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Uvod

Lactobacillus helveticus je pouzivan jako zakysova
kultura pfi vyrobé syri s vysokodohfivanou syfeninou
(Grana Padano, Parmigiano Reggiano, Emmental)
a s nizkodohfivanou syfeninou (Cheddar, Edam). Tento
druh disponuje vysokym zastoupenim intracelularnich
proteolytickych enzymi, které po uvolnéni z buiiky do
tésta syru pomoci autolyzy vyznamné piispivaji ke snizeni
hotkosti hydrolyzou hydrofobnich peptidd, k zlepSovani
senzorickych vlastnosti zvySenim produkce volnych ami-
nokyselin a k urychlovéni zraciho procesu'™. Mira autoly-
zy jednotlivych kmenti L. helveticus pfi vyrobé syri (in
situ) je jednim z dulezitych kritérii pfi vybéru aplikovatel-
nych kmenti*”.

Ke stanoveni autolyzy in situ je mozné pouzit bud
samotnou vyrobu syru, kterd je osvédcenym, ale dlouhym
a ekonomicky naroénym procesem, nebo fadu in vitro
metod, které vynikaji nizkymi naklady a rychlosti®. Za
nejjednodussi screeningovou metodu in vitro je povazova-
no pozorovani bakteridlni suspenze v nutricné chudém
prostiedi, jako je naptiklad pufr, kde bunky maji spontanni
tendenci autolyzovat’. V pufrech je mira autolyzy obvykle
detekovana ubytkem bunék pomoci spektrofotometrického
stanoveni nebo stanovenim poctu zivotaschopnych bun¢k
plotnovou metodou, stanovenim pfitomnosti a aktivity
intracelularnich komponent (DNA, RNA, enzymy), mikro-
skopickym pozorovanim nebo pozorovanim aktivity lytic-
kych enzymi (difuzni agarova zkouska, zymogram) °.

697

Laboratorni pfistroje a postupy

Gramovo barveni slouZilo historicky k rozliseni bak-
terii na dvé skupiny, které se vz4jemné 1isi stavbou buné¢-
né stény. Bylo zjiSténo, ze s pouZzitim tohoto barveni lze
u L. helveticus pozorovat zménu zbarveni bunek pii stano-
veni autolyzy v pufru®. Pavodn& grampozitivni buiiky
L. helveticus (modro-fialové zbarveni) meni barvu a jevi se
jako gramnegativni (rizovo-Cervené). Tato Gram-labilita
je diskutovana u nékterych mikroorganismt (napt. Ba-
cillus spp.)’, ale nikdy nebyla spojovana s autolyzou
u L. helveticus.

Pritokova cytometrie je znama jako velice presna
analyticka metoda poskytujici informace o stavu a zmée-
néch bakterialni populace'. K rozliSeni grampozitivnich
a gramnegativnich bakterii lze vyuzit metod pritokové
cytometrie s vhodnym fluorescen¢nim barvenim. Specific-
ké barviva pro grampozitivni bakterie jsou naptiklad lipo-
filni barvivo rhodamine 123, barvivo HI (hexidium iodid)
nebo barvivo WGA (fluorescein-conjugated lecithin wheat
germ agglutinin), které se vaze na N-acetylglukosamin
v peptidoglykanu bunécné stény. Témto barviviim lipopo-
lysacharidy v bunééné sténé brani proniknuti do gramne-
gativnich bungk a obarvit je''. Pro odlifeni gramnegativ-
nich bakterii lze pouzit doplitkové barvivo, které barvi
vSechny buiiky ve vzorku. Jako vhodné se ukazalo barvivo
HI, pokud je s buiikami inkubovéno v roztoku EDTA pfi
50 °C po dobu 15 min (cit.'").

Cilem této prace bylo zjistit, zda je mozné pritokovou
cytometrii odlisit v pufru autolyzované bunky L. hel-
veticus, jevici se pfi Gramov¢ barveni jako gramnegativni,
od buné¢k grampozitivnich.
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Experimentalni ¢ast
Kmeny a ristové podminky

V této praci byly pouzity tfi kmeny L. helveticus
(CNRZ 32J — zakysova kultura Comté, Francie, CNRZ
414 — kumys, Rusko a ICT BROI — syrové kravské mléko,
Ceska republika) ziskané z réiznych zdroji, a to jak vzhle-
dem k biotopu, tak vzhledem k zemépisnému pivodu.
VSechny kmeny byly kultivovany v MRS bujonu (Oxoid,
Anglie) aerobné pii teploté 42 °C po dobu 16 h.

Ptiprava bunék a autolyza v pufru

Kmeny byly oc¢kovany inokulem 1 0bj.% do 50 ml
MRS bujonu a kultivovany po dobu 12 h. Poté byly odstte-
dény za podminek: 9000 ot min™ pii teplot& 4 °C po dobu
15 min. Po odstedéni byl supernatant dekantovén a builky
byly 2krat promyty ve 40 ml B-glycerofosfatového pufru
(Sigma-Aldrich)'>. Promyté buiiky byly pievedeny do
fosfatového pufru (0,1 mol 1", pH 7,0) a jim zfedény na
vyslednou absorbanci 0,8-0,9 meétenou pfi vlnové délce
650 nm. Takto pfipravena bunécna suspenze ve fosfato-
vém pufru byla kultivovéana pii teplot€ 42 °C po dobu 6 h.
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Stanoveni autolyzy pomoci méfeni absorbance

Absorbance bunécné suspenze ve fosfatovém pufru
byla métena spektrofotometrem Helios (Thermo Spectro-
nic, Anglie) pii vlnové délce 650 nm v Casech 0,2, 4 a 6 h.
Autolytickd schopnost byla charakterizovdna procentem
autolyzy dle rovnice”'*:

% autolyza = (4o — A4,) * 100/ 4,
kde A, - absorbance na pocatku kultivace v Case 0 h, 4, -
absorbance v pribéhu kultivace v Case ¢, kde ¢ = {2,4,6}.

Stanoveni autolyzy pomoci Gramova barveni
a svételného mikroskopu

Fixni preparaty ptipravené rozetfenim 20 pl bunécné
suspenze ve fosfatovém pufru v ¢asech 0, 2, 4 a 6 h na
plochu 1 ¢cm? vyznagenou na podloznim skli¢ku byly fixo-
vany plamenem, obarveny podle Grama a pozorovany
optickym mikroskopem pfi tisicinasobném zvétSeni pod
imerznim olejem. Z kazdého fixniho preparatu bylo pofi-
zeno pét snimkd. U kazdého snimku byl urcen pocet bun¢k
jevicich se jako gramnegativni (rizovo-Cervené) a pocet
bun¢k jevicich se jako grampozitivni (modro-fialové).
Autolyticka schopnost byla charakterizovana procentem
autolyzy dle rovnice:

% autolyza = (% (G+)o — % (G+),) * 100/ % (G+)o
kde je % (G+), - procentudlni zastoupeni grampozitivnich
bunék na pocatku kultivace v ¢ase 0 h, % (G+), - procentu-
alni zastoupeni grampozitivnich bunék v pribéhu kultiva-
ce v Case t, kde t = {2,4,6}.

Stanoveni autolyzy elektronovym mikroskopem

Vzorky pro elektronovou mikroskopii byly pfiprave-
ny metodou negativniho barveni z bunétné suspenze ve
fosfatovém pufru v ¢asech 0 a 4 h. Suspenze byla nanesena
na tfi minuty na elektronmikroskopickou médénou sitku
potazenou uhlikem. Nésledovalo odsati bunek a oplachnuti
sitky vodou. Poté byla sitka polozena na 10 s na kapku
roztoku wolframato-kifemicitanu sodného (4 hm.%,
pH 7,4). Buiiky byly pozorovany transmisnim elektrono-
vym mikroskopem JEOL JEM-1010 s urychlovacim napé-
tim 80 kV. Snimky byly pofizeny CCD kamerou Mega-
View III spojenou se softwarem AnalySIS (Olympus Soft
Imaging Solutions, Némecko) .

Stanoveni autolyzy prutokovou cytometrii

Byly pfipraveny zéasobni roztoky fluorescencnich
barviv HI (Invitrogen, Molecular Probes, USA) o koncen-
traci 200 pug ml™ a fluorescenéniho barviva Oregon Green
conjugated WGA (Invitrogen, Molecular Probes, USA)
o koncentraci 1 mg ml™, které byly uchovavany pfi -18 °C
a pted pouzitim filtrovany (velikost péra 0,22 pm)'®. Bu-
nécna suspenze byla ziedéna v ¢asech 0, 2, 4 a 6 h v po-
méru 1:100 roztokem KCI (3 mol I'' KCl, 0,035 mol 1"
EDTA, pH 7,0). K 100 pl vzorku bylo ptfidano 20 pul za-
sobniho roztoku HI a vzorek byl inkubovan 15 min pfi
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50 °C. Poté bylo piidano 10 pl zasobniho roztoku WGA
a vzorek byl inkubovan pii pokojové teplot¢ po dobu
4 min. Pred cytometrickou analyzou byl vzorek ziedén
3 mol I'" KCl na vysledny objem 1 ml. Vzorky byly méfe-
ny na prutokovém cytometru (PAS III, Partec GmbH, N¢-
mecko). Pomoci méfeni relativni distribuce velikost bun¢k
(FSC), cervené fluorescence (FL3) emitované HI, zelené
fluorescence (FL1) emitované WGA byl zjiStovan podil
autolyzovanych bunék.

Statisticka analyza naméfenych dat

Vsechna stanoveni autolyzy byla opakovana 6krat na
nezavislych vzorcich. Pro vylouceni odlehlych hodnot byl
aplikovan Dean- Dixoniiv test s hladinou vyznamnosti
0,05. Vysledky byly prezentovany jako aritmeticky pri-
mér z Sesti méteni doplnéné smérodatnymi odchylkami.

Vysledky a diskuse

Klasickou metodou stanoveni autolytické aktivity
meéfenim absorbance byl potvrzen rozdilny autolyticky
potencial testovanych kmend. Nejvice lyticky kmen L.
helveticus byl po 4 h kultivace kmen CNRZ 32J a po 6 h
kultivace kmen BROI (obr. 1).

Na obr. 2 vidime, Ze grampozitivni builky L. hel-
veticus se po 4 h kultivace ve fosfatovém pufru barvi dle
Grama jako gramnegativni tj. riZovo-Cervené. Tato zména
nastava pravdépodobné v disledku modifikace externich
bunéénych struktur. Pfedpokladdme, Ze gramnegativné
jevici se bunky L. helveticus maji poSkozenou bunécnou
sténu resp. zeslabenou vrstvu peptidoglykanu, coz potvr-
zuje i elektronova mikroskopie. Na obr. 3 je zaznamenan
morfologicky rozdil buné€k pfed a po 4 h kultivaci ve fos-
fatovém pufru.
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Obr. 1. Stanoveni autolyzy ve fosfatovém pufru pomoci mére-
ni absorbance pfi 650 nm u ti'i kmeni L. helveticus 1 32J,
414 a @ BROI; A — autolyza
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Obr. 2. Sledovani bunék L. helveticus BROI ve fosfiatovém
pufru obarvenych dle Grama na pocatku kultivace a) v ¢ase 0
h, b) v ¢ase 4 h, svételnym mikroskopem pfi tisicinasobném
zvétseni

Vysledky autolytické aktivity stanovené pomoci sle-
dovani ubytku grampozitivnich bunék korelovaly s vysled-
ky klasické metody. Nékteré bunky vsak byly zbarveny jak
Cervené, tak modfe a dochdzelo tak k subjektivnim chy-
bam pfi stanoveni barvy burky, coz zplsobilo vysoké
smérodatné odchylky (obr. 4).

Pritokovou cytometrii bylo zjisténo (obr. 5), ze bé-
hem kultivace dochazi k tvorbé dvou rtznych skupin bu-
nék, lisicich se ve schopnosti vazat barvivo HI. Toto barvi-
vo vyzaiujici ¢ervenou fluorescenci FL3 dosahuje u vzor-
ku po 4h kultivaci ve fosfadtovém pufru dvou maxim, coz
svéd¢i o tom, Ze ve vzorku jsou pritomny dva typy bunék
stejné tak jako pfi Gramoveé barveni. Ve vaznosti barviva
WGA, sledované pomoci emise zelené fluorescence FLI,
nebyla zaznamendna Z4dn4d souvislost s  bunéc-
nou autolyzou.

Sledovanim relativni distribuce velikosti bun¢k (FSC)
v prub¢hu kultivace ve fosfatovém pufru pratokovou cyto-
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1000 nm

Obr. 3. Sledovani autolyzy bunék L. helveticus BROI ve fosfa-
tovém pufru na pocatku kultivace a) v ¢ase 0 h, b) v ¢ase 4 h,
elektronovym mikroskopem
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Obr. 4. Stanoveni autolyzy ve fosfatovém pufru pomoci Gra-
mova barveni a svételného mikroskopu u ti'i kmenu L. hel-
veticus [132J, 1 414 a Ml BROI; A — autolyza
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Obr. 5. Priklad sledovani autolyzy u L. helveticus BROI ve fosfatovém pufru pritokovou cytometrii se stanovenim relativni veli-
kosti bunék (FSC) a ¢ervené fluorescence (FL3) ziskané obarvenim hexidium iodidu (HI) a) na po¢atku kultivace v ¢ase 0 h, b) v

pribéhu kultivace v ¢ase 4 h

RDV.1

Obr. 6. Sledovani relativni velikosti bunék L. helveticus [1 32J,
414 a @ BROI priitokovou cytometrii v pribéhu Kkultivace
ve fosfatovém pufru. RDV — relativni distribuce velikosti
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metrii bylo prokdzano, Ze velikost bun¢k béhem kultivace
klesa (obr. 6). Nejvétsi zmény v relativni velikosti byly
patrny u v pocatku nejvétsich bunék kmene BROI. Zde
dochazelo k zmenSeni relativni distribuce velikosti bun¢k
z 11,8 na 8,7. U ostatnich kment byla tendence stejna ale
s pozvolnéjsi zménou.

Zavér

Riznymi metodami bylo prostudovano autolytické
chovani tii kmend L. helveticus. Byla pouzita klasicka
metoda sledovani autolyzy v pufru pomoci méfeni absor-
bance, ktera byla doplnéna o stanoveni pomoci gramova
barveni a svételného mikroskopu, elektronové mikrosko-
pie a pratokové cytometrie s fluorescencnim barvenim.
Bylo zjisténo, ze Gramovo barveni a pritokovou cytome-
trii I1ze pouzit jako dopliikové metody k detekci autolyzy
u L. helveticus.
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I. Jebava®, J. Fiala”, A. Petiikova®, P. Ulbrich®,
and M. Plockova® (“ Department of Dairy and Fat Tech-
nology, ® Department of Fermentation Chemistry and Bio-
enginee-ring, © Department of Biochemistry and Microbi-
ology, Faculty of Food and Biochemical Technology, Insti-
tute of Chemical Technology, Prague): Detection of Lac-
tobacillus helveticus Autolysis Using Gram Staining
and Flow Cytometry

In this study we combined a common method for
autolysis detection - spectrophotometry of bacterial sus-
pension in a buffer with Gram staining - and flow cytome-
try. After 4-h incubation in phosphate buffer the Gram-
positive cells are colored like Gram-negative cells. A cor-
relation between spectrophotometric observation and
Gram staining was found. Using flow cytometry, the for-
mation of two peaks of red fluorescence emitted by hexidi-
um iodide (HI) was observed after 4-h incubation of the
cell suspension in phosphate buffer. This indicates the
presence of two cell groups with different capacity of
binding HI to peptidoglycan as well as explains the obser-
vation by electron and light microscopy on Gram staining.
A decrease in cell size during their cultivation in phos-
phate buffer was also observed.



