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ABSTRACT

The PCR method for the detection of the gene encoding tyrosine decarboxylase was used in
isolates of Enterococcus spp. from common semi-hard cheese production. PCR was
performed using specific primers TD2 and TDS5 targeting the tyrosine decarboxylase
genetyrDC. Specific primer pair TD2 and TDS5 allows for the amplification of a 1133 bp
fragment. Enterococcus faecalis CNRZ 238 with tyrosine decarboxylase activity was used as
the positive control. From 17 isolates of Enterococcus spp. tested for the detection of the
tyrosine decarboxylase gene sequence, thirteen isolates were positive for the tyrosine
decarboxylase gene, other four isolates were negative. Usefulness of the PCR method for the
rapid detection of tyramine-producing bacteria in cheese was confirmed.
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ABSTRAKT

Cilem této studie bylo ovéfit moznost vyuziti metody PCR pro detekci genu pro
tyrozindekarboxylazu (tyrDC) u izolatd bakterii rodu Enterococcus z polotvrdych syri. PCR
metoda je zaloZena na pouziti specifickych primertit TD2 a TDS5 ptekryvajicich kodujici oblast
genu tyrDC. Byla provedena amplifikace fragmentu DNA o délce cca 1133 pb pomoci
primerd TD2/TDS. Lze tak detekovat potencidlni producenty tyraminu ve fermentovanych
potravinach. Kmen Enterococcus faecalis CNRZ 238 s tyrozindekarboxyldzovou aktivitou
byl pouzit jako pozitivni kontrola. PCR detekce byla provadéna u 17 izolath Enterococcus
spp. ziskanych z polotvrdych syri z bézné vyroby. Ttinact izolatl bylo ovéfeno jako pozitivni
pro pfitomnost genu tyrDC, ostatni Ctyfi izolaty byly negativni. Uvedeny postup lze
jednozna¢né doporucit jako rychlou a spolehlivou metodu pro detekci genu tyrDC
v mikroorganismech potencidlné tvoficich tyramin, které byly izolovany z potravin.
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UvVoD
Biogenni aminy (BA)

BA jsou nizkomolekuldrni bazické dusikaté latky vznikajici v celé tadé bézné
konzumovanych potravin a potravinovych surovin nejcastéji dekarboxylaci nckterych
aminokyselin ptisobenim bakteridlnich dekarboxylac¢nich enzymu.

Obsah biogennich aminll v riiznych druzich potravin je zkouman pfedevs§im z hlediska
jejich toxického ucinku na lidsky organismus. Konzumace potravin obsahujici vysoké
mnozstvi biogennich aminii mize negativné ovlivnit zdravi lidi. Rizikové skupiny populace
jsou napft. alergici, pacienti konzumujici 1é¢iva s u¢inkem inhibitori aminoxidaz, dale lidé
trpici vysokym krevnim tlakem, Zalude¢nimi viedy, astmatici a malé déti.

Mezi toxikologicky nejvyznamnéjs$i biogenni —

aminy patfi tyramin (TY, p-hydroxyfenylethylamin), P
ktery se tvofi pfedev§im ve fermentovanych HO \ CHy—CHy—NH,

potravinach dekarboxylaci aminokyseliny tyrozinu

pusobenim bakterialni tyrozindekarboxylazy. )
Tyramin

MATERIAL A METODIKA

Piiprava vzorku syru

Analyzované vzorky syri eidamského typu pochazely od dvou ceskych vyrobct (H,
R). Syry byly vyrobené o tucnosti 30 % a 45 %. Pii vyrobé syrit byly pouzity dvé rtizné
startovaci kultury oznacené Y a L. SloZeni startovaci kultury Y je nésledujici: Lactococcus
lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis, Leuconostoc mesenteroides subsp.
cremoris, Lactococcus lactis subsp. diacetylactis, Streptococcus thermophilus a Lactobacillus
helveticus. Druha startovaci kultura L je slozena z: Lactococcus lactis ssp. lactis a
Lactococcus lactis ssp. cremoris.

Vzorky syrii se odebiraly v sedmi mésicnich intervalech. Pii kazdém odbéru byly
odebirany od dané vyroby tfi vzorky — bloky 1, 2 a 3. Od kazdého vzorku byl analyzovan
okraj a stfed syru.

Izolace a kultivace mikroorganismii

Bakterie rodu Enterococcus izolované ze vzorkd syrt byly kultivovany na Zivném
médiu Slanetz & Bartley (Noack, Francie) s pfidavkem TTC (trifenyltetrazoliumchlorid)
suplementu (Noack, Francie), ktery udili koloniim ¢ervenou barvu. Misky byly inkubovany
pii 37°C po dobu 48 hodin. Poté narostlé kolonie byly po dvojnasobném pieoCkovani ptes
jednu kolonii kultivovany na zivnych pidach PCA (NOACK, Francie). Z pozitivnich kolonii
testovanych na tyrozindekarboxylazovou aktivitu pomoci média podle Bover-Cid a Holzapfel
(1999) byla izolovina DNA snaslednym testovanim pfitomnosti genu pro
tyrozindekarboxyldzu podle Coton a kol. (2003).

Izolace a priprava DNA 7 bakterii rodu Enterococcus spp.

K izolaci DNA byla pouzita 24-hodinova kultura bakterii. Izolace DNA se provadéla
pomoci metody fenol/chloroformové extrakce. Nejprve se buiiky bakterii zlyzovaly pomoci
lyzaénich roztokt, které obsahuji lysozym (0,3 mg/ml) a pomoci detergenti (1 M Tris pufr,
0,5 M EDTA a 20 % SDS). K rozsuspendovanym buiikdm se ptidal roztok proteindzy K (100
pg/ml), suspenze se promichala a vzorky se nechaly inkubovat pii 55°C tfi hodiny do



projasnéni roztoku. Néasledné¢ se provedla fenolova extrakce DNA a piesrazeni 96 %
ethanolem. Ziskana DNA byla rozpusténa a uchovana v TE pufru (10 mM Tris-HCL, 1 mM
EDTA) (Sambrook and Russell, 2001).

Optimalizace PCR

PCR byla provadéna na zakladé metodiky popsané dle Cotona a kol. (2003). Kmen
Enterococcus faecalis CNRZ 238 ovéteny Cotonem a kol. (2003) na pfitomnost genu pro
tyrozindekarboxyldzu (tyrDC), byl pouzit v nasi préci jako pozitivni kontrola.

Pti PCR reakci byla provadéna amplifikace fragmentu DNA o délce 1133 pb pomoci
specifickych  primert  TD2 (5-ACATAGTCAACCATRTTGAA-3") a TD5 (5'-
CAAATGGAAGAAGAAGTAGG-3’, Coton a kol.,, 2003) s nasledujicim amplifika¢nim
programem provadénym v termocycleru MJ Mini Personal Thermal Cycler (BIO — RAD
Laboratories, Inc., USA): poc¢ate¢ni denaturace pii 95°C 5 min, 32 cykld denaturace pii 95°C
45 sec, annealing neboli pfipojovani primert pii 56°C 45 sec, 72°C 1 min 30 sec a syntéza
DNA pfti 72°C 5 min.

Detekce PCR produktii

Pro detekci 25 pl PCR produktii byl ptipraven 1,5 % agar6zovy gel obarveny ethidium
bromidem. Pro pribéh elektroforézy se pouzival 0,5 x TBE pufr (1 M Tris, kyselina borita,
0,5 M EDTA) pii napéti 80 V po dobu 90 min. Nasledné¢ byly PCR produkty na gelu
detekovany na transiluminatoru pod UV svétlem a zaznamenany pomoci fotodokumentaéniho
systétmu Gel imager(TM) Ultra-Lum, Inc., USA. Jako velikostni standard byl pouzit 100 pb
ladder (New England Biolabs, England).

PCR 7 bakterialni kolonie

Pro urychleni a zefektivnéni této screeningové metody pro detekci mikroorganismi
potencialn¢ produkujicich tyramin byly optimalizovany podminky pro PCR z bakterialni
kolonie. Podminky PCR reakce byly stejné jako pti pouziti DNA matrice ziskané izolaci z
bakterii rodu Enterococcus, pouze s tim rozdilem, Zze mnozstvi pouzité DNA polymerazy v
reakci bylo 0,5 pl. DNA matrice z bakteridlni kolonie byla tésné pted piidanim do reakéni
smési zahtivana pti 95°C po dobu 15 minut.

VYSLEDKY A DISKUZE

Vysledkem nasi studie byla izolace DNA z bakterii rodu Enterococcus ziskanych
z polotvrdych zrajich syrti eidamského typu, optimalizace podminek PCR reakce pro detekci
genu pro tyrozindekarboxylazu a identifikace PCR produkti pomoci agarézové gelové
elektroforézy.

Podminky PCR reakce byly optimalizovany pro pouzivanou Top-Bio DNA
polymerdzu. Mnozstvi DNA polymerazy zavisi na pouzitém templatu pii PCR reakci. To
znamend, ze PCR z jedné bakterialni buiikky vyzaduje mnozstvi DNA polymerazy vyssi (0,5
ul) nez pti PCR reakci probihajici s templatem izolované DNA (viz tabulka 1 a 2). Teplotni
podminky v pribéhu amplifikace zlstaly stejné v obou ptipadech. Pouze pted PCR reakci
z bakterialni bunky byla DNA matrice denaturovana pii 95°C po dobu 15 minut z davodu
dostatecné lyze bakterialni bunky.



Citlivost reakce byla stanovena na 10 pg/ul DNA. Obrazek 1 ukazuje citlivost raznych
koncentraci vzorku DNA. Pro PCR reakci byla pouzita koncentrace 1 ng/ul DNA. MnoZstvi
jednotlivych PCR komponent je ukdzan v tabulce 1 a 2.

Hlavnim cilem této studie bylo ovéfit moznost vyuziti metody PCR pro detekci genu
pro tyrozindekarboxyldzu u izolati bakterie rodu Enterococcus ziskanych z polotvrdych syra
eidamského typu.

MW 2 3 456 7

Obrazek 1. Citlivost PCR reakce
MW — 100 bp DNA ladder, Draha 2, 10 ng/ul DNA; Dréha 3, 1 ng/ul DNA; Draha 4, 100
pg/ul DNA; Dréha 5, 10 pg/pl DNA; Draha 6, 1 pg/ul DNA; Draha 7, 100 fg/ul DNA

Tab.1 Optimalizovana PCR smés pro izolovanou DNA

KOMPONENTY PRO PCR JEll;/INN(;?FZLSITV‘\{{iCH
REAKCI KOMPONENT V 25 ul
PCR H;O 20,5 pl
10 x PCR pufr kompletni 2,5ul
dNTP (10 mM) 0,5 pl
Primer TD2 " (10 pmol/pl) 0,5 ul
Primer TD5 " (10 pmol/pl) 0,5 ul
DNA polymeraza (5U/pl) 0,3 ul
DNA templat 0,2 wl

1) Coton a kol. 2003



Tab.2 Optimalizovana PCR smés pro templat z bakterialni kolonie

KOMPONENTY PROPCR | jypNoTinvycn
KOMPONENT V 25ul
PCR H,O0 20,5 pl
10 x PCR pufr kompletni 2,5ul
dNTP (10 mM) 0,5 pl
Primer TD2 " (10 pmol/pl) 0,5 pl
Primer TD5 " (10 pmol/pl) 0,5l
DNA polymeraza (5U/pl) 0,5 pl
DNA templat Bakterialni kolonie

1) Coton a kol. 2003

V této praci byla vyuzita a oveéfena metoda PCR s pouzitim specifickych primert
navrzenymi autory Coton a kol. (2003) pro izolaty bakterii ziskanych z polotvrdych zrajicich
syri. Izolaty bakterii rodu Enterococcus byly ptedchozi screeningovou metodou stanoveny
jako pozitivni na dekarboxyldazovou aktivitu podle autort Bover-Cid a Holzapfel (1999).
Konkrétné se jednalo o izolaty odebrané z patého meésice probihajiciho pokusu. Bylo ovéteno
celkem 17 izolatd bakterii rodu Enterococcus testovanych na pfitomnost genu pro tyrDC
metodou PCR. Z celkového poctu izolatl, bylo 13 pozitivnich na ptitomnost genu tyrDC a 4
byly oznaceny jako negativni. Vysledky jsou uvedeny na obrazcich 2 a 3.

Obrazek 2.

Detekce PCR produktii pomoci gelové agar6zové elektroforézy na 1,5 % gelu: Draha 1 - 6
izolaty rodu Enterococcus ze syru, 7 - pozitivni kontrola (Enterococcus faecalis CNRZ 238),
8 — negativni kontrola, MW - 100 bp DNA ladder



1000 pb

500 pb

- 1133 pb

Obrazek 3.

Detekce PCR produkti pomoci gelové agarozové elektroforézy na 1,5 % gelu: Drdha 9 - 13
1zolaty rodu Enterococcus ze syru, 14 - pozitivni kontrola (Enterococcus faecalis CNRZ 238),
15 — negativni kontrola, MW - 100 bp DNA ladder

MW 1 2 3 4 5 6

Obrazek 4.

Detekce PCR produktli pomoci gelové agardzové elektroforézy na 1,5 % gelu: MW - 100 bp
DNA ladder, draha 1, 2 - PCR produkty z bakteridlni kolonie — rod Enterococcus, draha 3 — 5
PCR produkty z izolované DNA bakterii rodu Enterococcus, dréha 6 - negativni kontrola

ZAVER

V této praci byla provadéna detekce u 17 izolath Enterococcus spp. ziskanych z
polotvrdych syrt z bézné vyroby pomoci metody PCR. Tato metoda vyuziva specifického
paru primert TD2/TD5 amplifikujici fragment o velikosti 1133 pb v genu pro
tyrozindekarboxylazu (tyrDC). Jako pozitivni kontrola byl v nasi studii pouzit Enterococcus
faecalis CNRZ 238 s tyrozindekarboxylazovou aktivitou. Ttinact izolath bylo ovéteno jako
pozitivnich pro ptitomnost genu tyrDC a ostatni Ctyfi izolaty byly negativni.

Pro urychleni této screeningové metody byla optimalizovana PCR reakce z bakterialni
kolonie. Pro snadnéj$i ovéfovani izolath bakterii na pfitomnost genu pro tyrDC je mozné
vynechat c¢asové naro¢nou izolaci DNA pomoci fenol/chloroformové extrakce a piimo
provést PCR reakci z bakterialni kolonie s naslednou detekci PCR produktii na agar6zovém
gelu (obrazek 4).



Tato metoda sice nemize poskytnout dostatecné informace o aktudlnim obsahu BA
tvofenymi bakteriemi v potravinach, ale miize nas upozornit na potencidlni producenty BA,
konkrétn¢ tyraminu. Uvedeny postup lze jednoznaéné doporucit jako nendrocnou a
spolehlivou metodu pro detekci genu pro tyrozindekarboxyldzu u bakterii tvoficich BA a
mohl by se stdt vyznamnou screeningovou metodou pro potravinaiské firmy zabyvajici se
vyrobou fermentovanych potravin a napoju.
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