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Abstract
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Here, seven different starter cultures used in the production of fermented sausages were screened for the
presence or absence of specific DNA sequences coding for tyrosine decarboxylase. PCR with the a set
of specific primers TDC2/TDC5 (COTON et al., 2004) was used. The PCR analysis of DNA from two
starter cultures confirmed the presence of DNA sequences for tyrosine decarboxylase. A detailed analy-
sis of the starter cultures showed that DNA sequences for tyrosine decarboxylase are contained in geno-
mic DNA of Lactobacillus curvatus and Lactobacillus sakei.

These results show suitability of the described PCR method for the screening of starter cultures for the
presence of the gene for tyrosine decarboxylase that is responsible for the production of the biogenic

amine tyramine.
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Biogenni aminy jsou organické bazické slouceniny,
k jejichz produkci dochézi v riznych typech potra-
vin jako jsou syry, vino, pivo, trvanlivé salamy nebo
rybi produkty (BRINK a kol., 1990). K toxikologicky
nejvyznamnéj§im biogennim amintim patii histamin,
tyramin, putrescin a kadaverin. Nejvice prostudova-
nym je tyramin, a to diky jeho fyziologickym ucin-
kim. Tyramin zvySuje krevni tlak, zptisobuje migrény
s bolesti hlavy, v krajnich ptfipadech miize byt i pfici-
nou krvéaceni do mozku, resp. selhani srdce. Toxicky
ucinek tyraminu zavisi na piijatém mnozstvi, ptitom-
nosti jinych biogennich aminii (ndsobeni ucinki) a na
celkovém fyziologickém stavu jedince (SILLA-SAN-
TOS a kol., 1996).

Zakladnimi podminkami pro vznik tyraminu jsou
pfitomnost volné aminokyseliny tyrosinu v substra-
tu (potraving), piitomnost mikroorganismii s dekar-
boxylazovou aktivitou a vhodné podminky pro rtst
a mnozeni mikroorganismi. Ne&které mikroorga-
nismy koduji tyrosindekarboxylazu, enzym ucastni-

ci se tvorby tyraminu z volného tyrosinu. Pfitomnost
této specifické DNA sekvence byla popsana u bak-
terii nalezejicich do rodd Lactobacillus, Streptococ-
cus, Bacillus, Pediococcus, Micrococcus a u mno-
ha zastupcti Celedi Enterobacteriaceae (SHALABY,
1996). Zastupci uvedenych rodd mikroorganismt se
pouzivaji jako startovaci kultury pii vyrob¢ fermento-
vanych potravin zivo¢isného pivodu.

Startovaci kultury jsou vybrané a provétené bakte-
ridlni kmeny nebo smési kmendt, které v Cisté kultuie
po aplikaci do suroviny vytvareji v prib&hu vyrobni-
ho procesu potraviny urcité zadouci zmény. Pouziti
startovacich kultur je jednim ze zptisobt optimalizace
vyroby a kvality vyrobkti a ma vliv hlavné na senzo-
rickou jakost vyrobkt, zdravotni nezavadnost vyrob-
ki (antagonistické ptisobeni na patogenni a hnilob-
nou mikrofléru) a na vyrobni postup (zkraceni doby
zrani, standardizace doby zrani). Komer¢ni preparaty
startovacich kultur jsou ve svété pouzivany vice nez
30 let. Nékteré kmeny bakterii pouzivané do startova-
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cich kultur produkuji vySe popsany enzym, Gcastnici
se tvorby nezadouciho toxického biogenniho aminu
tyraminu z volného tyrosinu pfitomného v potraviné
(KOMPRDA a kol., 2004). Dekarboxylazova aktivita
mezi kmeny urcitého druhu se muze lisit dokonce az
o tii fady, existuji i kmeny bez dekarboxylazové akti-
vity (KOMPRDA a kol., 2004). Proto je v praxi nutné
testovat vzdy konkrétni pouzité bakterialni kmeny.
Vcasna detekce enzymu tyrosindekarboxylazy,
respektive specifické DNA sekvence, ktera ho kodu-
je, je pro potravinafsky prumysl vzhledem k ochra-
né spotiebitele velmi dulezita. Pro rychlou detekci
ptislusné specifické DNA sekvence ve startovacich
kulturach jsou vhodné metody molekularni biologie.
Pro skrining startovacich kultur byla pouzita nedav-
no publikovana metoda polymerazové fetézové reak-
ce (PCR), ktera umoziuje rychlou, velmi citlivou
a specifickou detekci cilového genu. Tato PCR byla
popsana COTONEM a kol. v roce 2004. Modifikova-
na varianta publikované PCR metody je v této praci
pouzita pro ovéfeni sedmi startovacich mikrobialnich

kultur, ur¢enych pro vyrobu fermentovanych trvanli-
vych salami, na pfitomnost genu kodujiciho enzym
tyrosindekarboxylazu.

MATERIAL A METODY
Bakterialni kmeny a jejich ristové podminky

Startovaci kultury urené pro vyrobu fermento-
vanych tepelné neopracovanych trvanlivych sala-
mu (BioCarna, Némecko) byly kultivovany na PCA,
MRS a M17 agaru (Merck, Némecko). Pro rozliSeni
a identifikaci jednotlivych mikrobialnich druhi byly
pouzity komercni API testy (Biomerieux, Francie),
katalaza test a Gramovo barveni. Slozeni pouzitych
startovacich kultur je uvedeno v Tab. 1.

Bakteridlni buitky Enterococcus faecalis CNRZ 238
(popsana COTONEM a kol., 2004) byly kultivovany
v médiu s kanamycinem, eskulinem a azidem sodnym
(KEAA, Merck, Némecko) pii 37 °C. Kultura byla
pouzita jako pozitivni kontrola pro PCR.

I: Pouzité startovaci kultury pro vyrobu fermentovanych tepelné neopracovanych masnych vyrobkii, vyrobce

BioCarna
v, Detekce DNA sekvenci pro
Cislo . . _ . ; A
, Oznadeni startovaci | SloZeni startovacich kultur tyrosindekarboxylazu
startovaci Kultury vyrobcem (bakterialni druhy) DNA z Cisté
kultury yw y celkova DNA z CIste
kultury

| PPX Pediococcus pentosaceus -
Staphylococcus xylosus - -

) SG1 Staphylococcus carnosus -
Streptomyces griseus - -

3 N Staphylococcus carnosus -
Lactobacillus curvatus + +

Pediococcus acidilactici -

4 PLS Staphylococcus carnosus - -
Lactobacillus plantarum -

Staphylococcus carnosus -

5 CXK Staphylococcus xylosus + -
Lactobacillus sakei +

Pediococcus pentosaceus -

6 PPLX Lactobacillus plantarum - -
Staphylococcus xylosus -

Staphylococcus carnosus -

7 SLGI Lactobacillus plantarum - -
Streptomyces griseus -

+ sekvence detekovana, - sekvence nedetekovana

Izolace DNA a PCR

Lyze bunek startovacich kultur, izolace DNA z bak-
teridlnich kultur, jeji purifikace a zptsob kontro-

ly koncentrace a Cistoty byly provedeny dle SAMB-
ROOKA a kol. (2001) a AUSUBELA a kol. (1994).
Pro amplifikaci specifické DNA sekvence kodujici
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bakterialni tyrosindekarboxylazu byla pouzita dvo-
jice specifickych oligonukleotidovych primerd TD2/
TDS (COTON a kol., 2004). PCR reakce byla pro-
vedena v termocyklatoru PTC 130 (MJ Research,
Waltham, MA, USA). PCR byla provedena v celko-
vém objemu 25 pl a obsahovala 10 ng purifikované
DNA, 10 pmol kazdého primeru TD2/TDS5, 1U Hot-
Star Tag DNA polymerazy a ptislusné mnozstvi Hot-
Star Master Mixu (Qiagen, Hilden, Némecko). Tem-
platové DNA byly nejprve denaturovany inkubaci pii
95 °C 15 min. DNA byla amplifikovana ve 30 cyklech
(denaturace pii 95 °C 45 s, hybridizace primert pii
52 °C po dobu 45 s a syntéza komplementarniho DNA
fetézce pii 72 °C 75 s). V poslednim amplifikaénim
cyklu byla teplota 72 °C prodlouzena na 10 min, a to
pro kompletni dosyntetizovani finalniho PCR produk-
tu. 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). Jako pozitivni kontrola PCR
byla pouzita DNA purifikovana z bunek Enterococ-
cus faecalis CNRZ 238, jako negativni kontrola PCR
byly pouzity komponenty PCR bez DNA.

VYSLEDKY A DISKUSE

Produkce biogenniho aminu tyraminu byla jiz dfi-
ve popsana u fady mikroorganismi pouzivanych jako
startovaci kultury pfi vyrobé fermentovanych vyrob-
ki zivocisného pivodu (KOMPRDA a kol., 2004).
Vzhledem k tomu, Ze je tfeba pro prevenci rizika,
které pro spotiebitele plyne z ptitomnosti biogennich
amint ve fermentovanych potravinach produkei bio-
gennich amind sniZzit nebo zcela eliminovat, vyvstava
nutnost startovaci kultury peclivé vybirat a testovat.

Pii testovani metody PCR pro skrining studova-
nych startovacich kultur (viz Tab. I) na pfitomnost
¢i nepfitomnost genu pro tyrosindekarboxylazu bylo
nejprve nutné ovéfit specifitu PCR. Do PCR reakce
byla jako DNA templat pouzita purifikovana DNA
izolovana z bakterialniho kmene Enterococcus faeca-
lis CNRZ 238, ktery byl popsan COTONEM a kol.
(2004) jako producent tyrosindekarboxylazy. V reak-
ci byl amplifikovan PCR produkt piedpokladané veli-
kosti (1100 bp). Pro PCR byla v této praci na rozdil
od COTONA a kol. (2004) pouzita HotStar 7ag DNA
smés (Qiagen), kterd obsahuje HotStar 7ag DNA
polymerazu spolu s piislusnymi komponentami PCR.
Tato polymeraza je modifikovanou formou 7ag DNA
polymerazy. V PCR smési je v inaktivovaném stavu,
takze nema zadnou polymerazovou aktivitu. Absen-
ce polymerazové aktivity brani extenzi nespecific-
ky hybridizovanych primerti a vzniku primerovych
dimerd, které se mohou tvofit pii nizkych teplotach
na pocatku PCR a béhem prvniho PCR cyklu. HotStar

Taq DNA polymeraza je aktivovana desetiminutovou
az patnactiminutovou inkubaci p#i 95 °C (DRABER
a kol., 1993). Koncentrace polymerazy je vzhledem
k ostatnim komponentam smési jiz optimalizovana,
coz minimalizuje tvorbu nespecifickych PCR pro-
dukti a zarucuje dobrou amplifikaéni i¢innost enzy-
mu. PCR pufr obsahuje vyvazenou kombinaci KCI
a (NH,),SO,, které jsou dilezité pro specifickou hyb-
ridizaci primerti s DNA matrici. Optimalizovana kon-
centrace hofec¢natych iont zarucuje dobrou uc¢innost
reakce a reakéni specificitu. Pro optimalizaci PCR je
nutné pouze ovéfeni vhodného mnozstvi DNA a poctu
PCR cykli, oboji bylo v této praci testovano. Opti-
malni bylo pouziti 10 ng DNA do PCR smési a 30
cykli polymerazové fetézové reakce.

Po ovéfeni specificity a funkénosti byla PCR pouzi-
ta pro skrining startovacich kultur pouZzivanych pro
vyrobu fermentovanych tepelné neopracovanych
trvanlivych salama (Tab. I). Po izolaci a purifika-
ci celkové DNA z jednotlivych smésnych startova-
cich kultur byla tato DNA pouzita jako matrice pro
PCR. Specifické PCR produkty oéekavané velikosti
(1100 bp) byly detekovany pomoci agarosové gelové
elektroforézy ve smésné kulture SC1 (€. 3, obsahuyji-
ci mikroorganismy Staphylococcus carnosus a Lacto-
bacillus curvatus) a CXK (€. 5, obsahujici mikroor-
ganismy Staphylococcus carnosus, Staphylococcus
xylosus a Lactobacillus sakei) (Cislovani kultur viz
Tab. I). Detekce specifickych PCR produkti v téchto
smésnych kulturach je uvedena na Obr. 1.

Po detekci ptitomnosti genu pro tyrosindekarbo-
xylazu ve smésnych startovacich kulturach byly tyto
smésné kultury kultivovany a purifikovany s pouzi-
tim specifickych kultivacnich pad. Pf¥itomnost jednot-
livych bakterialnich druht v Cistych kulturach byla
ovétena provedenim zakladnich biochemickych reak-
ci. Z ¢istych kultur jednotlivych bakterialnich druht
byla dale izolovana a purifikovana DNA, ktera byla
pouzita jako DNA matrice (10 ng) pro PCR. Postup
detekce genu pro tyrosindekarboxylazu byl stejny
jako u kontrolniho kmene. Specifické PCR produk-
ty se amplifikovaly s pouzitim DNA bakterii druhu
Lactobacillus sakei a Lactobacillus curvatus (Tab I).
Uvedené nespecifikované kmeny téchto dvou bakte-
ridlnich druht byly identifikovany jako potencialni
producenti tyrosindekarboxylazy a mohou se tedy ve
fermentovanych trvanlivych salamech Gcastnit tvorby
biogenniho aminu tyraminu.

Vzhledem k ochrané konzumenta pted nezadouci-
mi vlastnostmi tyraminu, ktery mohou za vhodnych
podminek (KOMPRDA, 2004) startovaci kultury ¢. 3
a ¢. 5 (Tab I) obsahujici druhy Lactobacillus sakei
a Lactobacillus curvatus tvofit, se vyrobci analyzova-
nych startovacich kultur nedoporucuje tyto mikroor-
ganismy pouzivat a distribuovat.
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1: PCR detekce sekvenci kodujicich tyrosindekarboxylazu v celkové DNA izolované ze startovacich kulur. M:
100 bp ladder (Malamité, CR), béh ¢. 1-7: startovaci kultury ¢. 1-7 (Tab.1), béh ¢. 8: pozitivni kontrola — E.
faecalis CNRZ 238 (COTON a kol., 2004), beh ¢. 9: negativni kontrola (komponenty PCR bez DNA)

SOUHRN

Biogenni aminy jsou toxické nizkomolekularni organické bazické slouceniny, které v potravinach nej-
Castéji vznikaji dekarboxylaci aminokyselin piisobenim mikrobialnich enzymia. Tvorba biogennich
amintl v potravinach zavisi na pfitomnosti volnych aminokyselin a mikroorganismii s dekarboxylazo-
vou aktivitou. Takovymi mikroorganismy mohou byt i zastupci startovacich kultur, pouzivanych pfi
vyrobé¢ fermentovanych potravin zivo¢isného ptuvodu. Moderni metody molekularni biologie umoziuji
vc¢asné odhaleni potencialnich producenti biogennich amint detekci specifické DNA sekvence kodujici
ptislusny mikrobialni enzym ucastnici se jejich tvorby.

Pro analyzu bylo vybrano sedm v praxi hojné pouzivanych smésnych startovacich kultur. Z kultur byla
izolovana celkova DNA, ktera byla podrobena analyze na ptitomnost specifickych DNA sekvenci kodu-
jicich tyrosindekarboxylazu. Pro skrining startovacich kultur byla pouzita metoda polymerazové fetézo-
vé reakce (PCR), ktera umoziuje rychlou, velmi citlivou a specifickou detekei cilovych gent s pouzitim
dvojice specifickych oligonukleotidovych primeri (COTON a kol., 2004).

Specifické DNA sekvence pro enzym tyrosindekarboxylazu byly detekovany u dvou smésnych starto-
vacich kultur (kultura obsahujici Staphylococcus carnosus a Lactobacillus curvatus a kultura obsahu-
jici Staphylococcus carnosus, Staphylococcus xylosus a Lactobacillus sakei). Pouzitim mikrobialnich
kultivaénich technik a biochemické analyzy byli izolovani jednotlivi zastupci smésnych startovacich
kultur. Analyzou jejich celkové DNA pomoci PCR bylo zjisténo, ze specifické DNA sekvence kodujici
enzym tyrosindekarboxylazu jsou ptitomny u DNA druhi Lactobacillus sakei a Lactobacillus curvatus.
Tyto bakterie proto byly oznaéeny za potencialni ptivodce tvorby biogenniho aminu tyraminu. Vyrobci
startovacich kultur obsahujicich vyse uvedené bakterialni druhy bylo doporuéeno tyto druhy testovat na
ptitomnost specifické DNA sekvence pro enzym tyrosindekarboxylazu.

biogenni aminy, tyramin, dekarboxylazova aktivita, PCR, startovaci kultury, fermentované potraviny
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