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Identification of lactic acid bakteria
(important in dairy industry) by polymerase
chain reaction

Souhrn

Pozornost byla zaméfena na druhovou identifikaci bak-
teridlnich kmenti rodu Lactobacillus a Bifidobacterium,
ulozenych ve Sbirce mlékarenskych mikroorganisml
Laktoflora (CCDM, Tibor, CR). Celkem bylo analyzovéino
100 kmend rodu Lactobacillus a 50 kmend rodu
Bifidobacterium. Kmeny byly analyzovany rodové a dru-
hove specifickymi PCR (7 druhl Lactobacillus a 11 druht
Bifidobacterium). V praci je uvedeno sloZeni ampli-
fikacnich smési, provedeni amplifikaci a detekce PCR pro-
duktd. Robustnost metod byla ovéfena jejich nékolikaletym
pouzivanim pfi vypracovavani diplomovych praci a v fadé
publikovanych praci.

Summary

Our interest was focused on species identification of bac-
terial strains of genus Lactobacillus and Bifidobacterium
deposited in Czech Colection of Dairy Microorganisms
(CCDM, Tabor, Czech Republic). In total, 100 strains of
genus Lactobacillus and 50 strains of genus Bifidobacterium
were analyzed. Strains were analysed using genus and
species specific PCRs (7 Lactobacillus species and
11 Bifidobacterium species). The compositions of PCR mix-
tures, conditions of amplification and detection of PCR pro-
ducts are given in this paper. The use of working procedures
was verified and evaluated during their several years repea-
ted use in diploma thesis and in more published papers.

1. Uvod

Bakterie mlé¢ného kvaseni (BMK) jsou komercné
vyuZzivany v potravinarském primyslu z diivodu tvorby chuti,
viné a prodlouZeni trvanlivosti fermentovanych vyrobkd.
Jsou tvoreny fylogeneticky piibuznymi rody s nékolika
spole¢nymi biochemickymi a ekologickymi rysy. Z hlediska

vyuziti v potravinarskych fermentacich jsou vyznamné
predev§im rody Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Enterococcus, Streptococcus, Weissella a Pediococcus. Rod
Bifidobacterium je fylogeneticky neptibuzny s ostatnimi
BMK, ale je ¢asto uvadén spolu s BMK pro podobné bio-
chemické a fyziologické vlastnosti (Adams 1999).

Jednim z hlavnich cil potravindfského primyslu je
hledani a vybér nejvhodnéjsich kment pro dosazeni trvale
vysoké kvality vyrobkt. Pfed pouzitim kmend v potravi-
nach je nezbytna jejich spolehliva identifikace a charakte-
rizace. Pro tyto ucely je dulezité mit k dispozici rychlé
a vhodné metody identifikace cilovych mikroorganismi
v riznych typech vyrobki. V préaci Pérez a spol. (2000)
bylo konstatovano, Ze 23 % izolatih BMK, identifikovanych
na zékladé morfologickych charakteristik bunék a profila
fermentace cukri, bylo zatfazeno chybné. Proto se pro iden-
tifikaci t€chto mikroorganismil v soucasné dobé prevaziné
pouzivaji molekularné genetické metody, které jsou
zaloZeny na analyze DNA.

Cilem prace bylo vyuzit rodové a druhové specifickych
polymerasovych fetézovych reakci (PCR) pro identifikaci
vybranych, primyslové vyznamnych kment rodu
Lactobacillus a Bifidobacterium.

2. Material a metody

Pouzité chemikdlie a bakteridlni kultury, zafizeni, pod-
minky kultivace bun€k a izolace DNA byly podrobné po-
psany v pracich Duskova a spol. (2008), Rittich a spol.
(2008) a Kiizova a spol. (2006).

2.1. Rodové a druhové specificka PCR Lactobacillus
2.1.1. Rodové specificka PCR

Bakterie rodu Lactobacillus byly identifikovany pomoci
specifickych primerd (Dubernet a spol., 2002):

e LbLMA 1-rev
5" CTC AAA ACT AAA CAA AGT TTC 3°
*R16-1
5 CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA 3

Pfi PCR s t€mito primery se amplifikuje produkt o veli-
kosti asi 250 part bazi (bp). Pri amplifikaci byla pouZita
smés o nasledujicim sloZeni: PCR voda 19 pl, 10x reak¢ni
pufr kompletni (10x) 2,5 pl; ANTP smés (10 mM) 0,5 ul;
primer LbBLMA 1-rev (10 pmol/ul) 0,5 pl a primer R16-1 (10
pmol/ul) 0,5 ul; Tag DNA polymerasal.l (1 U/ul) 1ul a DNA
matrice (10 ng/pl) 1 pl. Celkovy objem PCR smési byl 25 ul.
Vsechny slozky PCR smési byly dikladné promichany,
kréatce centrifugovany a mikrozkumavky byly umistény do
termocykleru. Podminky amplifikace byly ndasledujici:
denaturace DNA 94 °C/60 s, hybridizace primert 55 °C/60
s a syntéza komplementarniho fetézce 72 °C/120 s. Pred
prvnim cyklem byla smés zahfivana pifi 94 °C/5min;
v poslednim cyklu byla syntéza fetézce pii 72 °C prodlou-
Zena na 7 min. Amplifikace probéhla v 30 cyklech. Poté byla
reakéni smés s PCR produkty analyzovdna pomoci 1,5 %
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Tab. 1 Identifikace nékterych druhl baktérii rodu Lactobacillus pomoci druhové specifické PCR

Druh Lactobacillus Primery Sekvence primeri Literatura PCR produkt (bp)
zeae Zeal 5 TGT TTAGTT TTG AGG GGA CG 3 * 350
Zeall 5" ATG CGA TGC GAATTT CTAAATT 3" Walter a spol.,2000
Jjohnsonii JohS| GAG CTT GCC TAG ATG ATT TTA 750
16SII ACT ACC AGG GTA TCT AAT CC
paracasaei Y?2 5" CCC ACT GCT GCC TCC CGT AGG AGT 3 * Ward a spol., 1999 290
para 5" CAC CGA GAT TCA ACATGG 3~
acidophilus Aci 16SI 5" TCC AAG GAA GCG AAG GAT 3 * Tilsala-Timisjarvi a spol., 1997 750
16SII 5" CTC TTC TCG GTC GCT CTA 3~
salivarius LactoR 5" GTC CAT TGT GGA AGA TTC CC 3 Byun a spol., 2004 332
LsaliF 5" CGA AAC TTT CTT ACA CCG AAT GC3
casei FcaselS 5" CTA TAA GTA AGC TTT GAT CCG GAGATTT 3 * Haarmann a Knol, 2006 132
RcaselS 5" CTT CCT GCG GGT ACT GAG ATG T 3

agarosové gelové elektroforézy. Na gel se nanaSelo 25 ul
PCR produktu a 5 pl nanaseciho pufru (pfipraven smichanim
2,5 g Ficollu, 0,04 g bromfenolové modii, 10 ml 0.5 M
EDTA pH 8.0 a 90 ml destilované vody). Pti detekci PCR
produktu byl pouzit velikostni standard DNA (100-1500 bp
Zebricek) v mnozstvi 5 ul. DNA standard slouzil k urceni
velikosti amplifikovaného PCR produktu.

2.1.2. Druhové specificka PCR

Nékteré druhy baktérii rodu Lactobacillus byly identi-
fikovdny pomoci druhové specifické PCR s vyuZitim
primert, které jsou uvedeny v Tabulce 1.

SloZeni amplifika¢nich smési pro PCR s druhové speci-
fickymi primery bylo nasledujici:

Druh Lactobacillus/(pl)
zeae john- para- acido- salivarius/

Komponenta PCR

sonii casei philus casei

PCR voda 155| 18 | 145 | 19 18,5
10x reakéni pufr kompletni 25 | 25 | 25 2,5 2,5
dNTP smés (10 mM) 1105 | 1 0,5 1
MgCl, (25 mM) 2 1 3 - -
Primery (10 pmol/ul) 1 0,5 1 0,5 0,5
Tag DNA polymerasa (1 U/ul)| 1 1 1 1 1
DNA matrice (10 ng/ul) 1 1 1 1 1
Celkem 25

Tab. 2 Podminky amplifikace pro druhy rodu Lactobacillus

Vsechny slozky PCR smési byly dikladné promichény,
kratce centrifugovdny a umistény do termocykleru.
Podminky amplifikace pro vybrané druhy rodu Lacto-
bacillus jsou popsany v Tabulce 2.

Pred prvnim cyklem byla smés zahfivana pri 94 °C/5 min;
v poslednim cyklu byla syntéza fetézce pii 72 °C prodlou-
Zena na 7 min. Amplifikace probéhla v 30 cyklech. Poté
byla reakéni smés analyzovana pomoci 1,5 % agarosové
gelové elektroforézy. Pii detekci PCR produktii byl pouzit
velikostni standard DNA (100-1500 bp Zebfticek).

2.2. Rodové a druhové specificka PCR Bifidobacterium
2.2.1. Rodové specificka PCR

Bakterie rodu Bifidobacterium byly identifikovany
pomoci PCR s vyuzitim sady rodové specifickych primera
(Roy a Sirois, 2000):

Krok Teplota (°C) Cas (s)
L zeae, L. paracasei

denaturace DNA 94 30
hybridizace primerd 58 30
syntéza fetézce DNA 72 60

L. acidophilus

denaturace DNA 95 30
hybridizace primer( 62 30
syntéza fetézce DNA 72 60

L. salivarius, L. johnsonii

denaturace DNA 94 30
hybridizace primer( 57 30
syntéza fetézce DNA 72 60

L. casei

denaturace DNA 95 30
hybridizace primert 54 30
syntéza retézce DNA 72 60
e Pbi F1 5" CCGGAATAGCTCC 3’

* Pbi R2 5" GACCATGCACCACCTGTGAA 3°
V PCR s témito primery se amplifikuje PCR produkt
o velikosti 914 part bazi (bp). Pii amplifikaci byla pouzZita smés
o nasledujicim sloZeni: 10 x reakéni pufr kompletni (10 x)
2,5 ul; ANTP smés (10 mM) 0,5 pl; 0,5 pl jednotlivych primert
(10 pmol/ul); Tag DNA polymerasal.l (1 U/ul) 0,5 ul; DNA
matrice (10 ng/ul) 1-2 pl. PCR voda byla doplnéna na celkovy
objem PCR smési 25 pl. VSechny slozky PCR smési byly dik-
ladné promichany, kratce centrifugovany a mikrozkumavky
byly umistény do termocykleru. Podminky amplifikace byly
nasledujici: denaturace DNA 94 °C/60 s, hybridizace primert
55 °C/60 s a syntéza komplementarniho fetézce 72 °C/120 s.
Pred prvnim cyklem byla smés zahfivana pri 94 °C/5 min;
v poslednim cyklu byla syntéza fetézce pii 72 °C prodlouZena
na 7 min. Poté byla reakéni smés analyzovana pomoci 1,5 %
agarosové gelové elektroforézy. Pii detekci PCR produktu byl
pouZit velikostni standard DNA (100-1500 bp Zebiicek).

2.2.2. Druhové specificka PCR

Druhy bakterii rodu Bifidobacterium byly identifikovany
pomoci druhové specifickych primert, které jsou uvedeny
v Tabulce 3:
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Tab. 3 Identifikace nékterych druhl baktérii rodu Bifidobacteria pomoci druhové specifické PCR

Druh
B. longum ssp. longum

B. adolescentis

B. angulatum

B. bifidum

B. breve

Skupina B. catenulatum,
B. pseudocatenulatum
B. longum ssp. infantis
B. dentium

B. gallicum

B. animalis*

B. longum*

Primery
BiLON-1
BiLON-2
BiADO-1
BiADO-2
BiANG-1
BiANG-2
BiBIF-1
BiBIF-2
BiBRE-1
BiBRE-2
BiCATg-1
BiCATg-2
BilNF-1
BilNF-2
BiDEN-1
BiDEN-2
BiGAL-1
BiGAL-2
Ban F2
Pbi R1
Pbi F1
Lon R4

Sekvence primeri
5" TTCCAGTTGATCGCATGGTC 3°
5" GGGAAGCCGTATCTCTACGA 3°
5 CTCCAGTTGGATGCATGTC 3°
5" CGAAGGCTTGCTCCCAGT 3°
5" CAGTCCATCGCATGGTGGT 3"
5" GAAGGCTTGCTCCCCAAC 3°

5" CCACATGATCGCATGTGATTG 3°

5" CCGAAGGCTTGCTCCCAAA 3°
5" CCGGATGCTCCATCACAC 3"
5" ACAAAGTGCCTTGCTCCCT 3°
5" CGGATGCTCCGACTCCT 3°
5" CGAAGGCTTGCTCCCGAT 3"
5" TTCCAGTTGATCGCATGGTC 3
5" GGAAACCCCATCTCTGGGAT 3°
5~ ATCCCGGGGGTTCGCCT 3°
5" GAAGGGCTTGCTCCCGA 3°
5" TAATACCGGATGTTCCGCTC 3
5 ACATCCCCGAAAGGACGC 3"
5" AACCTGCCCTGTG 3°
5~ GCACCACCTGTGAACCG 3°
5" CCGGAATAGCTCC 3°
5" CGTATCTCTACGACC 3"

Program

PCR produkt (bp)

831

279

275

278

288

285

828

387

303

925

875

*Roy a Sirois (2000), ostatni Matsuki a spol. (1999)

Pri amplifikaci byla pouZita smés o nasledujicim sloZeni:
10x reakéni pufr kompletni (10x) 2,5 ul; dNTP smés
(10 mM) 0,5 ul; 0,5 pl jednotlivych primert (10 pmol/ul); Tag
DNA polymerasa 1.1 (1 U/ul) 1,0 ul; DNA matrice (10 ng/ul)
1 pl. PCR voda byla doplnéna na celkovy objem PCR smési
25 pl. Reakce probihala za nize uvedenych podminek:

Krok Teplota (°C) Cas (s)
Druhy Bifidobacterium™ (Program I)
denaturace DNA 94 20
hybridizace primert 55 20
syntéza fetézce DNA 72 30
B. animalis** (Program II)
denaturace DNA 92 30
hybridizace primerd 58 30
syntéza retézce DNA 72 60
B. longum™** (Program IIl)
denaturace DNA 92 30
hybridizace primerd 56 30
syntéza retézce DNA 72 60

* Matsuki a spol.(1999) - 35 cyklti, ** Roy a Sirois (2000) - 30 cykili;

Smés byla pred prvnim cyklem zahfivana pfi vyse uve-
dené teploté denaturace po dobu 5 minut. V poslednim
cyklu reakce byla doba syntézy fetézce DNA prodlouZena

na 10 minut. Po ukonceni PCR byly PCR produkty analy-
zovany pomoci elektroforézy na 1,5 % agarosovém gelu.
Pfi detekci PCR produktu byl pouZit velikostni standard
(100-1500 bp zebricek) k urceni velikosti amplikonu.

3. Vysledky a diskuse

Specificita rodové a druhové specifickych poly-
merasovych fetézovych reakci byla ovéfena s pouZitim
typovych a sbirkovych kmentt rodu Lactobacillus
a Bifidobacterium. Takto ovéfené primery byly pouZity pii
rodové a druhové identifikaci kment uloZenych ve Sbirce
mlékarenskych mikroorganismit Laktoflora (CCDM,
Tibor, CR). Vysledky identifikace 150 kmend sbirky
Laktoflora jsou uvedeny v Tabulce 4. Z vysledk uve-
denych v tabulce vyplyva, Ze 8 % (8) kmenl
Bifidobacterium a 18 % (9) kmenl Lactobacillus nebylo
identifikovdno do druhu. Dva kmeny byly zafazeny do
patogenniho druhu Bifidobacterium dentium. Ve vyse uve-
denych PCR reakcich byla pouzita purifikovand DNA
izolovana z Cistych bakteridlnich kultur.

Identitu testovaného kmene je vhodné ovéfit pomoci
dal§ich metod. K ovéfeni druhové identifikace
Bifidobacterium lze pouZit napf. metodu ARDRA -

INFORMACE —

EVROPSKY BOOM "BIO-MLEKA" POKRAGUJE

Udaje riistu obratu byla po Iéta pevnym rysem produkce organického mlé&éného sektoru v Némecku a Rakousku. Navzdory
globdlni ekonomicke krizi rok 2008 neby! rozdilny podle predbézného zjisténi agentury pro trh a ceny ZMP. Predpokladem je rilst
nejméné 10 % podle prehledu Federdlniho sektoru organickych potravin BOLW.

Dairy Ind. Intern. 74, 2009, ¢.3 /ben/
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restrikéni analyza rodové specifického amplikonu pomoci
vhodné endonukleasy (KiiZovd a spol., 2006, Moreira
a spol., 2005), metodu RAPD nebo rep-PCR (KtiZova a spol.,
2008). Vyuziti vétsiho poctu metod je v souladu s tzv.
polyfaznim piistupem, ktery vyuZivd moderni taxonomie.

Predpokladem tuspéSné analyzy bakterii pifimo
v mlécnych vyrobcich (bez kultivace) je izolace DNA
v potfebné kvalité a dostateném mnozstvi. Postup izolace
DNA z cisté bakteridlni kultury i z vyrobkt zahrnuje nasle-
dujici kroky: lyze bunék, extrakce DNA, odstranéni pro-
teintt a RNA, sraZeni DNA ethanolem, pfevedeni DNA do
vhodného pufru (Sambrook a Russell, 2001). Uvedeny postup
je vSak pracny a pfi praci se pouZivaji toxické chemikélie
(fenol, chloroform). DNA izolovand z komplexni matrice
(potravinovy vyrobek) casto obsahuje doprovodné latky,
které mohou pusobit jako inhibitory PCR (Wilson, 1997).

Pti izolaci DNA z redlnych vzork( se osvédcil jiny postup
a to postup zaloZeny na neselektivni adsorpci DNA na mag-
netické castice (bez fenolové extrakce) v prostiedi vysoké
koncentrace polyethylenglykolu (PEG 6000) a chloridu
sodného (Rittich a spol., 2006). Bylo ukdzano, Ze uvedeny
postup lze s vyhodou pouzit k izolaci DNA v kvalité vhod-
né pro PCR z redlnych vzorkti mlécnych vyrobkt (Rittich
a spol., 2006). DNA izolovanou fenolovou extrakci
z Cistych kultur 1ze potom pouZit jako pozitivni kontrolu pii
vyvoji ¢i validaci novych metod. Priklad vyuziti PCR pfi
identifikaci baktérii druhu Lactobacillus casei ve vyrobku
Actimel Natur je uveden na Obr.1.

4. Zaver

V préci je uveden piehled amplifikacnich metod, vhod-
nych pro identifikaci vybranych druhii laktobacilt a bifi-

Tab. 4 Druhovéd identifikace bakteridlnich kmend rodu
Bifidobacterium a rodu Lactobacillus ve sbirce
Laktoflora s vyuZitim metod PCR

Rod Druh Podet  Zarazené
kmenii  kmeny (%)
Bifidobacterium Celkem 100 100
B. bifidum 3 3
B. breve 6 6
B. longum ssp. longum 40 40
B. longum ssp. infantis 2
B. adolescentis
Skupina B. catenulatum/ 15 15
B. pseudocatenulatum
B. angulatum 0 0
B. gallicum 0 0
B. animalis ssp. animalis 8 8
B. animalis ssp. lactis 6 6
B. dentium 2 2
nezarazeno 8 8
Lactobacillus celkem 50 100
L. rhamnosus 14 28
L. johnsonii 7 14
L. casei/paracasei 9 18
L. fermentum 8 16
L. salivarium 2 4
L. gasseri 1 2
nezarazeno 9 18

LLER U]

001 Ty

:'liml!'ql
132 bp
TEMD Bips

Béh 1: DNA standard (100 bp zebiicek), béh 2: negativni
kontrola bez DNA, béh 3: pozitivni kontrola DNA
Lactobacillus casei (10 ng /25 pl PCR smési), béh 4:
celkova DNA z Actimel Natur (70 ng/25 ul PCR smési).

Obr. 1 Agarosova gelova elektroforéza PCR produktu
specifickych pro druh Lactobacillus casei (132 bp).
Amplifikovdna byla DNA izolovand pomoci magnetic-
kého nosi¢e z mlécného vyrobku Actimel Natur.

dobakterii. Robustnost metod byla ovérena jejich néko-
likaletym pouZivanim v praktickych cvicenich, pfi vypra-
covavani diplomovych praci a v fadé publikovanych praci.

Tato prace byla podporovdna grantem 1G460045
Narodni agentury pro zemédélsky vyzkum a grantem
2B06053 Ministerstva $kolstvi, télovychovy a mladeze CR.
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Occurrence of microorganisms with
decarboxylase activity in cheeses

Souhrn

Zdravotni nezavadnost a jakost potravin muZe byt
ovlivnéna i biogennimi aminy, produkty nékterych mikroor-
ganismu pritomnych v syrech. Tato prace byla zaméfena na
vytvoreni souboru izolatlh mikroorganismi ze syri schop-
nych tvorfit biogenni aminy. Na izolace byla pouzita fada
vzorkil riznych druht syri doméci i zahrani¢ni vyroby. Pro
orientacni stanoveni dekarboxylazové aktivity u jednotlivé
ziskanych izolatl byla pouZita plotnova a zkumavkova kul-
tivatni metoda za pouziti MDA bujénu a MDA agaru.

U obou uvedenych Zivnych medii se dekarboxylazova
aktivita projevuje barevnou reakci provazejici zménu pH.
Celkem bylo ziskano vice jak 70 izolatd s pozitivni reakci.
Soubor izolatd byl dile ziZen na 48 izolatl, u kterych
budou provedena dal$i stanoveni a pfipadné pouZita pro
dalsi prace.

Summary

Health safety and food quality can be affected by bio-
genic amines, the products of some microorganisms in
cheeses. This work was oriented on creating of isolates col-
lection of microorganisms from cheeses able to produce
biogenic amines. The range of various kinds cheeses sam-
ples of national or foreign production were used for isola-
tion. Determination of decarboxylase activity by separated
isolates plated method and tube cultivated method using
MDA bujon and MDA agar were used for orientation.
Decarboxylated activity of both mentioned cultivated
media demonstrates in color reaction accompanying pH
changes. More than 70 isolates with positive reaction were
obtained in total. The collection of isolates was further
reduced on 48 isolates, for next determinations and study.
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Uvod

Zamérem nasi prace bylo prozkoumat vyskyt bakterial-
nich kontaminantl syrti riznych typd ohledné tvorby bio-
gennich aminfi, pivodu téchto kontaminanti a jejich
schopnosti prezivat vyrobni proces a ohroZovat kvalitu
zralych syrd. V minulém roce jsme se zaméfili na to, aby-
chom mikrobiologickymi rozbory mlékarenskych vyrobka,
predevsim syru, ziskali soubor izoldti mikroorganisml
schopnych tvofit biogenni aminy, které bude mozno nésled-
né vyuZit pfi feSeni dalSich planovanych dil¢ich cilti tohoto
projektu.

Biogenni aminy pfedstavuji skupinu amind, které maji
vyznamné fyziologické a farmakologické Gc€inky. Vznikaji
v buiikdch enzymovou dekarboxylaci aminokyselin (fada
enzymi ze skupiny EC 4.1.1.). Tyto enzymy jsou rozdilné
pro rizné druhy mikroorganismi. Mezi mlécné bakterie,
které mohou produkovat dekarboxylazy a podilet se tak na
jejich vzniku, patfi v mléce napt. druhy rodu Enterococcus,
Bacillus, Clostridium, Escherichia, Klebsiella, Photo-
bacterium, Proteus, Pseudomonas, Salmonela, Shigella
a nckteré bakterie mlééného kvaSeni Lactobacillus,
Pediococcus a Streptococcus nebo i probiotické a startovaci
kultury (SLADKOVA a kol., 2007). Biogenni aminy, z nich
nejznaméjsi histamin, tyramin, putrescin a kadaverin, byly
studovany zejména pro svou toxicitu. V soucasné dobé se
vSak biogenni aminy dostdvaji do popiedi zdjmu i co se
tyCe hygieny potravin, jelikoZ relativné vysoké hodnoty
obsahu nékterych biogennich aminti mohou slouzit i jako
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