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IZOLACE A IDENTIFIKACE
BAKTERIOCIN PRODUKUJICICH_
ENTEROKOKU ZE SYRU A KVASU

Jaroslava Markova', Markéta Markvartova®’
" Milcom a.s.
2 Wzkumny ustav miékdrensky s.r.o.

Isolation and identification of bacteriocin-
producing Enterococci from cheeses
and sourdoughs

SOUHRN

Tato prace se zabyvala problematikou izolace a identi-
fikace enterokoku a detekci genu pro tvorbu bakteriocinu
z Ila tfidy. Testované kmeny byly izolovany z jedenacti
syrt a dvou kvast. Urceny byly pomoci sekvenovani, které
se opird o amplifikaci oblasti genu pro 16S rDNA a na

drovenl druhu byly identifikovdny pomoci polymerdzové
retézové reakce (PCR) s primery navrZzenymi do variabilni
oblasti genu pro superoxid dismutidzu (sodA), pripadné
MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii (MALDI-TOF MS).
Nejcasteji zastoupenymi enterokoky byly: Enterococcus
(E.) faecium, E. faecalis a E. durans. Déle byl identifikovan
E. gilvus, ktery je mozné oznacit jako nezddouci mikroor-
ganismus. Amplifikace gent pro tvorbu bakteriocinu byla
potvrzena na zékladé sekvenovani a porovnavani s databazi
BLAST na pfitomnost genu pro tvorbu enterocinu A
u vSech izolatu E. faecium.

Klicovd slova: Enterococcus, identifikace, bakteriocin
tridy Ila

SUMMARY

This work was dedicated to issues of isolation and iden-
tification enterococci and detection of class Ila bacteriocin-
coding genes. Tested strains were isolated from eleven
cheeses and two sourdoughs. They were determined by
sequencing, based on an amplification of the 16S rDNA
gene and identified at species level by means of the poly-
merase chain reaction (PCR) with species-specific primers
based upon the superoxide dismutase gene (sodA), alterna-
tively the MALDI-TOF Mass Spectrometry (MALDI-TOF
MS). The most frequently represented species were
Enterococcus (E.) faecium, faecalis a durans. Another
identified strain was E. gilvus, which can be describe as an
unwanted microorganism. PCR amplification of class Ila
bacteriocin-coding genes, sequencing and BLAST search
results confirmed that all strains E. faecium contained the
enterocin A gene.

Key words: Enterococcus, identification, bacteriocin
class Ila

uvobD

Enterokoky patfi mezi gram pozitivni koky izolované
z nejriznéjSich materidld. Jejich optimélni teplota ristu se
vétsinou pohybuje mezi 35-37 °C (Ludwig a kol., 2009).
Nékteré enterokoky se vyznacuji tvorbou bakteriocind.
Této schopnosti se v potravindiském pramyslu vyuziva
k omezeni nebo zastaveni rstu technologicky nezadoucich
i patogennich mikroorganismii (Ispirili a kol., 2017).
Enterokoky nejsou béZnou soucasti matecnych kultur.
V poslednich letech jsou stale Castéji sledované vlastnosti
nezdkysovych bakterii mlé¢ného kvaseni (NSLAB).
Vyzkumy ukazuji, Ze nékteré tyto bakterie by se mohly stit
soucasti zakysovych kultur. Pfi zrani nékterych druhti syrt
mohou hrat velmi specifickou roli pfi tvorbé senzorickych
vlastnosti (Ispirili a kol., 2017). Spolu s témito vlastnostmi
mohou mit enterokoky také predpoklady k tomu stat se pro-
biotickymi bakteriemi (Maia a kol., 2017).

Identifikace izolovanych kmend vyzaduje polyfazovy
pristup stanoveni kombinujici fenotypové a genotypové
metody. Tyto metody se Casto zakladaji na polymerazové
fetézové reakci (PCR) a sekvenovani 16S rRNA oblasti.
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Hlavni prekazkou v identifikacnich

Tab. 1 Primery pouZité v PCR reakci

postupech je nedostatek robustnich Primer  Genovy Sekvence (5°-3’) Velikost Teplota
identifikacnich systémil pro vSechny lisek produktu (bp) annealingu
druhy bakterii mlé¢ného kvaseni. Dalsi 1" 16S rDNA | ccgaattcgtcgacaacAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 1600 55°C
moznosti identifikace je vyuZiti P2 cccgggatccaagcttACGGCTACCTTGTTACGACTT
metody MALDI-TOE. DU1? SodA CCTACTGATATTAAGACAGCG 295 58 °C
Bakteriociny tfidy Ila jsou casto pu2? TAATCCTAAGATAGGTGTTTG
popisovany jako malé teplotné stabilni FL12 sodA ACTTATGTGACTAACTTAAGC 360 58 °C
peptidy (37-48 aminokyselin) bez post- FL2? TAATGGTGAATCTTGGTTTGG
transladnich modifikaci se silnym FM12 SodA GAAAAAACAATAGAAGAATTAT 215 55 °C
ucinkem proti listeriim. Geny pro pro- FM2° TGCTTTTTTGAATTCTTCTTTA
dukci bakteriocini jsou vétSinou G2 SodA CTGGCTGGGCTTGGCTAGTGA 98 63 °C
lokalizovany na mobilnich genetickych GI2” ATAATCGGTGTTTTACCGTCT
elementech, napf. plazmidech HI12 sodA CTTTCTGATATGGATGCTGTC 187 58 °C
’ HI2? TAAATTCTTCCTTAAATGTTG
BCgraNSHK® entA AAAATATTATGGAAATGGAGT 88 44°C
METODIKA BCgr4R1K? AGACATTCCTGCAATACAA

Izolace enterokoku

Pro izolaci bylo vybrano 11 zrajicich
syrt vyrobenych z nepasterovaného mléka a 2 technolo-
gicky pouZzivané kvasy. Spolecné s enterokoky byly
zachytavany i dalsi bakterie mlééného kvasSeni - laktobaci-
ly, laktokoky atd. Pro izolaci byla pouZita plotnova metoda
s zivnym médiem KEA (Kanamycin Aeskulin Azide Agar,
LABM, UK). Podaftilo se vyizolovat enterokoky nejen ze
zivného agaru, ktery je pro enterokoky pfimo urcen, ale
také z dalSich pud - uréenych predevsim pro izolaci bakte-
ridlnich koka. Dal$i kultivace probihala v M17 bujonu
(M17 broth, HIMEDIA, Indie).

Identifikace izoldtit molekuldrné-biologickymi
metodami

a) Priprava hrubych lyzdti

Kultury byly zpracovany formou tzv. hrubych lyzata,
které byly pripraveny z 5 ml narostlé kultury v M17
bujonu. Po dvojndsobném promyti odstfedénych bunék
sterilni PCR vodou (18 M) byl sediment lyzovan 100 ul
alkalického lyzacniho roztoku (0,05 M NaOH + 0,25 %
SDS), povafen 30 minut pfi 94 °C a rychle zchlazen.
Nakonec byly vzorky fedény 50x PCR-vodou a skladovany
pfi -20 °C do doby analyzy. Ze sbirkovych typovych
kmenii byla DNA izolovana pomoci kitu UltraClean®
Microbial DNA Isolation Kit (MO BIO, Elisabeth
Pharmacon, UK) dle instrukei vyrobce.

b) Sekvenacni analyza bakteridlnich izoldtii pomoci
16S ribozomdlni DNA

K rychlému rozliseni rodi a nékterych druhu bakterii
bylo pouzito Sangerovo sekvenovani (Sanger a kol., 1977).
K amplifikaci byly pouZzity primery fD1 a rP2 dle Weisburg
akol. (1991). Reakéni smés pro amplifikaci fragmentu byla
pripravena ve 25 ul a obsahovala 12,5 pl PPP Master Mixu
(Top-Bio, CR), 11 ul PCR vody, 0,5 ul kazdého primeru
(10 umol.1™) a 0,5 pl vzorku DNA (50x zfedéného hrubého
lyzatu, nebo sbirkového typového kmene izolovaného
kitem). Reakce probihala v termocykleru (Biometra, D) pfi
podminkach dvodni denaturace 95 °C - 90 s, nasledovalo

) Weisburg a kol., 1991; 2 Jackson a kol., 2004; ¥ Wieckowicz a kol., 2011

35 cykld: denaturace DNA 95 °C - 30 s, hybridizace
primerti 55 °C - 30 s, syntéza DNA 72 °C - 60 s a zavérecna
syntéza 72 °C - 600 s. K vizualizaci byla pouzita gelova
elektroforéza s 1% agar6zovym gelem a fluorescencni
interkalacni barvou GelRed (Biotium, USA). Reakéni smés
pro sekvenovani byla namichéna podle doporuceni servisu,
ktery sekvenovani provadél (GATC Biotech, Némecko):
5 ul PCR produktu (20-80 ng/ul) a 5 pl primeru fD1 nebo
P2 (5 pmol/ul). Nésledovalo vyhodnoceni ziskanych dat
pomoci softwaru FinchTV (Geospiza, USA). Taxonomicka
prislusnost jednotlivych kmenti byla vyhodnocena na
zakladé kompatibility se sekvencnimi daty v databazi
NCBI-BLAST (National Center for Biotechnology Infor-
mation - Basic Local Aligment Search Tool). Sekvence
byly identifikovany a pfifazeny k sekvenc¢nim udajim
druht s maximalni moznou shodou bazi (100-98 %).

¢) Druhové rozliSeni enterokoki

Pro druhové rozliSeni enterokoku byla upravena metodi-
ka dle Jackson a kol. (2004). Byly vyuzity primery pro
E. durnas (DU1 a DU2), E. faecium (FM1 a FM2), E. fae-
calis (FL1 a FL2), E. hirae (HI1 a HI2) a E. gilvus (GI1
a GI2) - viz. tabulka 1. Reakéni smési pro amplifikaci frag-
mentu E. durnas, E. faecalis, E. hirae a E. gilvus byly pfi-
praveny ve 20 pl a obsahovaly 10 ul KapaHiFi ReadyMixu
(Kapa Biosystems, USA), 7 ul PCR vody, 0,75 ul kazdého
primeru pro piislusnou reakci (10 pmol.1") a 1,5 pl vzorku
DNA (50x zfedéného hrubého lyzatu, nebo sbirkového
typového kmene izolovaného kitem). Reakce probihala
v termocykleru (Biometra, Némecko) pfi podminkach
uvodni denaturace 95 °C - 180 s, nasledovalo 30 cykla:
denaturace DNA 98 °C - 20 s, hybridizace primer 58 °C
(u reakce s primery GI1 a GI2 63 °C) - 15 s, syntéza DNA
72 °C - 45 s a zavérecna syntéza DNA 72 °C - 60 s. Pro
E. feacium byla namichana reakce slozend ze 2 pl 10x Taq
Buffer s (NH4)2SO4 bez MgCl, (Fermentas), 10,62 ul PCR
vody, 0,32 pl dNTP (10 mM, Fermentas), 0,8 ul kazdého
primeru (10 pmol.1™), 2,8 ul MgCl, (25 mM, Fermentas),
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Taq polymeraza 0,16 ul (5 U/ul, Fermentas) a 2,5 ul vzorku
DNA (50x zfedéného hrubého lyzatu, nebo sbirkového
typového kmene izolovaného kitem). Reakce probihala v ter-
mocykleru (Biometra, Némecko) pfi podminkach tvodni
denaturace 95 °C - 240 s, nasledovalo 35 cykld: denaturace
DNA 95 °C - 30 s, hybridizace primert 55 °C - 120 s a zaveé-
recnd syntéza DNA 72 °C - 420 s. K vizualizaci byla pou-
zita gelova elektroforéza s 1 % agar6zovym gelem a fluo-
rescencni interkalacni barvou GelRed (Biotium, USA).

d) MALDI-TOF

MALDI-TOF je moderni fenotypova metoda pro rychlou
identifikaci mikroorganismu na zaklad¢ proteinovych pro-
fila. Vzorky byly testovany v laboratofi oddéleni bakterio-
logie Vyzkumného tstavu veterinarniho lékatstvi v Brné.
Pfiprava vzorkl byla provedena metodou extrakce pomoci
ethanolu a kyseliny mravenci. Vysledky méreni byly
porovnavany s komer¢ni databazi mikroorganismu.

Testovdni tvorby bakteriocinu

Vzorky enterokokd byly testovany na pfitomnost gentl
pro tvorbu bakteriocint z tfidy Ila dle Wieckowicz a kol.,
(2011). Zde byly pouzity primery BCgrdNSf1K
a BCgrdR1K. Reakéni smési pro amplifikaci fragmentu
byly pfipraveny ve 25 pl a obsahovaly 12,5 ul CombiTaq
PPP MasterMixu (TopBio, CR), 8,5 ul PCR vody, 1 pl
kazdého primeru (10 umol.1-1) a 2 pl vzorku DNA (50x
ziedéného hrubého lyzatu). Reakce probihala v termocyk-
leru (Biometra, Némecko) pfi podminkach tvodni denatu-
race 94 °C - 300 s, nasledovalo 32 cykld: denaturace DNA
94 °C - 45 s, hybridizace primera 44 °C - 45 s, syntéza
DNA 72 °C - 60 s a zavérecna syntéza DNA 72 °C - 300 s.
K vizualizaci byla pouzita gelova elektroforéza s 1 %
agar6zovym gelem a fluorescenéni interkalacni barvou
GelRed (Biotium, USA). Ziskané produkty byly pro kon-
trolu a pripadné urceni bakteriocinu sekvenovany.
Sekvenacni smés byla namichdna podle doporuceni servi-
su, ktery sekvenovani provadél (GATC Biotech, Némecko):
5 ul PCR produktu (20-80 ng/ul) a 5 ul primeru
BCgrdaNSf1K nebo BCgrdR1K (5 pmol/ul). Nasledovalo
vyhodnoceni ziskanych dat pomoci pfisluSného softwaru
(Finch TV). Déle byla data porovnina s databazi NCBI-
BLAST (National Center for Biotechnology Information -
Basic Local Aligment Search Tool).

VYSLEDKY A DISKUZE

Izolace a identifikace enterokoku

Celkem bylo ziskdno a uspéSné identifikovano pres
70 izolati enterokokti, z nichz byl vybran uzsi soubor
kmentl pro dalsi testovani. Vysledky identifikace izolo-
vanych enterokokill jsou uvedeny v tabulce 2. Pro prvotni
zatazeni bakterii do rodu, pfipadné pfislusného druhu, bylo
pouZito sekvenovani pomoci 16S rDNA. K presnéjSimu
uréeni druhu byla pouZzita specificki PCR reakce.
Amplifikované oblast 16S rDNA je pro druhové rozliSeni
enterokokt prili§ konzervativni. Na vysledcich ze sekve-

Tab. 2 Vlysledky identifikace izolovanych enterokokd

Vzorky Nazev IDENTIFIKACE
Sekvenace 16S rDNA/MALDI-TOF PCR (sodA)
Syr1 E. faecalis | E. faecalis E. faecalis
Syr2 | E faecium | E. faecium, faecalis E. faecium
E. sp. E. lactis, faecalis, faecium N
Syr3 | E faecium | E. faecium, faecalis E. faecium
Syr4 | E faecalis | E. faecalis E. faecalis
E. sp. E. malodoratus, raffinosus, gilvus N
Syr5 E. faecium | E. faecium E. faecium
E. durans | E. faecalis, durans, faecium E. durans
Syr 6 E. faecium | E. faecium E. faecium
E. faecalis | E. faecalis E. faecalis
Syr7 | E gilvus E. gilvus, malodoratus, durans E. gilvus
E. faecium | E. faecium E. faecium
E. faecalis | E. faecalis E. faecalis
Syr8 | E durans E. faecalis, durans E. durans
E. faecalis | E. faecalis E. faecalis
E. sp. E. durans, faecium E. faecium
E. gilvus E. gilvus, durans E. gilvus
Syr9 E. faecium | E. faecium E. faecium
E. gilvus E. gilvus, durans E. gilvus
E. faecalis | E. faecalis E. faecalis
Syr10 | E durans E. hirae, durans, lactis E. durans
E. faecalis | E. faecalis E. faecalis
Syr11 | E faecium | E. faecium E. faecium
Kvas1 | E. gilvus E. gilvus, malodoratus/E. gilvus ++ | E. gilvus
Kvas 2 | E. hirae E. hirae, mund(ti/E. hirae +++ E. hirae

++... bezpecna rodova identifikace, pravdépodobna druhova identifikace;
+++... vysoce pravdépodobna identifikace druhu
N... netspésnd amplifikace

novani vidime, Ze primery pouZité v této praci spolehlivé
rozlisi enterokoky od ostatnich bakterii na trovni rodu. Pro
druhové zarazeni byla proto zvolena vriabilni oblast genu
pro tvorbu superoxid dismutdzy (sodA) podle Jackson
a kol. (2004). Vétsina kment byla v tomto kroku druhové
zafazena. Dva nezafazené kmeny mohou byt ze skupiny
E. lactis, E. malodoratus nebo E. raffinosus, ke kterym
momentalné nemame dostupné primery. Pro porovnani
byly pouzity sbirkové typové kmeny pfisluSnych mikroor-
ganismi. Enterokoky z kvasti byly identifikovany také
pomoci MALDI-TOF. Vedle technologicky potencialné
vyuzitelnych enterokokt jako je: E. faecium, E. durans,
E. faecalis a E. hirae byl ze tfech syrt a jednoho kvasu
ziskan E. gilvus (v tabulce tu¢n¢€). Tento kmen neni v lite-
ratufe prili§ Casto zminovan, ale jeho izolat byl nalezen
a popsan u pacienta s cholecystitidou (Tyrrell a kol., 2002).
Lze tedy predpoklidat, Ze je tento kmen spojen s mozZnymi
patogennimi nebo podminéné patogennimi vlastnostmi
a jeho pouziti v potravinarském prumyslu je tedy nevhodné.

Testovdni tvorby bakteriocinii

Tvorba bakteriocint tfidy Ila byla testovana pomoci PCR
na pritomnost genu. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 3.
Pfitomnost genu byla zjiSténa predevSim u E. faecium.
Pozitivni vysledek byl ziskdn i u dvou nezafazenych
kmend, u kterych se nepodafilo potvrdit druhové zarazeni
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Tab. 2 Vlysledky identifikace izolovanych enterokoki

Vzorky Nazev Gen pro tvorbu bakteriocini
primery BCgr4NSf1K a BCgrdR1K

Syr1 E. faecalis

Syr 2 E. faecium +
E. sp.

Syr3 E. faecium +

Syr 4 E. faecalis -
E. sp. -

Syr5 E. faecium +
E. durans -

Syr 6 E. faecium +
E. faecalis -

Syr7 E. gilvus
E. faecium +
E. faecalis

Syr 8 E. durans -
E. faecalis -
E. sp. 3
E. gilvus -

Syr9 E. faecium +
E. gilvus
E. faecalis

Syr10 | E. durans -
E. faecalis -

Syr11 | E. faecium +

Kvas1 | E gilvus N

Kvas 2 | E. hirae N

+... pozitivni; -... negativni; N... netestovdno

do skupiny E. faecium. To miZe byt zplsobeno mutaci
v misté hybridizace primerd, pfipadné pfitomnosti tohoto
genu i u jinych druhti enterokokd. Ziskané fragmenty byly
uspésné osekvenovany a urceny jako enterocin A. Tento
vysledek ovSem nezarucuje, Ze je gen aktivni a tvori se bak-
teriociny, které by zabratiovaly riistu nezadoucich mikroor-
ganismu. Tuto skutecnost je potieba jesté dale analyzovat,
nejprve napt. biochemickymi testy.

ZAVER

Enterokoky byly vyizolovany z jedendcti zrajicich syrt
vyrobenych z nepasterovaného mléka a dvou kvasi.
Izolace byla provedena plotnovou metodou. Identifikace
vybranych bakterii probihala na zdkladé makroskopického
a mikroskopického zarazeni. Dale také pomoci genetickych
metod - PCR, sekvenovani. Pro dva kmeny enterokokti byla
pouzita identifikace pomoci Maldi-TOF. Z vysledku je
patrné, Ze syry obsahovaly jeden ¢i vice kmenu rodu
Enterococcus. Nejvice zastoupenymi druhy byly E. faecium,
E. faecalis a E. durans. E. gilvus, ktery se vyskytl ve tfech
piipadech u syr@ a v jednom kvasu, neni technologicky
zadouci, vzhledem k mozné patogenité.

VSechny ziskané kmeny E. faecium byly pozitivni na pri-
tomnost genu koédujiciho tvorbu bakteriocint tfidy Ila.
Tento vysledek je nutné ovéfit v praxi. Pfitomnost genu
nezarucuje tvorbu bakteriocintl a jejich u€inkt vici techno-
logicky nezadoucim bakteriim.

Tab. 1 Elektroforeticky gel s finalnimi PCR produkty
(o velikosti cca 88 bp). 1 - FastRuler DNA Ladder,
Middle Range (Thermo Scientific, USA),
2 - CCDM 645T E. faecium, 3 - negativni kontrola,
4 - E. faecium (syr 3), 5 - E. faecuim (syr 5),
6 - E. faecium (syr 6), 7 - E. faecalis (syr 1),
8 - E. faecium (syr 7), 9 - E. faecium (syr 9),
10 - E. faecium (syr 11)
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