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Plazmidové profily mliekarenskych kultar

ZDENO SAMEK - JAN BURIAN - VOJTECH SAXA

Stuhrn. Skimala sa pritomnost plazmidov v 8 kmenloch rodu Lactobacillus, v jednom
kmeni Bifidobacterium bifidum a v jednom kmeni Streptococcus lactis. V piatich kmenoch
sa zistila pritomnost plazmidov, ktorych velkost stanovend agarézovou elektroforézou bo-
la v intervale 2-50 kb. Skiimané kmene sa bezne pouzivaji ako Startovacie kultdry na vy-
robu mliekdrenskych vyrobkov.

Kmene rodov Streptococcus a Lactobacillus sa vo velkej miere vyuzivaju
v mliekdrenskom priemysle. Pri mnohych kmenioch Lactobacillus a Strepto-
coccus bol opisany vyskyt plazmidov [1-8]. Pri niektorych z nich sa podarilo
identifikovat genotyp, ale vécSina zistenych plazmidov ostala krypticka.
Vlastnosti determinované plazmidom sa zistili napr. u L. casei — laktézovy
metabolizmus [2, 3], L. helveticus — N-acetyl-D-gluk6zaminovy metabolizmus
[7] a pri mnohych laktobaciloch rezistencia proti antibiotikdm [4, 6, 9]. Po-
dobne pri rode Streptococcus sa dokdzali vlastnosti kddované plazmidom:
utilizacia laktozy [10], galaktézy [11, 12], sachardzy [13, 14], mandzy a xy-
16zy [13], proteindzova aktivita [10], utilizdcia citratu [10], produkcia ni-
zinu [13, 15] a réznych bakteriocinov [16, 17], rezistencia proti UV Ziareniu
[18]. bakteriofdgom [19]. zla¢enindm medi [20] a kanamycinu [21]. Gén pre
fosfo-B-galaktozid galaktohydroldzu z plazmidu pLZ64 (35 kb) L. casei bol
klonovany a exprimovany v Escherichia coli K12 [22]. V si¢asnosti sa rozpra-
civaji metddy transformdcie streptokokov a laktobacilov. Tym sa otvdraju
moznosti ovplyvnit produkéné viastnosti priemyselnych mlie¢nych kultdr po-
mocou technolégie rekombinantnej DNA. V predloZenej praci sa analyzovali
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kmene rodu Lactobacillus, Bifidobacterium bifidum a S. lactis ako potencial-
ny hostitelia plazmidov, ktoré mézu obsahovat gény zaujimavé z biotechnolo-
gického hladiska.

Material a metody

Bakteridlne kmene a kultivacné média. Pouzili sa kmene Lactobacillus bul-
garicus 118, L. acidophilus 982, L. delbruecki 237 a 238, L. casei 150, L. lactis
447, L. helveticus-pragensis Tx 121, Bifidobacterium bifidum 707, Strepto-
coccus lactis 53 (kmene ziskané z Laktoflory Praha), L. helveticus (kmef zis-
kany z Mliekédrenského zdvodu, Nové Mesto nad Vahom) a multiplazmidovy
kmen Escherichia coli KL4, ktorého plazmidy sa pouzili ako $tandard na zis-
tenie velkosti sledovanych plazmidov. Kmene rodu Lactobacillus sa kultivo-
vali v MRS médiu s pridavkom 20 mmol . I"! treoninu [1] pri 37 °C, kmeri
Streptococcus lactis 53 v mdsovopepténovom bujéne s 20 mmol . 1! treoninu
pri 30 °C a kmen E. coli KL4 v LB médiu pri 37 °C.

Izolacia plazmidov. Plazmidy sa izolovali modifikovanym postupom podla
Klaenhammera [5]. Premyté bunky (10 ml kultivacia) TE tlmivym roztokom
(10 mmol . 1! Tris-HCI pH 8,0; 1 mmol . I EDTA) sa suspendovali v 1 ml
roztoku, ktory obsahoval 25 % sacharézy, 50 mmol . I! Tris-HCI pH 7,5
a5Smmol . I'" EDTA. K suspenzii sa pridal lyzozym (5 mg . ml™!) (Drabezarsky
primyslovy koncern, Praha) a EDTA do konec¢nej koncentracie 20 mmol . 1.
Po hodinovej inkubdcii pri 37 °C sa pridal alkalizovany 10 % laurylsulfat sod-
ny (SDS) pH 12,2 do vyslednej koncentrécie 4 %. Bunky lyzovali pri 62 °C
pocas 1 hodiny. Po ochladeni sa hodnota pH lyzatu upravila na 7 pomocou
2 mol . I'! Tris-HCI pH 7 a denaturovana DNA sa vyzrazala pri 0 °C 5 mol . 1!
NaCl (vysledna koncentracia 1 mol . I!). Po centrifugacii sa supernatant de-
proteinizoval zmesou fenol-chloroform (1 : 1) a plazmidova DNA sa vy-
zrazala dvojnasobnym mnozstvom etanolu pri —20 °C. Sediment sa po cen-
trifugécii rozpustil v 0,5 ml TE. RNA sa ¢iasto¢ne odstranila precipitaciou
4 mol . I'! octanom sodnym vo vyslednej koncentracii 2 mol . I"! pri teplote
0 °C. Supernatant sa po centrifugdcii prezrdzal 2 ml etanolu pri =20 °C 1 h. Po
naslednej centrifugdcii sa sediment plazmidovej DNA rozpustil v 20 pul TE.
Pre elektroforézu sa vzorka pripravila pridanim 1/5 objemu R roztoku (50 %
glycerol, 4 % EDTA, 1 % SDS a 0,2 % brémfenolova modrd). Elektroforéza
prebiehala, 0,7 % agaréze (Lachema Brno), v timivom roztoku 0,89 mol . I!
Tris 0,89 mol . I"! kys. boritd pH 8,3 a 1 mmol . I EDTA pri potencidlnom
spade 5 V . cm™ pocas 3 hodin. Gél sme po elektroforéze 1 hodinu farbili
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v 1 mmol . I"! etidium bromide (Fluka) a fotografovali na planfilm ORWO PN
22 v prechadzajuicom UV svetle vinovej dlzky 254 nm (Transilluminator
Chroma 41, Vetter, NSR).

Vysledky a diskusia

Bunkovd stena gram-pozitivnych baktérii je na rozdiel od gram-negativ-
nych baktérii menej senzitivna na lyzozym a nizsie koncentracie SDS. To spo-
sobuje problémy pri lyze buniek, ktora je pre uspesnost izolacie plazmidov
rozhodujuca. Preto sa vyhodnoteniu jej ucinnosti venovala zvy$ena pozor-
nost. Na zdklade mikroskopického pozorovania uspe$nosti lyzy sa zvysila
koncentricia lyzozymu oproti pévodnej praci z 1 mg . ml™! na 5 mg . ml™!
a koncentraciu SDS z 3 % na 4 %. Na zvySenie efektivnosti lyzy buniek sa do
kultivacného média pridavalo 20 mmol . I! treoninu [1].

a—E. coli KL4. b - L. acidophilus 982. ¢. - L. bu&qarivu.v 118.d - L. casei'150. e — L. delbruecki
2371 - L. delbruckei 238. g — L. helvericus-pragensis Tx 121. h — L. helveticus, i — L. lactis 447.
i — Bifidobacterium bifidum 707 k — S. lactis 53.

Obr. 1. Elektroforetickd pohyblivost plazmidov testovanych baktérii.
Fig. 1. Electrophoresis mobility of plasmides of the bacteria studied.



Tabulka 1. Elektroforetickd pohyblivost a plazmidova velkost studovanych baktérif.
Table 1. Electrophoretic mobility and plasmide size of bacteria studied.

PLAZMID! POHYBLIVOST (mm)* STANOVENA VELKOST (kb)?

pLCl 2.1 cca 46

pLC2 19.8 1.8

pLD237.1 14.0 35

pLD237.2 9.2 6.5

pLD237.3 2.0 cca S0

pLHI 10.0 5.7

pLH2 2 cca S0

pLL 16.0 27

pSL53 10.5 S

| - plasmide. 2 — mobility. 3 — determined size.

Pritomnost plazmidov sa zistila pri 4 kmenoch rodu Lactobacillus a v kmeni
S. lacris 53. L. delbrueckii 237 hosti aspon tri plazmidy. L. casei 150 obsahuje
dva plazmidy, L. helveticus dva plazmidy a L. lactis 447 jeden plazmid. U §.
lactic 53 bol identifikovany jeden plazmid (obr. 1. tab. 1).

Z obrazku 1 vidiet. ze v pripade L. lactis 447 a §. lactis 53 sa podarilo iden-
tifikovat viaceré topoizomérne formy plazmidovej DNA. Je predpoklad, ze
to bolo spdsobené pritomnostou vysokej aktivity topoizomoerdzy. V styroch
kmenoch rodu Lacrobacillus a v jednom kmeni Bifidobacterium bifidum sa
plazmidy nezistili. Vyskyt plazmidov v sledovanom rode je rdézny. Vescovo
a kol. [8] identifikovali plazmidovii DNA v 19 % skimanych kmenoch L. aci-
dophilus, 27 % kmenoch L. helveticus a 5 % L. bulgaricus. Podobné vysledky
dosiahli i Savage a Lin /23], z dvadsiatich kmeriov rodu Lactobacillus iba de-
sat obsahovalo plazmidy.

Ziskané vysledky by dalej mohli sluzit genetickému $tidiu mlie¢nych bak-
térii v zmysle zistovania vlastnosti zavislych od pritomnosti plazmidov.
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Do redakcie doslo 26. 11. 1988

pogrTH NIA3MHEECE MOJOIHBIX KYJILTYP
Pesmome

UecsenoBadocs HaJuyye MIa3MmuIoB B 8 1mTaMMmax pona Lactobacillus, B ogHOM 1ITaMMe
Bifidobacterium bifidum v B ogzoM mTamMme Streptococcus lactis. B msgtu mrrammax obHapy-
SKUTOCH HAMUYE TIIA3MIIOB, Y KOTOPBIX BeIdMHA OMpefesieHa MeTOIOM 3J1eKTPodope-
3a Ha arapose HaxoauTcA B MHTepBaje ¢ 2 K6 1o 50 k6. ViccanenoBaHHEble IUTAMMBL ODBIK-
HOBEHHO IIPUMEHAIOTCH B KAa4YeCTBE 3aKBACOYHBIX KYJIBTYP AJA IIPOU3BOACTBA MOJOYHLIX
IIPOIVKTOB.

Plasmide profiles of dairy cultures
Summary
The presence of plasmides in 8 Lactobacilius strains. one Bifidobacterium bifidum strain and
one Streptococcus lactis strain has been investigated. The presence of plasmides has been found

in five strains and their size evaluated by agarose electrophoresis ranged between 2 kb and 50 kb.
The strains investigated are being regularly used as starting cultures in dairy production.
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