni jejich
vhodnosti k RAPD typizaci byly ndhodné vybrany primery CC1 a P16 a kmeny L. lactis
subsp. lactis CCDM 418 a L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 1006
(obrazek 11).

Obrazek 11: Agarézova gelova elektroforéza: RAPD s primery CC1 a P16

M 1 2 3 4 5 6 7 8

M 100 bp marker, 1. Amplifikacni smés ¢.1 s primerem CC1 a kmenem L. lactis subsp. lactis
CCDM 418, 2. amplifikacni smés ¢.1 s primerem CC1 a kmenem L. lactis subsp. lactis biovar
diacetylactis CCDM 1006, 3. amplifika¢ni smés ¢.2 s primerem CC1 a kmenem L. lactis subsp.
lactis CCDM 418, 4. amplifika¢ni smés ¢.2 s primerem CC1 a kmenem L. lactis subsp. lactis
biovar diacetylactis CCDM 1006, 5. amplifika¢ni smés €.1 s primerem P16 a kmenem L. lactis
subsp. lactis CCDM 418, 6. amplifikacni smés €.1 s primerem P16 a kmenem L. lactis subsp. lactis
biovar diacetylactis CCDM 1006, 7. amplifikaéni smés ¢.2 sprimerem P16 a kmenem
L. lactis subsp. lactis CCDM 418, 8. amplifika¢ni smés ¢.2 s primerem P16 a kmenem L. lactis
subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 1006.

6.4.1 RAPD typizace s primerem CC1

Profil DNA produktt, které byly ziskdny pomoci metody RAPD s pouZitim primeru
CCl1 5-AGCAGCGTGG-3" znizornuje obrdzek 12. Pomoci pocitatového programu
ULTRA QUANT, verze 6.0 byly svyuzitim DNA markerd vypocteny velikosti
amplifikovanych DNA prouzkd.
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Velikosti ziskanych DNA produktl jsou shrnuty v tabulkach 10 a 11, ze kterych je patrné,
ze pti pouZiti primeru CC1 bylo syntetizovdano nejméné 2 a nejvice 12 DNA produktd,

jejichz velikosti se pohybovaly v rozmezi 266 — 2 320 bp.

Obrazek 12: Agar6zova gelova elektroforéza: RAPD s primerem CCl1

M1 2 3 4 5 67 8 9 1011 12 13 14 15 16

M 100 bp marker, 1. L. lactis subsp. lactis CCDM 48, 2. L. lactis subsp. lactis CCDM 53,
3. L. lactis subsp. lactis CCDM 141, 4. L. lactis subsp. lactis CCDM 354, 5. L. lactis subsp. lactis
biovar diacetylactis CCDM 823, 6. L. lactis subsp. lactis CCDM 412, 7. L. lactis subsp. lactis
CCDM 414, 8. L. lactis subsp. lactis CCDM 418, 9. L. lactis subsp. lactis CCDM 421,
10. L. lactis subsp. cremoris CCDM 824, 11. L. lactis subsp. cremoris CCDM 885, 12. L. lactis
subsp. cremoris CCDM 890, 13. L. lactis subsp. cremoris CCDM 946, 14. L. lactis subsp.
cremoris CCDM 1004, 15. L. lactis subsp. cremoris CCDM 1005, 16. L. lactis subsp. lactis biovar
diacetylactis CCDM 1006.

U kmene L. lactis subsp. lactis CCDM 48 se vytvotily 3 DNA produkty o velikostech
355 bp, 455 bp a 721 bp. 3 DNA produkty se rovnéz vytvofily u kmenti: L. lactis subsp.
lactis CCDM 53 (366 — 728 bp), L. lactis subsp. cremoris CCDM 1004 (347 — 860 bp)
a L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 1006 (337 — 822 bp).
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Pouze 2 DNA produkty byly syntetizovdny u ndsledujicich kment: L. lactis subsp. lactis
CCDM 412 o velikostech 505 a 685 bp, L. lactis subsp. lactis CCDM 421 o velikostech
594 a 860 bp, L. lactis subsp. cremoris CCDM 946 o velikostech 505 a 667 bp a L. lactis
subsp. cremoris CCDM 1005 o velikostech 522 a 661 bp. U kmene L. lactis subsp. lactis
CCDM 141 bylo detekovdno 6 DNA produkt (370 — 1 254 bp), u kment L. lactis subsp.
lactis CCDM 354 (296 — 2 210 bp) a L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 823
(283 — 2 210 bp) bylo souhlasné pozorovano 10 DNA produkti. U kmene L. lactis subsp.
lactis CCDM 418 byly syntetizovany 4 DNA produkty o velikostech 347, 415, 627 a 868
bp, u kmene L. lactis subsp. cremoris CCDM 824 9 DNA produkti o velikostech v rozmezi
337 — 2146 bp, u kmene L. lactis subsp. cremoris CCDM 885 5 DNA produkta
o velikostech 419, 495, 661, 845 a 1 266 bp. U kmene L. lactis subsp. cremoris CCDM 890
bylo vizualizovdano 9 DNA produktii o velikostech 411, 505, 633, 667, 760, 1 108, 1 291,
1 438 a 2 320 bp. U posledné zminéného kmene L. lactis subsp. cremoris CCDM 890 byl
ziskdn nejvétsi DNA produkt o velikosti asi 2 320 bp. U kmene L. lactis subsp. lactis
CCDM 414 bylo vytvofen nejvétsi pocet DNA produktli, a to 12, jejichz velikost se
pohybovala vrozmezi 266 — 2231 bp. U kmenl L. lactis subsp. lactis CCDM 354
a L. lactis subsp. lactis CCDM 414 byly narozdil od ostatnich kmenti shodné vytvofeny
fragmenty o velikosti 1 279 a 876 bp.

Tabulka 10: Velikosti fragmentt DNA Lactococcus lactis subsp. cremoris v bp ziskané

RAPD s pouzitim primeru CCI

Lactococcus lactis subsp. cremoris

Kmen | 824 885 890 946 1004 | 1005

2146 1266 2320 667 860 661
1480 845 1438 505 594 522
1183 661 1291 347
909 495 1108
822 419 760

Velikosti fragmenti (bp)

728 667
667 633
587 505

337 411
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Tabulka 11: Velikosti fragmentt DNA Lactococcus lactis subsp. lactis a L. lactis subsp. lactis

biovar diacetylactis v bp ziskané metodou RAPD s pouZitim primeru CC1.

Lactococcus lactis subsp. lactis

L. lactis subsp.
lactis biovar

diacetylactis
Kmen | 48 53 | 141 | 354 | 412 | 414 | 418 | 421 | 823 | 1006
721 | 728 | 1254 | 2210 | 685 | 2231 | 868 | 860 | 2210 822
455 | 470 | 1151 | 1410 | 505 | 1396 | 627 | 594 | 1343 587
355 | 366 | 926 | 1279 1279 | 415 1218 337
= 721 | 972 1098 | 347 1068
= 465 | 876 876 807
£ 370 | 786 793 740
o
& 709 728 661
2 581 691 516
-
= 455 655 323
>
296 522 283
419
266

Obrazek 13: Dendrogram vytvoieny z RAPD profilu studovanych kmenti laktokokii s primerem
CCl1

———

48

53

945 1005 412

1004 1006 421

418 885

141

354 824 823 414 890
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Na obrdazku 13 je uveden dendrogram, ktery zobrazuje profil DNA fragmentl
ziskanych metodou RAPD s pouzitim primeru CCl. Z dendrogramu je patrné, Ze se
vytvofily 2 skupiny. Prvni skupina je tvofena 11 kmeny laktokokt, druhd zbyvajicimi
5 kmeny. V prvni skupiné¢ je patrnd tvorba dvou podskupin obsahujicich 5, respektive
4 kmeny bakterii a rovnéz to, Zze kmeny CCDM 885 (L. lactis subsp. cremoris) a CCDM
141 (L. lactis subsp. lactis) nebyly pfifazeny ani k jedné z podskupin. Z dendrogramu je
rovnéz patrné, Ze RAPD profil ziskany s primerem CC1 je téméf shodny u 2 kment L. lactis
subsp. cremoris (CCDM 946 a CCDM 1005) a rovnéz u dalsich dvou kmenti (CCDM 1004
a CCDM 1006), které vSak nalezi do riznych poddruhti L. lactis. Podobny RAPD profil
jako kmeny CCDM 1004 a CCDM 1006 maji i kmeny CCDM 418 a CCDM 421 patiici
k poddruhu L. lactis subsp. lactis. Do prvni podskupiny byly krom¢ kmentt CCDM 946
a CCM 1005 pritazeny jesté¢ 3 kmeny L. lactis subsp. lactis (CCDM 48, CCDM 53
a CCDM 412). Ve druhé skupiné jsou patrné vétsi rozdily mezi RAPD profily ziskanymi
s primerem CC1. Do této skupiny byly pfifazeny jak kmeny L. lactis subsp. lactis (CCDM
354, CCDM 414 a CCDM 823), tak i kmeny L. lactis subsp. cremoris (CCDM 824
a CCDM 890).

6.4.2 RAPD typizace s primerem P16

Profil DNA produktt, které byly ziskdny pomoci metody RAPD s pouZitim primeru
P16 5-TCGCCAGCCA-3" znédzornuje obriazek 14. Pomoci pocitatového programu
ULTRA QUANT, verze 6.0 byly svyuzitim DNA markert vypocteny velikosti
amplifikovanych DNA produktli, jejichz velikosti jsou uvedeny v tabulkdch 12 a 13.
Z tabulek vyplyva, Ze ptfi pouZziti primeru P16 bylo syntetizovdno nejméné 2 a nejvice

11 DNA produkti, jejichz velikosti se pohybovaly v rozmezi 155 — 3 328 bp.

U kmene L. lactis subsp. lactis CCDM 48 se vytvofilo 8 DNA produktl o velikostech
270, 460, 530, 1 129, 1354, 1479, 1722 a 1930 bp. 10 DNA produktii se vytvofilo
u kmenti: L. lactis subsp. lactis CCDM 53, jejichz velikosti byly 290, 454, 560, 757, 862,
929, 1117, 1208, 1556 a 2219 bp a L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM
823 o ndsledujicich velikostech 383, 519, 862, 959, 1092, 1320, 1556, 1789, 2 364
a 3 328 bp.
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5 DNA fragmenti bylo detekovdno u kment L. lactis subsp. lactis CCDM 141 (300
— 2247 bp), L. lactis subsp. lactis CCDM 414 (584 — 2 364 bp), L. lactis subsp. lactis
CCDM 418 (629 — 1129 bp), L. lactis subsp. cremoris CCDM 885 (298 — 963 bp)
a L. lactis subsp. cremoris CCDM 946 (578 — 2 455 bp).

Obrazek 14: Agar6zova gelova elektroforéza: RAPD s primerem P16

M1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16

M 100 bp marker, 1. L. lactis subsp. lactis CCDM 48, 2. L. lactis subsp. lactis CCDM 53,
3. L. lactis subsp. lactis CCDM 141, 4. L. lactis subsp. lactis CCDM 354, 5. L. lactis subsp. lactis
biovar diacetylactis CCDM 823, 6. L. lactis subsp. lactis CCDM 412, 7. L. lactis subsp. lactis
CCDM 414, 8. L. lactis subsp. lactis CCDM 418, 9. L. lactis subsp. lactis CCDM 421,
10. L. lactis subsp. cremoris CCDM 824, 11. L. lactis subsp. cremoris CCDM 885, 12. L.lactis
subsp. cremoris CCDM 890, 13. L. lactis subsp. cremoris CCDM 946, 14. L. lactis subsp.
cremoris CCDM 1004, 15. L. lactis subsp. cremoris CCDM 1005, 16. L. lactis subsp. lactis biovar
diacetylactis CCDM 1006.

Shodné, po 6 DNA produktech, bylo vizualizovdno u kmenQ L. lactis subsp. lactis
CCDM 354 (584 — 2334 bp) a L. lactis subsp. cremoris CCDM 824 (334 — 1 394 bp).
U kmene L. lactis subsp. lactis CCDM 412 vzniklo 7 DNA produkti, jejichZ velikost se
pohybovala v rozmezi 304 — 2 752 bp. U tohoto kmene a kmene L. lactis subsp. lactis
CCDM 414 byly, narozdil od ostatnich studovanych kment, pozoroviany DNA fragmenty
o shodnych velikostech 900 a 1 045 bp.
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U kmene L. lactis subsp. cremoris CCDM 890 byly syntetizovany 4 DNA produkty (597
— 1 180 bp), u kmene L. lactis subsp. cremoris CCDM 1005 9 DNA produktii (472 -2 616
bp) a u kmene L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 1006 bylo rovnéz
vizualizovano 9 DNA produktii o velikostech v rozmezi 155 — 1405 bp. Pouze 2 DNA
produkty byly detekovany u kmene L. lactis subsp. lactis CCDM 421. Jejich velikosti byly
383 a 1 117 bp. Naopak nejvetsi mnostvi DNA produkti, a to 11, bylo ziskdno u kmene
L. lactis subsp. cremoris CCDM 1004. Velikosti vizualizovanych DNA fragmenti se
u tohoto kmene pohybovaly v rozmezi 212 — 2 191 bp.

Tabulka 12: Velikosti fragmenti DNA Lactococcus lactis subsp. lactis a L. lactis subsp. lactis

biovar diacetylactis v bp ziskané metodou RAPD s pouZitim primeru P16

L. lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp. lactis lactis biovar
diacetylactis

Kmen | 43 53 141 354 412 414 418 421 823 1006

1930 | 2219 | 2247 | 2334 | 2752 | 2364 1129 1117 3328 1405
1722 1556 1596 1154 | 2305 1154 1011 383 2364 931

E 1479 | 1208 554 1057 | 1167 | 1045 826 1789 753
‘ZE 1354 | 1117 466 862 1045 900 685 1556 709
E 1129 929 300 650 900 584 629 1320 595
:gﬂ 530 862 584 584 1092 533
% 460 757 304 959 439
% 270 560 862 265
g 454 519 155

290 383
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Tabulka 13: Velikosti fragmentd DNA Lactococcus lactis subsp. cremoris v bp ziskané metodou

RAPD s pouZzitim primeru P16

Lactococcus lactis subsp. cremoris
Kmen 824 885 890 946 1004 1005
1394 963 1180 2455 2191 2616
963 766 1011 1180 1576 2082
= 674 715 881 1057 1193 1858
i 537 433 597 872 1057 1596
2
5 414 298 578 910 1069
§0 334 862 1000
:; 791 881
= 584 560
E 536 472
327
212

Obrazek 15: Dendrogram vytvoieny z RAPD profilu studovanych kmenti laktokokii s primerem
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Na obrédzku 15 je uveden dendrogram, ktery zobrazuje profil DNA fragmentl ziskanych
metodou RAPD s pouZitim primeru P16. Z dendrogramu vyplyvé, Ze se vytvofily 2 skupiny,
pii ¢emz ani do jedné nebyl zafazen kmen CCDM 823 (L. lactis subsp. lactis). Prvni
skupina je tvofena pouze 2 kmeny laktokokl, a to CCDM 48 (L. lactis subsp. lactis)
a CCDM 1005 (L. lactis subsp. cremoris). K druhé skupin€ je piifazeno zbyvajicich
13 kmenti. V rdmci druhé skupiny je ddle patrnd tvorba dvou podskupin obsahujicich
5, respektive 7, kmenti bakterii a také to, ze kmen CCDM 412 (L. lactis subsp. lactis) nebyl
pfifazen ani k jedné z podskupin. Z dendrogramu rovnéz vyplyvd, Ze RAPD profil ziskany
s primerem P16 je podobny u dvojice kmeni CCDM 354 a CCDM 414 (L. lactis subsp.
lactis) a také u kmeni CCDM 418 a CCDM 421 rovnéz patiicich k poddruhu L. lactis
subsp. lactis. Urcitou podobnost vykazuji i dvé dvojice kmenii. CCDM 53 (L. lactis subsp.
lactis) a CCDM 1004 (L. lactis subsp. cremoris) patiici do prvni podskupiny a CCDM 824
(L. lactis subsp. lactis) spole¢né s kmenem CCDM 1006 (L. lactis subsp. lactis), které jsou
ptitazeny k podskupiné¢ druhé. Tyto kmeny vSak nepatii do stejnych poddruht. K prvni
podskupin¢ byl také pfitazen kmen CCDM 141 (L. lactis subsp. lactis). K druhé
podskupin¢ byly ddle pfifazeny kmeny L. lactis subsp. cremoris (CCDM 885, CCDM 890
a CCDM 946).

6.4.3 RAPD typizace s primerem P2

Profil DNA produkti, které byly ziskdny pomoci metody RAPD s pouZitim primeru P2
5"-GATCGGACGG-3" zobrazuje obrazek 16. S vyuzitim DNA markeri byly vypocteny
velikosti amplifikovanych DNA produktt, jejichz velikosti jsou uvedeny v tabulkdch
14 a 15. Z tabulek je ziejmé, Ze pti pouZiti primeru P2 byly detekovany nejméné 4 a nejvice

12 DNA produkti, jejichz velikosti se pohybovaly v rozmezi 113 — 3 874 bp.
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Obrazek 16: Agar6zova gelova elektroforéza: RAPD s primerem P2

M1 2 3 4 5 6 7 89 10 11 12 13 14 15 16

M 100 bp marker, 1. L. lactis subsp. lactis CCDM 48, 2. L. lactis subsp. lactis CCDM 53,
3. L. lactis subsp. lactis CCDM 141, 4. L. lactis subsp. lactis CCDM 354, 5. L. lactis subsp. lactis
biovar diacetylactis CCDM 823, 6. L. lactis subsp. lactis CCDM 412, 7. L. lactis subsp. lactis
CCDM 414, 8. L. lactis subsp. lactis CCDM 418, 9. L. lactis subsp. lactis CCDM 421,
10. L. lactis subsp. cremoris CCDM 824, 11. L. lactis subsp. cremoris CCDM 885, 12. L. lactis
subsp. cremoris CCDM 890, 13. L. lactis subsp. cremoris CCDM 946, 14. L. lactis subsp.
cremoris CCDM 1004, 15. L. lactis subsp. cremoris CCDM 1005, 16. L. lactis subsp. lactis biovar
diacetylactis CCDM 1006.

Ze vsech provedenych RAPD reakci bylo u RAPD s primerem P2 detekovano nejvetsi
mnozstvi DNA fragmenti. U kmene L. lactis subsp. lactis CCDM 48 bylo vizualizovdno
5 DNA produktl o velikostech 704, 761, 864, 1 160 a 1 408 bp. Stejné mnoZstvi fragmentli
bylo pozorovéno i u kmene L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 823, jejichzZ
velikost byla 506, 967, 1 083, 1 256 a 1 408 bp. 9 DNA produktl se vytvofilo u kment
L. lactis subsp. cremoris CCDM 824 (404 — 2 722 bp), L. lactis subsp. cremoris CCDM
946 (405 — 3 874 bp), L. lactis subsp. cremoris CCDM 1005 (372 — 3 463 bp), L. lactis
subsp. lactis CCDM 421 (487 — 1916 bp) a L. lactis subsp. lactis CCDM 53 (113 — 1 242
bp). U posledné¢ zminéného kmene byl, jako u jediného, vytvofen nejmensi fragment
o velikosti 113 bp. U kmeni L. lactis subsp. lactis CCDM 418 (285 — 1 358 bp), L. lactis
subsp. cremoris CCDM 1004 (372 — 1 324 bp) a L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis
CCDM 1006 (351 — 1245) bylo souhlasn¢ amplifikovano 10 DNA produktu.
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Pouze 4 DNA produkty byly detekovany u kmene L. lactis subsp. lactis CCDM 141. Jejich
velikosti byly 295, 351, 614 a 680 bp.

Tabulka 14: Velikosti fragmenti DNA Lactococcus lactis subsp. lactis a L. lactis subsp. lactis

biovar diacetylactis v bp ziskané metodou RAPD s pouZitim primeru P2

L. lactis subsp.

Lactococcus lactis subsp. lactis lactis biovar
diacetylactis
Kmen | 48 53 141 354 412 414 418 421 823 1006
1408 1242 680 1330 3603 3540 1358 1916 1408 1245
1160 1160 614 1071 1983 1916 1244 1506 1256 1125
864 864 351 925 1670 1628 1096 1402 1083 957
g‘ 761 635 295 535 1326 1274 996 1264 967 858
‘ZE 704 457 423 1061 1168 826 1070 506 756
E 390 360 915 915 697 996 670
:gﬂ 333 320 869 847 483 862 593
% 304 211 833 805 411 573 470
% 113 517 526 374 487 405
g 471 471 285 351
362 371
264 247

Shodné¢ 8 DNA produktl bylo vizualizovdno u nésledujicich kmenti: L. lactis subsp.
lactis CCDM 354 (211 — 1 330 bp), L. lactis subsp. cremoris CCDM 885 (400 — 3 827 bp)
a L. lactis subsp. cremoris CCDM 890 (405 — 3 874 bp). U kmenti L. lactis subsp. cremoris
CCDM 890 a L. lactis subsp. cremoris CCDM 946 se, na rozdil od vSech ostatnich
studovanych kment, vytvofil nejvétsi fragment o velikosti 3 874 bp. Nejveétsi mnozstvi
DNA produktti, a to 12, bylo pozorovdno u kmenit L. lactis subsp. lactis CCDM 412
a L. lactis subsp. lactis CCDM 414. U kmene L. lactis subsp. lactis CCDM 412 byly
ziskdny fragmenty v rozmezi velikosti 264 — 3 603 bp a u kmene L. lactis subsp. lactis

CCDM 414 v rozmezi velikosti 247 — 3 540 bp.
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Tabulka 15: Velikosti fragmenti DNA Lactococcus lactis subsp. cremoris v bp ziskané metodou

RAPD s pouZitim primeru P2

Lactococcus lactis subsp. cremoris

Kmen 824 885 890 946 1004 1005

2722 3827 3874 3874 1324 3463
1983 2547 2611 2516 1187 2395

E 1559 1137 1200 1150 1022 1090
‘ZE 1413 1011 1000 967 895 967
E 1295 756 772 748 796 726
:gn 1158 670 718 704 696 670
% 1061 607 646 623 623 607
%‘ 455 400 405 497 503 464
g 404 405 434 372
372

Na obrdazku 17 je uveden dendrogram, ktery zobrazuje profil DNA fragmentl
ziskanych metodou RAPD s pouZitim primeru P2. Z dendrogramu je patrné, Ze se vytvofily
2 skupiny. Prvni skupina je tvofena 13 kmeny laktokokil, druhd zbyvajicimi 3 kmeny.
V prvni skupiné¢ je patrnd tvorba dvou podskupin obsahujicich 10, respektive 3 kmeny
bakterii. V rdmci prvni podskupiny byla shleddna urcitd podobnost u kmeni CCDM 53
(L. lactis subsp. lactis) a CCDM 1006 (L. lactis subsp. lactis) a u kmeni CCDM 823
(L. lactis subsp. lactis) a CCDM 418 (L. lactis subsp. lactis). K této podskupiné byly déle
pfitazeny jednak kmeny L. lactis subsp. lactis CCDM 48, CCDM 141, CCDM 354,
CCDM 824 a CCDM 421, jednak kmeny (L. lactis subsp. cremoris) CCDM 1004 a CCDM
824. Druhd podskupina se vyznacovala ptitomnosti kment L. lactis subsp. lactis (CCDM
412 a CCDM 414) a jednim kmenem L. lactis subsp. cremoris (CCDM 1005). V ramci
druhé skupiny je patrné pfitazeni pouze kmenl L. lactis subsp. cremoris (CCDM 885,
CCDM 946 a CCDM 890), pricemz z dendrogramu vyplyvd podobnost RAPD profilu mezi
kmeny CCDM 885 a CCDM 946.
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Obrazek 17: Dendrogram vytvoieny z RAPD profilu studovanych kmenti laktokokii s primerem
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6.4.4 RAPD typizace s primerem P17

Profil DNA produktt, které byly ziskdny pomoci metody RAPD s pouZitim primeru
P17 zobrazuje obrazek 18. Pomoci pocitacového programu byly s vyuzitim DNA marker
vypocteny velikosti amplifikovanych DNA produktii, jejichz velikosti jsou uvedeny
v tabulkdch 16 a 17. Z tabulek je patrné, Ze pii pouZiti primeru P17 byly detekovany
nejméné 4 a nejvice 11 DNA produktd, jejichz velikosti se pohybovaly v rozmezi 239

— 2728 bp.

Pfi pouziti primeru P17 byly u kmeni L. lactis subsp. lactis CCDM 48 a L. lactis
subsp. lactis CCDM 53 vizualizovany 4 DNA produkty. U L. lactis subsp. lactis CCDM 48
jejich velikosti byly 525, 710, 792 a 1 000 bp a u kmene L. lactis subsp. lactis CCDM 53
— 541, 718, 784 a 1 031 bp. Stejné mnozstvi fragmentt, a to 5, bylo amplifikovdno u kment
L. lactis subsp. lactis CCDM 354, L. lactis subsp. lactis CCDM 418 a L. lactis subsp.
cremoris CCDM 1004. Rozmezi velikosti vzniklyjch DNA produkti bylo u zminénych
kment obdobné a pohybovalo se mezi cca 2 000 — 494 bp.
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Obrazek 18: Agar6zova gelova elektroforéza: RAPD s primerem P17

M1 23 45 6 7 8 910 11121314 15 16

M 100 bp marker, 1. L. lactis subsp. lactis CCDM 48, 2. L. lactis subsp. lactis CCDM 53,
3. L. lactis subsp. lactis CCDM 141, 4. L. lactis subsp. lactis CCDM 354, 5. L. lactis subsp. lactis
biovar diacetylactis CCDM 823, 6. L. lactis subsp. lactis CCDM 412, 7. L. lactis subsp. lactis
CCDM 414, 8. L. lactis subsp. lactis CCDM 418, 9. L. lactis subsp. lactis CCDM 421,
10. L. lactis subsp. cremoris CCDM 824, 11. L. lactis subsp. cremoris CCDM 885, 12. L. lactis
subsp. cremoris CCDM 890, 13. L. lactis subsp. cremoris CCDM 946, 14. L. lactis subsp.
cremoris CCDM 1004, 15. L. lactis subsp. cremoris CCDM 1005, 16. L. lactis subsp. lactis biovar
diacetylactis CCDM 1006.

Sest DNA produkti o velikostech 563, 635, 808, 1 524, 1 990 a 2 458 bp bylo
detekovdno u kmene L. lactis subsp. lactis CCDM 412. Shodné mnoZstvi fragmenti bylo
pozorovadno i u kment L. lactis subsp. lactis CCDM 414 (563, 641, 777, 1 510, 1 935,
2 550 bp), L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 823 (381, 541, 662, 784, 932,
1 020 bp) a L. lactis subsp. cremoris CCDM 890 (239, 367, 470, 552, 648, 923bp).
U kment L. lactis subsp. lactis CCDM 412, L. lactis subsp. lactis CCDM 414 a L. lactis
subsp. lactis CCDM 421 byl, na rozdil od ostatnich studovanych kment, zaznamenan vznik

fragmentu o velikosti 563 bp.
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Kmeny L. lactis subsp. lactis CCDM 141 (410 — 1 010 bp) a L. lactis subsp. cremoris
CCDM 885 (272 — 1 918 bp) se vyznacovaly vytvofenim 7 DNA produktid, kmen L. lactis
subsp. lactis CCDM 421 vytvoienim 9 DNA produktii (400 — 2 064 bp) a kmen L. lactis
subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 1006 vytvofenim 10 DNA produkti (441
— 2 035 bp). Po 8 DNA produktech bylo vizualizovdno u kmeni L. lactis subsp. cremoris
CCDM 824 (350 — 2 118 bp) a L. lactis subsp. cremoris CCDM 946 (311 — 2 401 bp).
11 DNA produkti bylo detekovano u kmene L. lactis subsp. cremoris CCDM 1005 (561
— 2 728 bp). Uposledné zminéného kmene byl pozorovan nejvétsi fragment o velikosti 2 728

bp.

Tabulka 16: Velikosti fragmenti DNA Lactococcus lactis subsp. lactis a L. lactis subsp. lactis

biovar diacetylactis v bp ziskané metodou RAPD s pouZzitim primeru P17

L. lactis subsp.

Lactococcus lactis subsp. lactis lactis biovar
diacetylactis
Kmen | 48 53 141 354 412 414 418 421 823 1006
1000 1031 1010 2000 2458 2550 1429 2064 1020 2035
792 784 851 1087 1990 1935 1256 1717 932 1454
_%‘ 710 718 746 996 1524 1510 1073 1200 784 1231
‘ZE 525 541 689 819 808 777 603 1041 662 1133
E 530 603 635 641 494 825 541 1021
&b
g 482 563 563 739 381 914
2 410 675 795
=<
= 563 632
>
400 572
441
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Tabulka 17: Velikosti fragmenti DNA Lactococcus lactis subsp. cremoris v bp ziskané metodou

RAPD s pouZzitim primeru P17

Lactococcus lactis subsp. cremoris

Kmen | 824 | 885 | 890 | 946 | 1004 | 1005
2118 | 1918 | 923 | 2401 [ 1993 | 2728
1482 | 914 648 | 1983 | 1079 | 2180
2 1104 | 800 552 | 1061 | 996 | 1888
f 1012 | 689 | 470 | 819 807 | 1409
=
£ 854 546 367 | 662 594 | 1324
§n 651 358 239 | 554 1087
?E 554 272 359 1021
§ 350 311 861
2 772
698
561

Obrazek 19: Dendrogram vytvoieny z RAPD profilu studovanych kmenti laktokokii s primerem
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Na obrdazku 19 je uveden dendrogram, ktery zobrazuje profil DNA fragmentl
ziskanych metodou RAPD s pouzitim primeru P17. Z dendrogramu je patrné, Ze se
vytvofily 2 skupiny, pficemz kmen CCDM 1005 (L. lactis subsp. cremoris) nebyl pfifazen
ani k jedné znich. Prvni skupina je tvofena 13 kmeny laktokok®, druhd zbyvajicimi
3 kmeny. V prvni skupiné je zfejmd tvorba dvou podskupin obsahujicich 6, respektive
5 kmenu bakterii, a rovnéz to, Ze kmen CCDM 824 (L. lactis subsp. cremoris) nebyl
pfifazen ani k jedné z podskupin. Z dendrogramu je rovnéz patrné, Ze RAPD profil ziskany
s primerem P17 je v rdmci prvni skupiny téméf shodny u 2 kmena L. lactis subsp. lactis
(CCDM 48 a CCDM 53). Shodnost byla také zaznamenana u dvojice kmenu CCDM 354
(L. lactis subsp. lactis) a CCDM 1004 (L. lactis subsp. cremoris), které vSak ndlezi do
ruznych poddruha L. lactis. Podobny RAPD profil jako kmeny CCDM 48 a CCDM 53
(L. lactis subsp. lactis) maji i kmeny L. lactis subsp. lactis (CCDM 141 a CCDM 823). Do
prvni skupiny byly déle pfifazeny 3 kmeny L. lactis subsp. lactis (CCDM 418, CCDM 421
a CCDM 1006) a 2 kmeny L. lactis subsp. cremoris (CCDM 890 a CCDM 885).
Z dendrogramu je dale zfejmé, Ze 1 v rdmci druhé skupiny byly ziskdny téméi shodné RAPD
profily u dvojice kmeni CCDM 412 a CCDM 414. Oba tyto kmeny patii k poddruhu
L. lactis subsp. lactis. K této skupiné byl také ptitazen i kmen CCDM 946 (L. lactis subsp.

cremoris).

6.4.5 RAPD typizace s primerem CORR1

S vyuzitim DNA markerd byly vypocteny velikosti amplifikovanych DNA prouzka
ziskanych s primerem CORR1. Velikosti ziskanych DNA produktii jsou shrnuty v tabulkdch
18 a 19, ze kterych je patrné, Ze pii pouZziti primeru CORRI1 byly syntetizovany nejméné

2 a nejvice 13 DNA produktt, jejichZ velikosti se pohybovaly v rozmezi 115 — 2 377 bp.

Kmen L. lactis subsp. lactis CCDM 48 se vyznaCoval jednak nejveétSim poctem DNA
produktl, a to 13, a jednak vznikem nejmensiho DNA produktu o velikosti 115 bp.
Velikosti jednotlivych fragmentli se pohybovaly vrozmezi 115 — 1554 bp. 12 DNA
produktl bylo vizualizovdno u kmenti L. lactis subsp. lactis CCDM 141 (293 — 2 031 bp)
a L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 823 (186 — 1 510 bp).
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Shodné¢ po 8 DNA produktech bylo detekovdno u ndsledujicich kmenti: L. lactis subsp.
lactis CCDM 418 (416 — 1 368 bp), L. lactis subsp. cremoris CCDM 885 (421 — 1 138 bp),
L. lactis subsp. cremoris CCDM 946 (380 — 1 366 bp) a L. lactis subsp. cremoris CCDM
1005 (376 — 1 380 bp). U kmene L. lactis subsp. cremoris CCDM 890 bylo zaznamenino
vytvofeni 9 DNA produktl, jejichZz velikosti se pohybovaly v romezi 392 — 2 377 bp.
U kment L. lactis subsp. cremoris CCDM 885 a L. lactis subsp. cremoris CCDM 890 byl
na rozdil od ostatnich kmenll pozorovéan fragment o velikosti pfiblizn¢ 705 bp. U kment
L. lactis subsp. lactis CCDM 412, L. lactis subsp. lactis CCDM 414 a L. lactis subsp.
cremoris CCDM 824 byla zjiSténa piitomnost 6 fragmentt. Jejich velikosti byly nasledujici:
L. lactis subsp. lactis CCDM 412 — 402, 608, 651, 730, 983 a 1 166; L. lactis subsp. lactis
CCDM 414 — 595, 645, 720, 951, 1 110 a 1 439 bp; L. lactis subsp. cremoris CCDM 824
— 362, 583, 636, 674, 923 a 1071 bp. U kmene L. lactis subsp. lactis CCDM 53 bylo
pozorovdno 11 DNA produktl v rozmezi velikosti 337 — 1 554 bp. U kmene L. lactis
subsp. lactis 421 byly detekovany 4 DNA produkty o velikostech 168, 217, 734 a 1 395 bp.
Stejné mnozstvi fragmentii se vytvofilo i u kmene L. lactis subsp. cremoris CCDM 1004.
Jejich velikosti byly 431, 721, 1 083 a 1 473 bp. Pouze 3 DNA produkty byly vizualizovany
u kmene L. lactis subsp. lactis CCDM 354 — 642, 1 010 a 1 871 bp. Nejmensi mnoZstvi
fragmentti, a to 2, (430 a 750 bp) byly vytvoieny u kmene L. lactis subsp. lactis biovar
diacetylactis CCDM 1006.
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Tabulka 18: Velikosti fragmenti DNA Lactococcus lactis subsp. lactis a L. lactis subsp. lactis

biovar diacetylactis v bp ziskané metodou RAPD s pouzitim primeru CORR1

L. lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp. lactis lactis biovar
diacetylactis
Kmen | 48 53 141 354 412 414 418 421 823 1006
1554 1554 2031 1871 1166 1439 1368 1395 1510 750
1410 1396 1737 1010 983 1110 1240 734 1410 430
1194 1218 1517 642 730 951 1031 217 1279
= 1071 1104 1311 651 720 697 168 1159
i 905 1010 1085 608 645 643 1030
=
5 700 951 817 402 595 517 951
Eﬂ 560 667 707 472 693
:: 528 533 632 416 600
§ 474 488 582 502
E 452 418 529 439
330 337 388 326
209 293 186
115

Tabulka 19: Velikosti fragmenti DNA Lactococcus lactis subsp. cremoris v bp ziskané metodou

RAPD s pouZitim primeru CORR1

Lactococcus lactis subsp. cremoris

Kmen | 824 885 890 946 | 1004 | 1005

1071 1138 2377 1366 1473 1380
923 1006 1338 1098 1083 1145
674 864 1042 980 721 1021
636 705 942 734 431 727

Velikosti fragmenti (bp)

583 | 636 | 705 | 658 671
362 | 594 | 651 607 620
523 | 601 | 416 404
421 | 412 | 380 376

392
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Obrazek 20: Dendrogram vytvoieny z RAPD profilu studovanych kmenti laktokokii s primerem
CORRI1

53 823 48 418 412 885 824 946 414 1005 421 1006 1004 354 890 141

Na obrdazku 20 je uveden dendrogram, ktery zobrazuje profil DNA fragmentl
ziskanych metodou RAPD s pouZitim primeru CORRI1. Z dendrogramu je patrné, Ze se
vytvotily 2 skupiny, pfiCemz kmeny CCDM 354 (L. lactis subsp. lactis), CCDM 141
(L. lactis subsp. lactis) a CCDM 890 (L. lactis subsp. cremoris) nebyly piifazeny ani
k jedné z nich. Prvni skupina je tvofena 4 kmeny laktokoki, v druhé skuping je zastoupeno
9 kment. Prvni skupina je tvofena pouze kmeny L. lactis subsp. lactis a to, CCDM 48,
CCDM 53, CCDM 823 a CCDM 418. Ve druhé skuping je patrna tvorba dvou podskupin
obsahujicich 6, respektive 2, kmeny bakterii a také piitomnost kmene CCDM 1004
(L. lactis subsp. cremoris), ktery nebyl pfifazen ani k jedné z podskupin. Pfi pouZiti primeru
CORRI1 nebyla u studovanych kmenta zjisténa vzdjemnd podobnost. U obou skupin jsou
patrné vétsi rozdily mezi ziskanymi RAPD profily. V rdmci druhé skupiny byly pfifazeny jak
kmeny L. lactis subsp. lactis (CCDM 412, CCDM 414, CCDM 421 a CCDM 1006), tak
i kmeny L. lactis subsp. cremoris (CCDM 885, CCDM 824, CCDM 946 a CCDM 1005).
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6.4.6 RAPD typizace s primerem PER1

Pomoci pocitacového programu byly s vyuzitim DNA markert vypocteny velikosti

amplifikovanych DNA prouzkl ziskanych amplifikaci s primerem PER1. Velikosti DNA

produktl jsou shrnuty v tabulkdch 20 a 21.

Tabulka 20: Velikosti fragmenti DNA Lactococcus lactis subsp. lactis a L. lactis subsp. lactis

biovar diacetylactis v bp ziskané metodou RAPD s pouZitim primeru PER1

Lactococcus lactis subsp. lactis

L. lactis subsp.
lactis biovar

diacetylactis
Kmen 48 53 141 354 412 414 418 421 823 1006
2170 1989 1306 2007 1834 2257 1748 1791 1177 2576
1306 1790 1147 1200 1154 1832 1360 1345 1007 1790
1074 1451 1047 1095 1049 1177 1215 1095 906 1382
= 942 1077 849 462 947 1088 1049 546 871 1224
i 827 923 700 269 856 883 547 429 718 547
=
5 656 870 655 641 375 511 640 434
Eﬂ 405 760 395 456 452 500 378
:: 268 658 277 402 382 433
§ 620 253 385
E 498 209 287
430 213
378 158
285

Pti pouZiti primeru PER1 byly syntetizovany nejméné 4 a nejvice 13 DNA produktd,

jejichZ velikosti se pohybovaly v rozmezi 158 — 2 576 bp. S primerem PER1 bylo u kment
L. lactis subsp. lactis CCDM 48 (268 — 2 170 bp), L. lactis subsp. lactis CCDM 141 (277
— 1306 bp) a L. lactis subsp. lactis CCDM 418 (382 — 1 748 bp) pozorovdno 8 DNA

produkti.
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Tabulka 21: Velikosti fragmenti DNA Lactococcus lactis subsp. cremoris v bp ziskané metodou

RAPD s pouZitim primeru PER1

Lactococcus lactis subsp. cremoris

Kmen | 824 885 890 946 1004 | 1005

2007 2031 2175 2227 1468 1910
1214 1508 1315 1864 1074 1205
600 1210 477 1195 930 1095

E 457 | 1110 | 243 | 1086 | 785 | 647
2 755 863 | 727 | 447
£ 412 636 | 534 | 348
fg” 249 410 | 507 | 305
E 462
= 333
g 380

318

185

Vytvotenim 7 DNA produktli se vyzna¢ovaly nasledujici kmeny: L. lactis subsp. lactis
biovar diacetylactis CCDM 1006 (378 — 2 576 bp), L. lactis subsp. cremoris CCDM 885
(249 — 2 031 bp), L. lactis subsp. cremoris CCDM 946 (410 — 2 227 bp) a L. lactis subsp.
cremoris CCDM 1005 (305 — 1910 bp). U kmene L. lactis subsp. lactis biovar
diacetylactis CCDM 1006 byl detekovan nejvétsi fragment o velikosti 2 576 bp. U kmene
L. lactis subsp. lactis CCDM 412 bylo vizualizoviano 10 DNA produktli v rozmezi velikosti
209 — 1 834 bp a u kmene L. lactis subsp. cremoris CCDM 1004 celkem 9 DNA produkti,
jejichz velikosti se pohybovaly v rozmezi 462 — 1 468 bp. U kmene L. lactis subsp. lactis
CCDM 414 se vytvotilo 6 fragmentl o velikostech 375, 883, 1 088, 1 177, 1 832 a 2 257
bp; u kment L. lactis subsp. lactis CCDM 354 a L. lactis subsp. lactis CCDM 421 bylo
detekovano shodné¢ 5 DNA produkti. Jejich velikosti byly nasledujici: L. lactis subsp. lactis
CCDM 354 — 269, 462, 1 095, 1 200 a 2 007 bp, L. lactis subsp. lactis CCDM 421 — 429,
546, 1 095, 1 345 a 1 791 bp. Nejmensi mnoZstvi DNA produkti, a to 4, bylo zjiSténo
u kment L. lactis subsp. cremoris CCDM 824 (457, 600, 1214 a 2 007 bp) a L. lactis
subsp. cremoris CCDM 890 (243, 477, 1 315 a2 175 bp).
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U kmene L. lactis subsp. lactis CCDM 53 bylo zaznamendno nejvétSi mnozstvi DNA
produktl, a to 13. Jejich velikosti se pohybovaly v rozmezi 285 — 1 989 bp. Vé&tsi pocet
DNA produkti byl vizualizovdn i u kmene L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis
CCDM 823. U tohoto kmene bylo pozorovano 12 fragmentl s velikostmi v rozmezi 158
— 1 177 bp. Tento kmen se také vyznacoval vznikem nejmensiho fragmentu o velikosti 158

bp.

Obrazek 21: Dendrogram vytvoieny z RAPD profilu studovanych kmenti laktokokii s primerem
PER1
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Na obrdazku 21 je uveden dendrogram, ktery zobrazuje profil DNA fragmentl
ziskanych metodou RAPD s pouzitim primeru PER1. Z dendrogramu ziskaného z RAPD
profilu laktokoki s primerem PER1 vyplyva tvorba dvou skupin a také to, Ze kmen CCDM
1006 (L. lactis subsp. lactis) nebyl piifazen ani k jedné z nich. Prvni skupina je tvofena
8 kmeny laktokokid a druhd zbyvajicimi 7. V rdmci obou skupin byly vytvoteny vzdy dvé
podskupiny. U prvni skupiny je ziejmé, Ze podskupiny obsahuji 5, respektive 3, kmeny

bakterii, podskupiny druhé skupiny potom obsahuji 3, respektive 4, kmeny bakterii.
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Pfi pouziti primeru PER1 byla zjiSténa u prvni skupiny pouze nepatrnd podobnost
u kmentt CCDM 414 (L. lactis subsp. lactis) a CCDM 946 (L. lactis subsp. cremoris), které
vSak nepatii do stejného poddruhu L. lactis. K prvni skupiné byly déle pfifazeny jednak
kmeny L. lactis subsp. lactis (CCDM 48, CCDM 354, CCDM 53) jednak kmeny L. lactis
subsp. cremoris (CCDM 885, CCDM 824 a CCDM 890). Déle je z dendrogramu ziejmé, Ze
k druhé skuping jsou pfifazeny predevsim kmeny L. lactis subsp. lactis a to: CCDM 141,
CCDM 823, CCDM 412, CCDM 418 a CCDM 421. Ptifazeny jsoui dva kmeny L. lactis
subsp. cremoris, kterymi jsou CCDM 1005 a CCDM 1004.
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7 DISKUZE

7.1 Izolace bakterialni DNA Lactococcus lactis

K izolaci bakteridlni DNA je moZné pouzit fadu metod. DileZitou podminkou izolace
je, aby byla DNA ziskdna v dostatecném mnozstvi a Cistoté. Kvalitni a neporusenou DNA je

mozné pouZzit pro PCR a RAPD - typizaci testovanych kmenti [23].

Jednou z moZnych metod je izolace bakteridlni DNA s pouZitim magnetickych Zelezito
— kobaltitych a kfemicitych nosict. V piipadé vysrdzeni DNA pomoci polyethylenglykolu

miiZe byt mechanismus interakci DNA s povrchem nosi¢ii pomérné komplikovany [37].

NejrozsifenéjSi metodou izolace bakteridlni DNA je metoda zaloZzend na fenol
— chloroformové extrakci, které spociva v odstranéni proteinii z bakteridlnich bunék pomoci
fenolu a chloroformu. V piipadé grampozitivnich bakterii je nutné jejich bunéénou sténu
chemicky narusit. Za timto ucelem se pouZzivd lysozym. Tuto metodu lze diky jeji
univerzélnosti pouzit k izolaci DNA grampozitivnich i gramnegativnich bakteridlnich bunék.
Tato metoda je Casové naro¢nd a velmi pracnd, avSak vyizolovand DNA je Cdist4,
nedegradovand a ziskdna v potifebné koncentraci. Nevyhodou je i pomérné znacnd spotieba

chemickych cinidel [38].

Bakteridlni DNA ziskand fenol — chloroformovou extrakci modifikaci metody dle

Prod¢lalova splituje vySe zminéné podminky a je tudiz vhodna pro pouziti v RAPD.

7.2 Charakteristika studovanych kmenii laktokoki pomoci RAPD -

typizace

Se vSemi 16 studovanymi kmeny laktokokti byla provedena PCR s druhové
specifickymi primery pro acmA gen a RAPD typizace. Pro RAPD bylo celkem pouZito Sest
primera — CC1, P16, P2, P17, CORRI1 a PERI. V rdmci ani jednoho primeru se vSak
nepodafilo rozdélit vSechny studované kmeny Lactococcus lactis na poddruhy lactis
a cremoris. Nejlepsi vysledky byly zaznamendny pii pouziti primeru PER1. U tohoto
primeru se vytvotily dvé skupiny. K prvni skupiné byly pfifazeny 4 kmeny L. lactis. subsp.
cremoris (CCDM 890, CCDM 824, CCDM 885 a CCDM 946) a 4 kmeny L. lactis. subsp.
lactis (CCDM 48, CCDM 354, CCDM 414 a CCDM 53).
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K druhé skupin€ byly pfifazeny pouze dva kmeny L. lactis. subsp. cremoris (CCDM 1004
a CCDM 1005) a 5 kment L. lactis. subsp. lactis (CCDM 141, CCDM 823, CCDM 412,
CCDM 418 a CCDM 421). Kmen L. lactis. subsp. lactis CCDM 1006 nebyl pfifazen ani

k jedné z téchto skupin.

Relativné dobré vysledky byly shleddny i u primeru CORRI, u kterého rovnéZ doslo
k vytvofeni dvou skupin. K prvni skupiné byly pfifazeny pouze 4 kmeny L. lactis. subsp.
lactis (CCDM 53, CCDM 823, CCDM 48 a CCDM 418). K této skupin¢ tudiZ nebyl
ptitazen Zadny z kmenti L. lactis. subsp. cremoris. Naopak ke skupiné druhé bylo piitazeno
nejvice kmenid L. lactis. subsp. cremoris, a to 5 (CCDM 885, CCDM 824, CCDM 946,
CCDM 1005 a CCDM 1004). Tato skupina, ale také zahrnovala i 4 kmeny L. lactis. subsp.
lactis (CCDM 412, CCDM 414, CCDM 421 a CCDM 1006). Ani k jedné ze skupin nebyly
ptitazeny kmeny L. lactis. subsp. lactis CCDM 354 a CCDM 141 a kmen L. lactis. subsp.
cremoris CCDM 890.

Podle Randazza a kol. byla RAPD typizace uspeSn¢ pouzita béhem fermentace
k odliSeni rtiznych druhi bakterii mlééného kvaseni. RAPD technikou byly rozdé€leny rody
Streptococcus a Lactobacillus. U rodu Streptococcus byly RAPD typizaci od sebe odliSeny
druhy Streptococcus thermophilus a Streptococcus macedonicus a u rodu Lactobacillus se
podatilo vzdjemné oddéleni druht Lactobacillus kefir a Lactobacillus paracasei. Kladné
vysledky popisuji i v ptipad¢ rodu Lactococcus, kdy se podatilo vzajemné odd¢lit poddruhy
lactis a cremoris [39].

Uspé&snost pii vzdjemném rozliseni Lactococcus lactis a Lactococcus cremoris byla
potvrzena i podle SamarZiji a kol., kdy byla metodou shlukové analyzy prokdzana tvorba

dvou skupin [2].
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ZAVER
Préce se zabyvala izolaci bakteridlni DNA, ktera byla nasledn€ pouZita jednak pro PCR,

jednak pro RAPD — typizaci ke srovndni fingerprintu 16 studovanych kment Lactococcus

lactis. RAPD — typizace byla provedena s 6 primery.

Ziskané vysledky:

» Bylo testovano 16 kment Lactococcus lactis ziskanych ze Sbirky kultur
mlékaiskych mikroorganismi Laktoflora® Té&bor. Byla provedena optimalizace
metodiky izolace bakteridlni DNA z kmenl Lactococcus lactis a agarézovou
gelovou elektroforézou byla potvrzena neporuSenost, Cistota a dostateCnd

koncentrace vyizolované DNA.

» Po optimalizaci sloZzeni PCR smési byla ziskandi DNA podrobena PCR s parem
primerd PALA 4 a PALA 14, které byly odvozeny od sekvence acmA genu, ktery
kéduje enzym N-acetylmuramiddzu — enzym specificky pro druh Lactococcus lactis.
S pomoci agarézové gelové elektroforézy byl detekovan fragment o velikosti

pfiblizné 1 131 bp.

» Se souborem 16 studovanych kment L. lactis byla provedena RAPD - typizace.
K reakcim byly pouzity druhové specifické primery CC1, P16, P2, P17, CORRI
a PER1. Po vyhodnoceni RAPD profili byly sestrojeny dendrogramy prokazujici

urc¢itou podobnost nékterych kment laktokokd.

» Pomoci RAPD - typizace srlznymi primery se nepodafilo vzdjemné odlisit
studované kmeny laktokokti a pfifadit je k poddruhiim lactis a cremoris. Jako

nejvhodnéjsi byly vyhodnoceny RAPD — typizace s primery PER1 a CORRI.
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ADP
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Clz
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EtBr
EDTA
IPCR
NAD"
NADH

P

PCR

PCR - RFLP
RAPD
REP - PCR

SDS

Arbitrarity Primed Polymerase Chain Reaction, ndhodné amplifikovand DNA
Adenosintrifosfat

Adenosindifosfat

Bakterie mlé¢ného kvaseni

Cultures Collection of Dairy Microorganism, Sbirka kultur mlékaiskych

mikroorganismil

Chloroform - izoamylalkohol

Smés deoxynukleotidli

Difosfat

Ethidiumbromid

Etylendiamintetraoctova kyselina

Inverzni polymerdzova fetézova reakce
Nikotidadenindinukleotid

Redukovand forma nikotidadenindinukleotidu
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Polymerazova fetézova reakce

Restriction Fragment Length Polymorphisms PCR, Stépeni PCR fragmentii
Polymorfismus ndhodné amplifikoané DNA

Repetitive Extragenic Elements PCR, PCR s rep — sekvencemi
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