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In this study, the species identification of 12 probiotic strains of the genus Enterococcus from Culture
Collection of Dairy Microorganisms Lactoflora (CCDM, Milcom, Tabor, Czech Republic) were done
using PCR described by DUTKA-MALEN et al. (1995). All strains were classified to be of the genus
Enterococcus and species E. faecium. These strains are supposed to be used as probiotics for the pro-
duction of functional foods. According to the fact that E. faecium was described to have decarboxylase
activity responsible for biogenic amine production in fermented products, the presence of genes coding
for microbial tyrosine and histidine decarboxylase was screened in all strains using PCR described by
COTON et al. (2004). Whereas the presence of DNA sequences for histidine decarboxylase was not de-
tected in any strain, specific DNA sequences coding for tyrosine decarboxylases were detected in all
tested strains. When applying as starter probiotic cultures to fermented milk products, the production of
biogenic amine tyramine have to be observed during both fermentation and storage.

probiotics, fermented milk products, PCR, Enterococcus faecium, biogenic amines, decarboxylase acti-

vity

Funkéni potraviny jako specialni kategorie potra-
vin nejsou stanoveny legislativné. Obecné se funkéni
potravina definuje jako jakakoli potravina, ktera ma
kromé své nutri¢ni hodnoty kladny vliv na zdravi,
fyzickou vykonnost nebo dusevni stav konzumenta.
Jde tedy o potravinu, ktera ma v porovnani s béz-
nymi potravinami zvySeny fyziologicky u¢inek. Mezi
funk¢éni potraviny jsou fazeny i mlééné vyrobky s pro-
biotickou kulturou, které si mezi spotiebiteli ziskavaji
stale vyssi oblibu.

Vsechny popsané bakterie s probiotickym w¢in-
kem pouzivané pii vyrobé mlécnych vyrobkl patii
do skupiny bakterii mlééného kvaseni a bifidobakte-
rii, ktera zahrnuje druhy roda Lactococcus, Lactoba-
cillus, Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, En-
terococcus a Bifidobacterium. Jako probiotické byly
popsany nékteré kmeny druhd Lactobacillus acido-

philus, L. bulgaricus, L. casei/paracasei, L. fermen-
tum, L. gasseri, L. helveticus, L. johnsonii, L. plan-
tarum, L. rhamnosus, L. reuteri, L. salivarius,
Enterococcus faecium, E. faecalis, Bifidobacterium
bifidum, B. longum, B. breve, B. infantis, B. lactis.

Probiotika nesmi pisobit toxicky ani patogenné,
naopak je zadouci, aby prokazatelné pozitivné ovliv-
novala zdravotni stav hostitele. V tomto sméru nastal
urcity problém u probiotického mikroorganismu En-
terococcus faecium. Je to mikroorganismus, jehoz
puvodni pouziti se v piipadé potravin omezovalo
na vyrobu kysaného zeli, ale v soucasnosti se uplat-
fuje pii vyrobé kysanych mléénych vyrobkd. Byly
ovSem zjistény kmeny enterokokti, které prokazatelné
nemély probiotické vlastnosti, piipadné mély schop-
nost prenaset rezistenci vici antibiotikiim na jiné mik-
roorganismy.
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Cilem této studie byla druhova identifikace sbir-
kovych kment rodu Enterococcus sbirky Laktoflora
(CCDM, Tabor) Vyzkumného tstavu mlékarenského,
Milcom (Praha) pomoci metod analyzy DNA. Poskyt-
nuté sbirkové kmeny jsou odolné vuéi nizkému pH
a solim ZluCovych kyselin a jsou testovany na dalsi
probiotické vlastnosti. Déle je u téchto kment testo-
vana kysaci schopnost a senzoricka jakost finalnich
kysanych mlécnych vyrobku. Vzhledem ke skutec-
nosti, ze byla u mikroorganismt rodu Enterococcus
popsana negativni vlastnost tvorby biogennich amint
(SHALABY a kol., 1996), v této praci byly analy-
zované kmeny provéfeny na pritomnost specific-
kych DNA sekvenci kodujicich dekarboxylazy (tyro-
sindekarboxylazu a histidindekarboxylazu) ucastnici
se tvorby biogennich amint (tyraminu a histaminu).
Schopnost tvofit biogenni aminy je pifi planova-
ném pouziti kment pro vyrobu funkénich potravin
nezadouci.

MATERIAL A METODY
Bakterialni kmeny a jejich rustové podminky

Bakterialni buiiky E. faecium CCM 7250 (Ceska
sbirka mikroorganismi, Brno) byly kultivovany na
Slanetz-Bartley médiu (Noack, Francie) pii 37 °C.
Bakteridlni kmen E. faecalis CNRZ 238 (popsany
COTONEM a kol., 2004 jako producent tyraminu)
byl kultivovan v médiu s kanamycinem, eskulinem
a azidem sodnym (KEAA, Merck, Némecko) pfi
37 °C. Bakteridlni kmen Lactobacillus 30a ATCC
33222 (popsany COTONEM a kol., 2004 jako produ-
cent histaminu) byl kultivovan v MRS médiu (Noack,
Francie) pii 30 °C. Kmeny byly pouzity jako pozitivni
kontrola pro PCR, pro rodovou a druhovou identifi-
kaci a jako producenti tyraminu a histaminu.

V préci byly analyzovany ndsledujici kmeny, zis-
kané ze sbirky Laktoflora: CCDM 964/04, CCDM
965/05, CCDM 923/05, CCDM 924/05, CCDM
766/05, CCDM 816/04, CCDM 170/05, CCDM
644/02, CCDM 106/05, CCDM 917/04, CCDM
120/05, CCDM 817/04. Mikroorganismy byly kul-
tivovany na M17 (Merck, Némecko) médius 1 % glu-
kézou pti 37 °C po dobu 72 h.

Izolace DNA a rodova a druhova identifikace
bakterii pomoci PCR

Izolace DNA z bakterialnich bungk, jeji purifikace
a zpusob stanoveni koncentrace a €istoty byly prove-
deny dle SAMBROOKA a kol. (2001) a AUSUBELA
a kol. (1994). Pro identifikaci rodu Enterococcus
byla pouzita PCR popsana DEASYM a kol., 2000.
Pro amplifikaci rodové specifické DNA sekvence
(733 bp) byla pouzita dvojice specifickych oligonuk-

leotidovych primerd E1/E2. PCR byla provedena
v celkovém objemu 25 pl a obsahovala 10 ng purifi-
kované DNA, 10 pmol primeru E1 a E2, 1 U HotStar
Tag DNA polymerazy a ptislusné mnozstvi HotStar
Master Mixu (Qiagen, Hilden, Némecko). Templa-
tové DNA byly nejprve denaturovany inkubaci pii
95 °C 15 min. DNA byla amplifikovana ve 25 cyklech
(denaturace pii 95 °C/45 s, hybridizace primert pii
60 °C/45 s a syntéza komplementarniho DNA fetézce
pti 72 °C/1 min). V poslednim amplifika¢nim cyklu
byla teplota 72 °C prodlouzena na 10 min, a to pro
kompletni dosyntetizovani finalniho PCR produktu.

Pro druhovou identifikaci byly pouzity PCR metody
popsané autory DUTKA-MALEN a kol. (1995). Dru-
hove specifické primery detekuji genddl,. ... ampli-
fikovany PCR produkt ma velikost 550 bp, ktery je
specificky pro E. faecium. PCR byla provedena v cel-
kovém objemu 25 pl a obsahovala 10 ng purifikované
DNA, 10 pmol kazdého druhové specifického pri-
meru, 2 U HotStar 7ag DNA polymerazy a ptislusné
mnozstvi HotStar Master Mixu (Qiagen, Hilden,
Némecko). Templatové DNA byly nejprve denaturo-
vany inkubaci pii 95 °C/15 min. DNA byla amplifi-
kovana ve 30 cyklech (denaturace pii 95 °C/1 min,
hybridizace primert pfi 54 °C/1 min a syntéza
komplementarniho DNA fetézce pii 72 °C/1 min).
V poslednim amplifika¢nim cyklu byla teplota 72 °C
prodlouzena na 10 min. Jako pozitivni kontrola PCR
byla pouzita purifikovand DNA izolovana z bunék
sbirkového kmene E. faecium CCM 7250. Jako nega-
tivni kontrola PCR byly pouzity komponenty PCR
bez DNA.

Vsechny PCR reakce byly provedeny v termocy-
klatoru PTC 130 (MJ Research, Waltham, MA, USA).
PCR produkty byly detekovany pomoci agarosové
gelové elektroforézy na piistroji Easy, model B1 (Owl
Scientific, USA) a vizualizovany na UV translumina-
toru (EB-20E Ultralum, USA) po nabarveni ethidium
bromidem (0,5 pg/ml). Dokumentace byla provedena
pomoci fotodokumenta¢niho systému Gel imager™
Ultra-Lum, Inc., USA.

Skrining kmeni na pritomnost DNA sekvenci
kédujicich bakterialni tyrosindekarboxylizu
a histidindekarboxylazu

Pro amplifikaci specifické DNA sekvence kodujici
bakterialni tyrosindekarboxyldzu a histidindekarbo-
xylazu byly pouzity dvojice specifickych oligonukleo-
tidovych primert TD2/TD5 a HDC3/HDC4 (COTON
a kol., 2004) a postup popsany BURDYCHOVOU
(2006). Jako pozitivni kontrola PCR pro detekei tyro-
sindekarboxylazy byla pouzita purifikovana DNA
izolovana z bunék E. faecalis CNRZ 238, jako pozi-
tivni kontrola PCR pro detekcei histidindekarboxylazy
slouzila purifikovana DNA izolovana z bunék Lacto-
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bacillus 30a ATCC 33222. Jako negativni kontroly
PCR byly pouzity komponenty PCR bez DNA.

VYSLEDKY A DISKUSE

Pii testovani metody PCR pro identifikaci bakteri-
alniho rodu Enterococcus bylo nejprve nutné overit
specifitu PCR. Do PCR reakce byla jako DNA templat
pouzita purifikovana DNA izolovana z bakteridlniho
kmene Enterococcus faecium CCM 7250. U analyzo-
vanych bakterialnich kment (Tab. I) byl amplifiko-
van specificky PCR produkt predpokladané velikosti
(733 bp), coz svedci o jejich piislusnosti k bakterial-
nimu rodu Enterococcus. Provedenim rodové speci-
fické PCR byla zaroven ovéfena amplifikovatelnost
DNA vsech bakteridlnich kment. DNA tedy byla izo-
lovéana a purifikovana v dostatecné €istoté pro pouziti
v PCR a je mozné ji pouzit pro druhové specifickou
PCR.

Analyzované bakterialni kmeny pochazejici ze
sbirky Laktoflora (CCDM, Tabor) byly nejprve tes-
tovany na piislusnost k bakteridlnimu rodu Entero-
coccus. Vysledky jsou uvedeny v Tab. I. Pro identi-
fikaci byla pouzita PCR, pfi niz je u bakterii patticich
k rodu Enterococcus amplifikovana specificka sek-
vence genu kodujiciho 16S rRNA o velikosti 733 bp.
Metody analyzy bakterialnich 16S a 23S rDNA sek-
venci se velmi Casto pouzivaji pfi klasifikaci bakte-
rii (LANE a kol, 1989; BOTTGER, 1989; SALAMA
a kol., 1991). Geny pro 16S a 23S rRNA obsahuji
univerzalni konzervativni sekvence, ale i regiony
unikatni pro urcity bakteridlni rod nebo druh, takze
mohou byt pouzity pro rodové nebo druhové speci-
fickou PCR. Geny kodujici ribosomalni RNA byly
jiz uspesné pouzity pfi klasifikaci mnoha bakterial-
nich izolatd rodd Enterococcus (BETZL a kol., 1990),
Lactobacillus (DUBERNET a kol., 2002), Lactococ-
cus (KLIJN a kol., 1991) a mnoha dalsich.

Druhove specifickd PCR vyuziva specifické pri-
mery amplifikujici gen pro D-alanin:D-alanin ligazu
(ddl) druhu E. faecium. PCR produkty amplifikované
z DNA matric vSech charakterizovanych bakteridlnich
kment mély velikost 550 bp, tedy velikost odpovida-
jici amplikonu pozitivni kontroly PCR, DNA sbirko-
vého kmene E. faecium CCM 7250 (Obr. 1, Tab. I).

Vyuziti druhové specifické PCR pfi analyze bakterii
rodu Enterococcus vyznamné usnadiiuje jejich sprav-
nou identifikaci. Pouziti biochemickych testl, které

vychazi z fenotypovych vlastnosti bakterii, je ¢asto
nejednoznacné a vede k mylnym interpretacim, pro-
toze se vlastnosti terénnich kmenti mohou znac¢né lisit
od vlastnosti kment sbirkovych, pomoci nichz jsou
biochemické testy definovany (FACKLAM a COL-
LINS, 1989; VINCENT a kol., 1991).

Z literatury je znamo (SHALABY, 1996), ze je
vétSina zastupct rodu Enterococcus schopna tvorit
toxické biogenni aminy. Ty vznikaji ¢innosti bakte-
ridlnich enzymu dekarboxylaz. Vzhledem k tomu, ze
se prace zabyva vybérem vhodnych kment bakterii
vhodnych pro funkéni potraviny, byla u testovanych
kment provéfena piitomnost gend kodujicich dekar-
boxylazy.

Do PCR reakce byla jako pozitivni kontrola pouzita
purifikovana DNA izolovana z bakterialniho kmene
Enterococcus faecalis CNRZ 238 popsana COTO-
NEM a kol. (2004) jako producent tyrosindekarboxy-
lazy a purifikovana DNA kmene Lactobacillus 30a,
ktery byl timtéz autorem oznacen jako producent his-
tidindekarboxylazy. V. PCR reakci byly amplifiko-
vany PCR produkty pfedpokladané velikosti (1100 bp
a 440 bp). Po ovéfeni specifity a funkénosti PCR byla
tato metoda pouzita pro ovéfeni pfitomnosti ¢i nepfi-
tomnosti genti pro tyrosindekarboxylazu (zyrDC)
a histidindekarboxylazu (ADC) u charakterizova-
nych kment E. faecium CCDM uvedenych v Tab. 1.
U vsech analyzovanych kment byla zjisténa piitom-
nost specifické ryrDC DNA sekvence, ADC gen nebyl
detekovan u zadného ovetovaného bakterialniho
kmene. Vysledky detekce specifickych dekarboxyla-
zovych sekvenci u dvou kment sbirky Laktoflora a u
kontrolnich kment jsou uvedeny na Obr. 2 a v Tab. I.

Detekce pritomnosti specifické tyrDC DNA sek-
vence neznamena, ze bude pfislusny mikroorganis-
mus ve fermentovaném vyrobku produkovat biogenni
amin tyramin v mnozstvi, které bude pro spotiebitele
toxikologicky zavazné. Mnozstvi tvofeného tyraminu
zavisi nejen na sile exprese specifické tyrDC DNA
sekvence, tedy na mnozstvi vytvafeného enzymu
tyrosindekarboxylazy, ale i na koncentraci volné ami-
nokyseliny tyrosinu v substratu. Dekarboxylazova
aktivita mezi kmeny uritého druhu se muze lisit
(KOMPRDA a kol., 2004). Proto bude nasim dal$im
cilem testovat vzdy konkrétni bakterialni kmeny, a to
v podminkach ptedpokladané vyroby fermentova-
nych mléénych vyrobku a pfi jejich uchovavani.
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I: Identifikace a charakterizace sbirkovych kmenii Laktoflora (CCDM) a jejich analyza na pritomnost genii pro
dekarboxylazu tyrosinu a histidinu

Oznaceni oy PCR p I'Oflukt PCR p roc’lukt Detekce DNA Detekce DNA
sbirkovych Bakteridln | specificky pro specificky PrO 1 sekvenci tyrDC | sekvenci pro hDC
Kkment druh rod Enterococcus | druh E. faecium (1100 bp) (440 bp)
(733 bp) (550 bp)

CCDM 964/04 | E. faecium + + + —
CCDM 965/05 | E. faecium + + + -
CCDM 923/05 | E. faecium + + + -
CCDM 924/05 | E. faecium + + + —
CCDM 766/05 | E. faecium + + + —
CCDM 816/04 | E. faecium + + + -
CCDM 170/05 | E. faecium + + + -
CCDM 644/02 | E. faecium + + + -
CCDM 106/05 | E. faecium + + + -
CCDM 917/04 | E. faecium + + + -
CCDM 120/05 | E. faecium + + + -
CCDM 817/04 | E. faecium + + + -

+ sekvence detekovana, — sekvence nedetekovana

bp bp

< 1200
- 1000

550 — - 500

1: PCR detekce DNA sekvenci ddl,_ , v celkové
DNA sbirkovych kmenii. Beh ¢. 1: CCDM 964/04, beh
¢ 2: CCDM 766/05, béh ¢. 3: CCDM 170/05, béh ¢.
4: pozitivni kontrola PCR E. faecium CCM 7250, béh
¢ 5: negativni kontrola PCR, M: 100 bp ladder (New

England Biolabs, Anglie)

M 2 3 456

2: PCR detekce DNA sekvenci kodujicich tyro-
sindekarboxylazu a histidindekarboxylazu v celkové
DNA izolované z kmenii CCDM. M: 100 bp ladder
(New England Biolabs, Anglie), béh ¢. 2: E. faecium
CCDM 964/04, béh ¢. 3: E. faecium CCDM 766/05,
béh ¢. 4: E. faecalis CNRZ 238, beh ¢. 5: Lactococcus
lactis 30a ATCC 33222, beh ¢. 6: negativni kontrola
PCR
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SOUHRN

Cilem této prace byla rodova a druhova identifikace dvanacti probiotickych kment rodu Enterococcus
ze Sbirky &istych mlékaiskych kultur Laktoflora (CCDM, Milcom Praha, Ceska republika). K identifi-
kaci byla pouzita polymerazova fetézova reakce (DUTKA-MALEN a kol, 1995). VSechny analyzované
kmeny byly zatazeny do rodu Enterococcus a druhu E. faecium. U v§ech kmenti byly prokdzany nekteré
probiotické vlastnosti a mohly by byt pouzity pro vyrobu funkénich potravin. Vzhledem ke skutecnosti,
ze byly nekteré kmeny E. faecium ve fermentovanych potravinach popsany jako producenti biogennich
amint, byly kmeny analyzované v této praci provéfeny na pritomnost ¢i nepfitomnost genil pro tyro-
sindekarboxylazu a histidindekarboxylazu. Pro skrining byla pouzita PCR popsana COTONEM a kol.,
2004. Pritomnost genu pro histidindekarboxylazu nebyla potvrzena v zddném z analyzovanych kme-
nd E. faecium, ptitomnost genu pro tyrosindekarboxylazu byla potvrzena u vSech kment podrobenych
skriningu. Pfi aplikaci testovanych kment E. faecium jako startovacich kultur pro vyrobu fermentova-
nych mléénych vyrobkli musi byt ve finalnich vyrobeich a po dobu jejich uchovavani testovana produk-
ce biogenniho aminu tyraminu.

probiotika, fermentované mlécné vyrobky, PCR, Enterococcus faecium, biogenni aminy, dekarboxyla-

zova aktivita
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