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Plazmidov6 profily rnliekdrenskfch kultfr

ZDENO SAMEK. JAN BURIAN _ VOJTECH SAXA

Srihrn. Skrlmalasapritomnosiplazmiiovv8kmeioch roduLactobaci//us, v jcdnom
kmcni Brldobacterium bifidum a v jednom kmeni Streptococcus lactis. V piatich kmeioch
sa zistila pritomnost' plazmidov, ktorych velkost' stanovend agar6zovou elektrofordzou bo-
la v intervale 2-50 kb. Skriman6 kmene sa beZne pouZivajri ako Startovacie kultfry na vli-
robu mliekiirenskyfch vf robkov.

Knrene rodov Streptococcus a Lactobocillus sa vo velkej miere vyuZivajf
v mliekdrerlskom priemysle. Pri mnohfch kmeioch Lactobacillus a Streplo-
coccus bol opfsany vyskyt plazmidov [1-8]. Pri niektorych z nich sa podarilo
identifikovat genotyp. ale viid5ina zistenlich plazmidov ostala kryptickii.
Vlastnosti determinovan6 plazmidom sa zistili napr. u I-. casei - lakt6zovli
metabolizmus [2, 3], L. helveticu.s - l{-acetyl-o-gluk6zaminovli metaboiizmus

[7] a pri mnohych laktobaciloch rezistencia proti antibiotik6rn [a, 6, 9]. Po-
dobne pri rode Streptococcus sa dokdzali vlastnosti k6dovan6 plazmidom:
utilizdcia lakt6zy [10], galakt6zy [ll, l2], sachar6zy [13, 14], man6zy a xy-
l6zy [13], proteindzovd aktivita [10], utilizdcia citrdtu [10], produkcia ni-
zinu [13" l5] a rdznych bakteriocfnov [16. 17], rczistencia proti UV Ziareniu

[18]. bakteriofdgom [19]. zhidenindm medi [20] a kanamycinu [21]. Gdn pre
ftrsfo-B-galaktozid galaktohydrol'l,2u z plazrnidu pLZ61 (35 kb) L. casei 1:ol

klonor,any a exprimovany v Escirerichiu cr;li Kl21221. V sfdasnosti sa rozpra-
c(rvajfi metoc'ly transformiicie streptokokov a laktobacilov. Tvrn sa otvdraj[r
moZnosti svpil'vnit' prorlukd'ne vlastnosti priernyselnych mliednvch kultfrr po-
rrrocou technol6gir- rekoi-nL,inrt:tnej DNA. V predloZenej prdci sa analvzovali
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kmene rodu Lactobacillus, Bifidobacterium bifidum a s. lactis ako potenci6l-
ny hostitelia plazmidov, ktord m6Zu obsahovat' gdny zaujimav6 z biotechnolo-
gickdho hladiska.

Materidl a met6dy

Bakteridlne kmene a kultivaCn{ m4did. PouZili sa kmene Lactobacillus bul-
garicus 178, L. acidophilus 982, L. delbruecki23T a238, L. casei 150, L. Iactis
447, L. helveticus-pragensis Tx t21, Bifidobacterium bifidum 707, Strepto-
coccus lactis 53 (kmene ziskan6 z Laktofl6ry Praha), L. helveticu.s (kmed zfs-
kany z Mliek6renskdho z6vodu, Novd Mesto nad V6hom) a multiplazmidovf
kmeit Escherichia coli KL4, ktor6ho plazmidy sa pouZili ako Standard na zis-
tenie velkosti sledovanfch plazmidov. Kmene rodu Lactobacillus sa kultivo-
vali v MRS mddiu s prfdavkom 20 mmol .l-r treonfnu [l] pri 37 "C, kmefi
Streptococcus lactis 53 v miisovopept6novom buj6ne s 20 mmol . l-1 treonfnu
pri 30 oC a kmefr E. coli KL4 v LB m6diu pri 37'C.

Izoldcia plazmidov. Plazmidy sa izolovali modifikovanfm postupom podfa
Klaenhammera [5]. Premytd bunky (10 ml kultiv6cia) TE tlmivfm roztokom
(10 mmol . l-1 Tris-HCl pH 8,0; L mmol . l-1 EDTA) sa suspendovali v I ml
roztoku, ktorf obsahoval 25 "/" sachar6zy, 50 mmol . l-1 Tris-HCl pH 7,5
a 5 mmol . l-t EDTA. K suspenzii sa pridal lyzozym (5 mg . ml-l) (DrribeZ6rskf
prtimyslovi koncern, Praha) a EDTA do konednej koncentr6cie 20 mmol . l-r.
Po hodinovej inkubricii pri 37 oC sa pridal alkalizovan{ 1,0 % laurylsulfdt sod-
nf (SDS) pH 12,2 do vyslednej koncentrdcie 4 "/o. Bunky lyzovali pri 62 'C
podas I hodiny. Po ochladeni sa hodnota pH lyzdtu upravila na 7 pomocou
2 mol . l-tTris-HCl pH 7 a denaturovand DNA savyzrdLala pri 0 oC 5 mol . l-t
NaCl (vfsledn6 koncentrricia 1 mol . l-1). Po centrifugdcii sa supernatant de-
proteinizoval zmesou fenol-chloroform (1 : 1) a plazmidovii DNA sa vy-
zriLala dvojn6sobnfm mnoZstvom etanolu pri -20 oC. Sediment sa po cen-
trifugdcii rozpustil v 0,5 ml TE. RNA sa diastodne odstr6nila precipitdciou
4 mol . l-r octanom sodnym vo vfslednej koncentriicii 2 mol . 1-t pri teplote
0 oC. Supernatant sa po centrifug6cii prezrdLal2 ml etanolu pri-20 oC I h. Po
ndslednej centrifugdcii sa sediment plazmidovej DNA rozpustil v 20 pl TE.
Pre elektrofordzu sa vzorka pripravila pridan(m 1/5 objemu R roztoku (50 %
glycerol, 4 % EDTA, 1 % SDS a0,2 o/" br6mfenolov6 modr6). Elektrofordza
prebiehala, 0,7 "/" agar6ze (Lachema Brno), v tlmivom roztoku 0,89 mol . l-r
Tris 0,89 mol . l-1 kys. boritri pH 8,3 a L mmol . l-t EDTA pri potenci6lnom
spdde 5 V . cm-r podas 3 hodin. G6l sme po elektrofor€,ze I hodinu farbili
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v 1 mmol . l-r etidium bromide (Fluka) a fotografovali na planfilm ORWO PN

22 v prechridzajticom UV svetle vlnovej dllky 254 nm (Transilluminator
Chroma 41, Vetter. NSR).

Vfsledky a diskusia

Bunkovd stena gram-pozit(vnych baktdrii je na rozdiel od gram-negat(v-
nych baktdrii menej senzitivna nalyzozym a niZ5ie koncentriicie SDS. To sp6-
sobuje probl6my pri lyze buniek. ktorri je pre tispeSnosf izoliicie plazmidov
rozhodujrica. Preto sa vyhodnoteniu jej ridinnosti venovala zvf5enii pozor-
nost. Na ziiklade mikroskopick6ho pozorovania rispeSnosti lyzy sa zvfSila
koncentriici a lyzozymu oproti p6vodnej prici z I mg . ml-r na 5 mg . ml-r
a koncentrdciu SDS z 3 "h na 4 % . Na zvfSenie efekt(vnosti lyzy buniek sa do
kultivadndho mddia priddvalo 20 mmol . l-1 treoninu [1].

a-E.ctr/iKLl.tr-L.acidopltilus9ti2.c.-L.bulgaricusllS.d-L.casei150.t-L.delhruecki
137. f - L. delbruckei 2-11t. g- L. ltaltt'ticus-pragr'rrsi.s Tx l2l.lt- L. hclveticus. i-L. Iactisll7.
t - Bifidobacterium bifidum 7()7. k - S. lactis -5-i.

Otr'. l . Elcktrofolc'tickii pohvtrlirosf pl aznridov te-stovan(ch bakt6ri i

Fig. l. Elcctrophorcsis nrobilin of plasntidcs of thc iractcria studied
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PLAZNlIDI POHYBLIVOST (nrm) STANOVENA VELKOST (Kb)T

rLCl l.l cca -16

rl-Cl l9.s l.E

n1-pl.i7.l i +.() -3.-r

nLD:37.: 6.5

l)LDl-i7..1 i.0 cc:r 50

pLH I l().(l 5.7

pLHl cca 5()

PLL I 6.() 2.1

psL5-l I ().-5 -i.-i

Tatrulk a l. Elcktloforr'tickii pohvblivost a pllznriclovii vclkosf itudovanich baktdrii
Ta b lc l. EIc'ctrophorctic mohilitv and plasntidc size of bacteria studicd.

I - Irlasnricic. I - ntoirilitr'. -1 - (l('tcrlnined sizL'

Pritomnosf plazmidov sa zistila pri -1 kmeiioch rodu Lactobacil!.rs a v kmeni
S. /acris 53. l-. tlelbrue<'kii 237 hosti aspoi triplazmidv. L. cosei l50obsahuje
dva plazmidy. L. helveticrr.s dva plazrnidy a L. lactis 447 jeden plazmid. U S.

lauic 53 bol identifikovany jeden plazmid (oLrr. l. tab. 1).
Z obrinku I vidiet. 2e v pr(pade L. lactis -ll7 a 5. lactis 53 sa podarilo iden-

tifikor,at viacerd topoizomdrne formv plazmidovej DNA. Je predpoklad, Ze

to bolo sp6soben6 prftomnostou vysokej aktivity topoizomoerfny. Y Styroch
krnerioch rodu Lactobacillus a v jednom kmeni Bifidobacteriurn bifidum sa

plazmidy nezistili. V'isk.v.'t plazmidov v sledovanom rode je r6zny. Vescovo
a kol. [8] identifikovali plazmidovf DNA v 19 "/n skfmanych kmeioch L. aci-
dtt1thilus,27 % kmeioch L. helvetictrs a 5 "1, L. bulgaricus. Podobnd vfsledky
dosiahli i Savage aLin [23], z dvadsiarich kmeiio,- rodu Lactobacillus iba de-
snt obsahovalo plazmidl,'.

Zfskan€ visledky by dalei mohli shiZit genetick6mu Studiu mliednvch bak-
t6rii r, zm]/sle zistovania vlastnosti zdvislych od prftomnosti plazmidov.
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[Ipo Sn.'lu fl .]r a 3M uxon M o,ro q Hr,rx xy,r b r-v*$]

Pesrcl,re

tr4cc.le.qosa.rrocb Ha,'rr4rrr{e nira3r{tf,uoB e B xrrarrMax po1.a Lactobacillus, e oAHoM rrraMMe
Bifidoltacterium bifidLun 14 B o,uHoN{ uraMMe Strtptacoccus iacri.s. B n.fiTrl rrraMMax o6uap5'-
xo{Jlocb Harr{r*{e nJra3Mr{AoB. y Koropt'rx Be.[]frr]{Ha olTpe,qeJreHa MeroAor\{ oirexrpoQope-
3a Ha arapo3e Haxo,4nTcff B tlHTepBaJIe c 2 x6 ,qo 50 x6. I,{cc.ne.qoBaHHbre urrarIl,Il,r o6stx-
tIoBeHHO npt{rIeHaIoTcs B Kar{ecTBe 3aKBacoqHblx 1+,"rIL,Typ .{J1ff rrpoi,r3BoAcTBa MoJlOr{Iibl}i
npoAYKTOB.

Plasrnide profiles of dairv cultures

Summarl

The presence of plasmides in I Locrobacillr.s strains. ar;e Bi.fidobacteriunt bi.fidunr strain :rrr<j

<tne Streptococcus lactis strain has been investic-ate d. l'ht: presence oi' plasmides has been found
rn five strains and their size er,aluated bv aqarose electrophoresis ranged between 2 kb arrd 50 kb.
Thr'strains investigated are berng regularlv used as starting cultures in dairy'production.
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