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Identification of bacteria in pickles of fresh
cheeses using denaturated gradient gel
electrophoresis

Suhrn

V praci bola optimalizovana priprava zmesi pre PCR
a amplifikacia bakteridlnej DNA v PCR s primérmi s GC
svorkou (F357GC a R518). Ziskané produkty PCR boli ana-
lyzované pomocou DGGE. Amplikény ziskané po ampli-
fikacii DNA izolovanej z nalevov sa liSia nielen polohou na
detegovany po amplifikacii DNA z kontaminovanych
nalevov (v porovnani s nekontaminovanymi nalevmi).

Klucové slova: solné nélevy, izoldcia DNA, polymera-
zova retazova reakcia (PCR), denaturacnd gradientova
gélova elektroforéza (DGGE)

Abstract

The preparation of PCR mixtures and bacterial DNA
amplification in PCR with primers with clamp (F357-GC
and R518) were optimised. PCR products were analysed
using DGGE. It was shown that amplicons from pickles
differed in positions on the gel and in their numbers. Higher
number of the bands of different intensities was detected
after amplification of DNA isolated from contaminated
pickles (in comparison with noncontaminated pickles).

Keywords: pickles, DNA isolation, polymerase chain
reaction (PCR), denaturating gradient gel electrophoresis
(DGGE)

1. Uvod

Syry v solnom nileve z ovcieho, kozieho alebo
kravského mlieka, sa vyznacuji vysokym obsahom soli.
Sol v naleve ma konzervaéné ucinky, hlavne proti plesniam
(Golner a Valik, 2004). Niekedy vSak pri nedodrzani tech-
nologickych postupov mdze dochadzat ku kontaminacii

nalevov neziaducimi mikroorganizmy, ktoré moZu
negativne ovplyvnit kvalitu syrov. K identifikacii a detekcii
mikroorganizmov sa ako vhodna ukédzala aplikacia
molekuldrne biologickych metéd. Pomocou denaturacne;j
gradientovej gélovej elektroforézy (denaturing gradient gel
electrophoresis - DGGE) produktov polymerazovej
retazovej reakcie (PCR) a nasledného porovnavania amp-
likénov z oblasti 16S rDNA je mozné preukédzat pritomnost
roznych druhov mikroorganizmov, vriatane nekultivo-
vatelnych druhov mikroorganizmov (Leite a spol., 2012;
Liu a spol., 2012).

Cielom prace bola identifikdcia mikroorganizmov spo-
sobujucich kontamindcie v solnych nalevoch bielych nezre-
jucich syrov.

2. Experimentalna éast

2.1. Chemikadlie a bakteridlne kultiry

Boli pouzité nasledujice chemikalie: agar6za pre elektro-
forézu DNA (Serva, Heidelber, SRN), dodecylsulfat sodny
(SDS) (Serva, Heidelber, SRN), etidiumbromid (EtBr)
(Sigma, St. Louis, USA), etyléndiamintetraoctova Kyselina
(EDTA) (Serva, Heidelber, SRN), MRS (de Man, Rogosa
a Sharpe) médium (Oxoid, Velkad Britdnia), proteindza K
(Sigma, St. Louis, USA). Priméry pre PCR boli syntetizo-
vané vo firme Generi-Biotech (Hradec Kralové, CR), Taql
DNA polymeriza bola od firmy Bio-Tech (Praha, CR), DNA
Standard 100 bp rebricek bol od firmy Malamité (Moravské
Prusy, CR). Magnetické poly(glycidyl metakrylat) P(GMA)
mikrocastice pokryté karboxylovymi skupinami boli ziskané
od D. Hordka (Ustav makromolekuldrnej chémie, AV, CR
v.v.i, Praha). Ostatné chemikalie boli Cistoty p.a. a pochadza-
li z beZznych komercnych zdrojov. Analyzovanymi vzorkami
boli solné nélevy bielych nezrejucich syrov. Ako kontrola
boli pouzité Cisté kultiry bakteridlnych druhov (Acine-
tobacter baumanii/calcoaceticus, Bacillus licheniformis,
Bacillus sp., Clostridium tyrobutyricum, Klebsiella oxytoca,
Kocuria varians, Micrococcus luteus, Pseudomonas sp.,
Serratia marcescens, Staphylococcus epidermidis a Staphy-
lococcus warneri) izolovanych z analyzovanych nalevov
kultivaénymi postupmi.

2.2. Zariadenia

Koncentracia a Cistota izolovanej DNA bola merani na
spektrofotometri NanoPhotometer (Implen, Mnichov,
Nemecko). K amplifikacii zmesi pre PCR bol pouZity
programovatelny cyklator Termocykler DNA Engine,
PeltierThermal Cycler-200 (Bio-Rad, Filadelfia, USA).
Produkty PCR s GC svorkou boli pouZité k DGGE analyze
na pristroji INGENYphorU (Goes, Holandsko). K identi-
fikacii produktov PCR bol pouZzity transiluminétor
TVR-312A (Apectroline, Albany, USA)

2.3. Metody

DNA z nalevov a kontrolnych kmemiov bola izolovana
pomocou fenolovej extrakcie (Sambrook a Russel, 2001).
Koncentracia a Cistota DNA bola stanovena spektrofoto-
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Tab. 1 Popis vzoriek nalevov a koncentracia DNA

1 kontrolny nalev 1 74
2 kontrolny nalev 2 107
3 kontrolny nalev 3 84
4 kontaminovany nalev 1 102
5 kontaminovany nalev 2 118
6 kontaminovany nalev 3 116
7 kontaminovany nalev 4 120
8 kontaminovany nélev 5 105
9 kontaminovany nélev 6 100

Tab. 3 ZloZenie optimalizovanej zmesi pre PCR-DGGE

1. voda pre PCR 24,6
2. LA pufor kompletny 5,0
3. zmes dNTP (10 mM) 4,0
4. primér F357 GC (10 pmol/uL) 2,0
5. primér R518 (10 pmol/uL) 2,0
6. DMSO enhancer 2,0
7. MgCl,(25 mM) 8,0
8. LA polymerdza Top Bio (5U/uL) 0,4
9. DNA matrica (asi 100 ng/uL) 2,0

metricky pri 260 nm (Sinden, 1994). Intaktnost DNA bola
stanovena agar6zovou gélovou elektroforézou v 0,8 % géle.
Charakteristika DNA a popis vzoriek nalevov je uvedeny
v Tab. 1.

Tab. 2 Program amplifikdcie

Krok cyklu Teplota /cas
1. denaturdcia DNA pred prvym cyklom 95°C/5 min
2. denaturdcia 95°C/60 s
3. pripojenie primérov 50°C/45 s
4, syntéza DNA 72°C/60 s
5. dosyntetizovanie retazca v poslednom kroku 72°G/10 min

pocet cyklov 30

Amplifikacia DNA prebiehala pomocou PCR s primérmi
F357 GC 5'-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGG-
CGGGGGCACGGGGGGCCTACGGGAGGCAGCAG-3'
a R518 5-ATTACCGCGGCTGCTGG-3' z V3 regionu
bakteridlnej 16S rDNA (Muyzer a spol., 1993); velkost
produktu PCR bola 233 (bp). Program amplifikécie je uve-
deny v Tab. 2. Specifické produkty boli detegované agaro-
zovou gélovou elektroforézou v 1,8 % géle. Produkty PCR
s GC svorkou boli precistené pomocou magnetickych
poly(glycidyl metakrylat) P(GMA) mikrocastic podla
postupu publikovaného v préci Rittich a kol. (2009) a ana-
lyzované denatura¢nou gradientovou gélovou elektroforé-
zou. Na 40-60% gradientovy gél bolo nanesenych 10 uL
produktu PCR. Zaostrovanie prebiehalo 10 minut pri 100V,
samotna analyza pri 60 V po dobu 22 hodin. Ziskany gél
bol farbeny v etidiumbromide (0,5 pg/mL) a vyfotografo-
vany.

3. Vysledky a diskusia

DNA z vzoriek nalevov bola izolovana v kvalite
a mnozstve vhodnom pre PCR. DNA bola k dalSej praci
riedend na 100 ng/uL. Amplifikdcia DNA prebehla pomo-
cou PCR s primérom s GC svorkou. V zmesiach pre PCR
bolo testované rdézne mnozstvo Mg2+ 16nov, mnozstvo
dNTP, primérov a DNA polymerazy. Ako optimélne bolo
zvolené zlozenie zmesi pre PCR uvedené v Tab. 3. Tato
zmes bola pouzita pri amplifikacii vSetkych DNA izolo-
vanych z nalevov a kontrolnych kmenov. Amplifikované
boli Specifické produkty PCR v intenzite dostatocnej pre
dalsiu analyzu. Produkty PCR s GC svorkou boli dalej ana-

Obr. 1 DGGE produktov PCR
pri pouZiti priméru
s GC svorkou

lyzované pomocou de-
naturacnej gradientovej
gélovej  elektroforézy.
Produkty PCR amplifiko-
vané z DNA z kontrol-
nych nalevov obsahovali
menej fragmentov neZ
v kontaminovanych nale-
voch. V kontrolnych
nalevoch boli viditelné
fragmenty o nizSej inten-
zite. To vypoveda o kon-
tamindcii nalevov mikro-
organizmami, ktoré sa
v pdvodnych nepokaze-
nych nalevoch nevysky-
tovali. Vysledky DGGE
st uvedené na Obr. 1.

Poloha amplikénov po
amplifikacii DNA izolo-
vanych z nélevov bola
porovnana s aplikonmi
ziskanymi po ampli-
fikacii DNA izolovanymi
z kontrolnych kmeniov.
Podla polohy péasov pravdepodobnymi kontaminantami
mohli byt mikroorganizmy druhu Bacillus licheniformis,
Micrococcus luteus, Serratia marcescens, Klebsiella
oxytoca, Acinetobacter baumanii/calcoaceticus a Staphy-
lococcus warneri. Pretoze uvedena identifikdcia mikroor-
ganizmov je nedostacujica a iba orientacnd, ziskané pruhy
boli vyrezané z gélu a v dalSej praci budi podrobené
sekvenacii.

4 5 6 7 8 9

1 2 3

kontaminované
nalevy

kontrola
nalevy

Poradie behov zodpoveda poradiu
kmeriov uvedenych v Tab. 1.

4. Zaver

V praci bolo zistené, Ze je mozné pouzit metddu
PCR-DGGE k analyze mikrofléry v solnych nalevoch
nezrejucich syrov.
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ANTILISTERIALNI UCINKY
KYSELINY FENYLMLECNE

A JEJI PRODUKCE KMENEM
LACTOBACILLUS PLANTARUM
LPAL FERMENTACI SYROVATKY

Sarka Havlikovd, Ladislav Bar, Eva Kvasni¢kova
VWzkumny ustav mlékdrensky s.r.o.

Antilisterial activity of phenyllactic acid and
their production by Lactobacillus plantarum
LPAL during the fermentation of whey

Abstrakt

Cilem této prace bylo ovéfit antilisteridlni aktivitu
kyseliny fenylmlécné (PLA) viuci dvéma kmenam listerii
v zavislosti na koncentraci PLA, teploté¢ a pH. S klesajici
hodnotou pH a stoupajici koncentraci a pfi teploté¢ 37 °C
rostla i inhibicni aktivita.

Dale byly provadény pokusné fermentace zahuSténé
syrovatky s cilem vyprodukovat co nejvyssi mnozstvi PLA
s vyuzitim izoldtu Lactobacillus plantarum LPAL.
Nejvyssi dosazend koncentrace PLA byla 1,12 mg/ml pfi
fermentaci o pH 4,4 a zaockovanim syrovatky kmenem
Lactobacillus plantarum LPAL a Geotrichum candidum
CCDM 870.

Klicova slova: kyselina fenylmlécnd, syrovatka, antilis-
teridlni aktivita, laktobacily

Abstract

The aim of this work was to verify the activity of phenyl-
lactic acid (PLA) against two strains of Listeria, depending
on the concentration of PLA, temperature and pH.
Inhibitory activity grew at 37 °C with decreasing pH and
increasing concentration.

Further experiments used concentrated whey fermenta-
tion to produce the highest amount of PLA used an isolate
of Lactobacillus plantarum LPAL. Highest concentration
of PLA achieved was 1,12 mg/ml during the fermentation
at pH 4,4 and whey inoculation with strains Lactobacillus
plantarum LPAL and Geotrichum candidum CCDM 870.

Key words: phenyllactic acid, whey, antilisterial activity,
lactobacilli

Uvod

Stale vétsi odpor k vyuZivani Cisté chemické konzervace
potravin k prodlouzeni jejich trvanlivosti vede ke zkoumani
latek, které jsou produkovdny mikroorganismy pouzivanymi
bud pfimo v technologickém postupu vyroby potraviny,
nebo mohou byt pridavany jako produkt zpracovéani jiné
potraviny nebo odpadni suroviny pifi vyrobé potravin bez
spotfebitelem rozeznatelné zmény typickych vlastnosti dané
potraviny. Pro tento postup se vzilo oznaceni biokonzer-
vace, protoZe tyto latky nejsou produkty chemické syntézy,
ale k jejich tvorbé dochazi béhem biochemického procesu.

Jednou z téchto latek, jejichz vliv je zkoumén rtznymi
autory, je kyselina fenylmléénd (PLA). Produkce této
organické kyseliny byla zjisténa u nékterych bakterii rodu
Lactobacillus (Lavermicocca et al. 2003, Valerio et al.
2004), u nékterych bakterii rodu Pediococcus a Geotrichum
(Strom et al. 2002, Dieuleveux et al. 1998a) a dalSich.
Prozkoumany byly jeji antifungdlni vlastnosti (Greifova et
al. 2014). Je uvadéna i jeji antilisteridlni aktivita pfi kon-
centraci 13 mg/ml proti Listeria monocytogenes
(Dieuleveux et al. 1998a). PLA zpiisobuje zmény v chovani
listerii a jejich struktufe. Bakterie se shlukuji, produkuji
polysacharidy a jejich bunécna sténa ztraci pevnost.
Nakonec dochazi ke zvétSovani bunék az k jejich uplné
desintegraci (Dieuleveux et al. 1998a).

Nase prace byla zaméfena na testovani jejiho vlivu na rast
listerii v zavislosti na teplot¢ a pH potravin a na moznost
produkce kyseliny fenylmlééné pfi fermentaci zahuSténé
syrovatky kmeny, u nichz byla zjiSténa néjaka antilisteridlni
aktivita. Vybrali jsme izolat s vyraznou antilisteridlni aktivi-
tou, identifikovany jako Lactobacillus plantarum s ozna-
c¢enim LPAL a kmen Geotrichum candidum CCDM 870
s predpokladanou produkci PLA (Dieuleveux et al. 1998b),
a pouzili jsme je pfi fermentaci zahusténé syrovatky, jejimz
vyuzitim se dlouhodobé zabyvame.

Material a metodika

e BHI bujén (OXOID CM0225, UK)
* GKCH agar (MILCOM a.s., CZ)
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