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1 UvVOD

Bakterialni kontaminace piva, pokud
nejsou strikiné dodrzovana pravidla do-
konalé sanitace, pfedstavuje i v dnesni
dobé pro pivovarstvi vazné nebezpeci.

V hotovém pivu je nejCastéjsi kontami-
nace bakteriemi mlé¢ného kvaSeni. Pro-
toze tyto bakterie zahrnuji mnoho druh,
je dosti ¢asto problém s jejich presnou
charakterizaci. Na 31. Pivovarsko-sladaf-
ském seminafi v Plzni bylo referovano [1]
0 nejcastéji se vyskytujicich mlécnych
bakteriich v pivu. Nami zkoumané izo-
laty byly na zakladé biochemickych cha-
rakteristik zafazeny jako Lactobacillus
plantarum. Rod Lactobacillus je charak-
terizovan jako G+, katalasa negativni
nesporotvorné tyCinky. Déli se na homo-
fermentativni podrod Lactobacillus a he-
terofermentativni podrod Saccharobacil-
lus. Lactobacillus plantarum patfi do
podrodu Lactobacillus a tvofi opticky in-
aktivni kyselinu mlé&nou. Je velmi rozsi-
fen v pfirodg, ucastni se mlééného kva-
Seni rostlinného materialu (zeli, okurky
apod.) [2]. Nékteré potravinarskeé podniky,
jako jsou miékarny, vyuzivaji tuto bakterii
jako kulturni mikroorganismus. Jeji pfi-
tomnost v pivu je ovSem kontaminaci.

Abychom potvrdili, Ze se jedna sku-
te€né o Lactobacillus plantarum, pouzili
jsme presnéjsi a specifi¢téjsi metodu
charakterizace izolatd bakterii, které
byly izolovany ve Vyzkumném Ustavu pi-
vovarském a sladafském v Praze.

2 MATERIAL A METODY

Pracovni postup se skladal z nékolika
krokl. Nejdfive byla izolovana samotna
gDNA z bakterii pomoci kitu a byla zmé-
fena absorbance pomoci spektrofoto-
metru pfi vinové délce N =260 nm. Ze
zjisténych hodnot byla vypodtena kon-
centrace vyizolované DNA. K uréeni
druhu bakterie byl pouzit specidlni kit
BrewSave (TaKaRa). Pomoci tohoto kitu
bylo mozno amplifikovat ¢ast gDNA
a podle velikosti amplifikované ¢asti ur-
¢it druh.

2.1 Pouzité pldy a zpusoby kultivace

bakterii rodu Lactobacillus

e Sterilni nizkotu¢né mléko pro uchovani
izolatl laktobacilll v zamraZzeném sta-
vu pfi teploté -20 °C,

* MRS agar (OXOID) s pfidavkem akti-

dionu (0,025 ¢/l) a B-fenylethanolu
(0,3%) k uchovani G* a katalasu ne-
tvoficich laktobacilt [3],

* MRS bujon (OXOID) k pomnozeni izo-
latd laktobacild,

* MRS agar (OXOID) k namnozeni izo-
lata laktobacilt pfed izolaci DNA.

Izolaty bakterii na MRS médiich je
tfeba od doby jejich ziskani do moznosti
jejich identifikace velmi ¢asto preoCkova-
vat (1x za 14 dni). Kultivace probihala po-
stupné na vSech pouzitych plidach v ter-
mostatu pfi teplotach 28-30 °C [4, 5].

2.2 Pouzité chemikalie
2.2.1 Souprava pro izolaci DNA
(NucleoSpin Tissue kit)

Kit tvofi sada roztokl a eluénich ¢ini-
del (lyzaéni pufr T1, promyvaci pufr BW,
promyvaci pufr B 5, eluéni pufr BE), dale
mikrozkumavky Eppendorf a kolony
s filtrem. Jde o specialné upravena skle-
néna vlakna, ktera tvofi filtr na dné malé
zkumavky. Tato zkumavka je svou veli-
kosti uréena pro pouziti v 1,5 a 2,0 ml
kyvetach. K aplikaci vzorku, promyti
membrany a eluci nukleové kyseliny
slouzi odstrediva sila.

Metoda umoznuje rutinni izolaci a pu-
rifikaci nukleovych kyselin. Ziskany pro-
dukt vykazuje absorbanci pfi 260/280 nm
> 1,8. 1zolovana DNA se muze pouzit pro
bézné molekularné-biologické metody,
napi. PCR, transformace, stanoveni se-

Obr. 1 DNA vyizolovana z bakterie Lactobacillus

kvence a podobné. Kapacita membrany
je limitovana na cca 40 mg [6].

2.2.2 Gelova elektroforéza
e Agaréza Serva pro DNA elektroforézu
* TBE pufr 10 x : Tris HCI
Kyselina borita
EDTA
¢ Ethidium bromid (EtBr) o koncentraci
1 pg/ml
e Srovnavaci standard Lambda Hind I
1 Kb DNA Ladder.

2.2.3 BrewSave kit, urcéeny
pro amplifikaci DNA

BrewSave kit je navrzeny pro detekce
G* bakterii v kvaSenych napojich jako
jsou saké nebo pivo, mimo jiné téz pro
L. plantarum. Tyto grampozitivni bakte-
rie z fady laktobacill jsou tolerantni k al-
koholu od 12 az do 16 %, kontaminuiji
a kazi kvasené napoje. Vyskytuji se i ve
zvétralém pivu. Kit je zalozen na metodé
polymerazové fetézové reakce (PCR)
a obsahuje specifické primery, Taq poly-
merasu, smés nukleotidd a PCR pufr.
Primery (oligonukleotidy) dodané v tom-
to kitu jsou v zastoupeni: jeden univer-
zalni sensovy a Ctyfi anti-sensové pri-
mery, které mohou generovat DNA
fragmenty ze Sirokého spektra bakterii
soucasné v jedné zkumavce. Z velikosti
amplifikovanych fragmentl lze zjistit,
o0 jaky druh rodu Lactobacillus se jedna.
Velikosti fragmentd uvadi tab. 3.

1 KB ladder LambdaHind Il
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Obr. 2 1 Kb Ladder je vhodny pro odhad ve-
likosti dvouretézcové DNA s fragmenty od 75
part bazi do 12 000 part bazi. Ladder se-
stava z 12 fragmenttl. Nejlepsi detekce je do-
sahovano pri pouZiti 1% agarozového gelu
s ethidium bromidem. Koncentrace pouzitého
ladderu je 1 ug/ulv 10 uM Tris-HCl o pH 7,5.

2.3 Vlastni izolace DNA

* Odstfedit 1 ml dobfe narostlé kultury
pfi 7500 min'. Odstranit supernatant.

e Peletku resuspendovat v 170 pl pufru
T1. Promichat pomoci nasavani a vy-
pousténi pipety (up and down).

* Pfidat 25 pl proteinasy K a intenzivné
protfepat na statické vibraéni trepacce.

¢ Inkubovat pfi 56 °C po dobu minimalné
1-3 h nebo pfes noc. Obcas protiepat.

e Protfepat na statické vibracni tfepacce.
Pfidat 200 pl pufru B3, intenzivné
smés promichat, inkubovat 10 min pfi
70 °C.

¢ Pfidat 210 .l ethanolu a okamzité pro-
tfepat na statické vibracni tfepacce.

* Vlozit NucleoSpin Tissue kolonu do
sbérné 2 ml zkumavky. Vzorek odstie-
dit 1 min pfi 10 000 min-'. Protekly ob-
jem wylit a kolonu vlozit do stejné
sbérné zkumavky.

e Pfidat 500 pl pufru BW a odstredit pfi
10 000 min-". Protekly objem odstranit.

e Pfidat 600 pl pufru B5 a odstfedit pfi
10 000 min-'. Protekly objem odstranit.

* Naprazdno odstfedit po dobu 3 minut.
Timto krokem se odstrani vSechna re-
zidua ethanolu.

e Kolonu umistit do 1,5 ml mikrozku-
mavky Eppendorf, do kolony pfidat 200
wl pufru BE predehfatého na 70 °C, in-
kubovat 1 minutu pfi pokojové teploté.

e Kolonu odstranit, zkumavku uzavfit
a peclivé popsat. Zméfit koncentraci na
spektrofotometru.

2.4 Méreni koncentrace izolované DNA

Spektrofotometr Beckman DU-640,
jednokyvetovy, jednopaprskovy spektro-
fotometr, vyuzivajici jak UV, tak VIS pa-

Tab. 1 Vysledky méreni koncentrace izolo-
vané DNA pomoci spektrofotometru Beck-
man DU-600

Vzorek €. | Absorbance | Koncentrace ng/ml
1 0,3478 869,5
2 0,0825 206,25
6 0,1647 411,75
9 0,1027 256,75
10 0,0373 93,25
23 0,0882 220,5
25 0,5485 1371,25
30 0,1144 286
41 0,0755 188,75
46 0,0335 83,75
49 0,028 70
51 0,1198 299,5
63 0,0519 129,75
SK 0,0987 246,75

Tab. 2 Smés pro PCR

2.5 PCR - metoda polymerazové
fetézové reakce

Principem PCR je mnohonasobné
kopirovani usekd DNA neboli amplifi-
kace. Usek genomové DNA, ktery
chceme amplifikovat, je oznacen spe-
cifickymi oligonukleotidy, tzv. primery.
Jedna se vétsinou o oligomery s 16 az
30 jednotkami. Ty svym pifesné danym
pofadim nukleotid(i dosedaji na gDNA
a od tohoto mista zacina amplifikace.
Z hlediska postupu amplifikace jsou
dva typy primer( — sensovy, probihajici
od 5 konce, a antisensovy, ktery am-
plifikuje opacéné, tj. 3’ konce. V kitu, pou-
zitém k amplifikaci DNA z bakterie rodu
Lactobacillus, jsou pouzity nasledujici
primery: sensovy LAU 1 a Ctyfi anti-
sensové LAC — 3R, LAF — 3R, LA1198,
LAM — 3R. Vlastni amplifikace probiha
ve tfech zékladnich krocich v nékolika

TakaRa Taq (5 jednotek/.l) 0,5 pl
10x PCR pufr 10 pl
dNTP smés (2,5 mM kazdé) 8 ul
Templat DNA 1 pg
Primer 1 0,2-1,0 pM
Primer 2 0,2-1,0 pM
voda doplnit do 100 pl
celkem 100 pl

prski, je specialné upraveny spektrofo-
tometr pro méfeni absorbance DNA
a RNA v minimalnim objemovém mnoz-
stvi. Jeho kyveta je vyrobena tak, ze na
uréeni absorbance postac¢i objem meé-
fené kapaliny jiz 50 wl. Ur€eni koncent-
race je velmi dulezité, protoze z kon-
centrace ur¢ime mnozstvi DNA, které
bude dale pouzivano na PCR.

cyklech, pficemz v kazdém cyklu se po-

Cet kopii zdvojnasobi. Jednotlivé kroky

jsou:

¢ Tepelna denaturace — slouzi k rozvi-
nuti dvousroubovice DNA. Probiha pfi
teploté 94 °C po dobu 30 sekund.

¢ Pfipojeni primera (annealing) — ne-
boli navazani specifickych primera na
odpovidajici misto rozvinuté DNA, pfi-

WWyw-w

LambdaHind IIl 1 KB ladder

Obr. 3 Gelova elektroforéza po PCR, jamky ¢. 1-8 + AHind Ill. + 1Kb Ladder
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Tab. 3 Velikosti amplifikovanych fragmentu

Reverzni Velikost aplifikovanych fragmentu
primer (paru bazi - bp)
Lactobacillus heterohiochii S-14 LAM - 3R 200
Lactobacillus heterohiochii S-20
Lactobacillus heterohiochii H-1 LA 1198 167
Lactobacillus heterohiochii S-24
Lactobacillus heterohiochii S-34 LAM - 3R 20
Lactobacillus heterohiochii H-42 LA 1198 167
Lactobacillus japonicum H-7 LAF - 3R 163
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus LAC - 3R 175
Lactobacillus casei subsp. casei
Lactobacillus sp. LAC - 3R 175
Lactobacillus brevis
Lactobacillus heterohiochii S-14 LA 1198 170
Lactobacillus heterohiochii H-1A
Lactobacillus heterohiochii S-37B
Lactobacillus heterohiochii S-9A
Lactobacillus heterohiochii S-24 LAM - 3R 200
Lactobacillus heterohiochii S-42
S-7A LAF - 3R 175
H-34B
H-7 LAC - 3R 180
A-1
Tab. 4 Cisla vzorki
jamka ¢. 1(2|3|4 (5|6 |7 |8]| 9|10|11|12|13|14 15 16
vzorek €. | 1 [2 [ 6 [ 9 |10 (23 [25|30| 41|46 | 49|51 |63 | SK|negat. kontr. | poz. kontr.

¢emz je dodrzena zasada o parovani
bazi. Trva 1 min pfi 55 °C.

e Synteticka faze (extenze) — za pfi-
tomnosti DNA—polymerasy se kopiruje
usek vymezeny navazanymi primery.
Extenze je provadéna pfi 72 °C po
dobu 1 minuty [7, 8].

Tento cyklus je opakovan a pocet
cykll uréuje vyslednou koncentraci am-
plifikovaného useku DNA.V bézné praxi
se pouziva okolo 35 cyklu.

Po skonceni cyklu se vétsinou prove-
dou jesté dalSi dva kroky: annealing po
dobu 5 minut, ktery umozni dokond¢it
syntézu vSech viaken DNA, a poslednim
krokem byva chlazeni na 4 °C.

2.6 Gelova elektroforéza

Velikost a kvalita amplifikované DNA se
hodnoti pomoci agarézové elektroforézy.
Elektroforézy se vyuziva pro rychlost
arozliSovaci schopnost. Zjistuje se Cistota
preparatu, popfipadé mnozstvi a velikost
DNA. Separace probiha na zékladé elek-
trického naboje a také na zakladé molarni
hmotnosti udavané v bp (,base pairs®).
Jako detekéni barvivo se nej¢astéji pou-
ziva ethidium bromid, ktery je detekovan
pomoci UV prosviceni. Lze ovSem pouzit
i dalSi barviva, jako jsou bromfenolova
modf, akridinova oranz, xylen cyanol
nebo bromkresolova zelen [8, 9].

3 VYSLEDKY A DISKUSE

3.1 Méfeni koncentrace
Po vyizolovani DNA nasledovalo mé-

feni koncentrace vSech ¢&trnécti vzorkd.
Jak vyplyva z fab. 1, rozsah koncentraci
je v rozmezi od 70 do 1370 ng/ul. Roz-
dilnd koncentrace miize byt zplsobena
tim, Zze Lactobacillus je grampozitivni bak-
terie a ma velice odolnou bunéénou
sténu. Pro pfisti izolaci by bylo vhodné pfi-
dat ve druhém kroku izolace k lyzacnimu
pufruT1 dalSi pfidavek enzymu lysozymu
nebo jiného podobného enzymu. Tim by
mélo dojit k Uplnému poruSeni bunééné
stény a zpfistupnéni vnitfku buriky.

Z fotografie vysledku gelové elektro-
forézy na obr. 1 je patrné, Ze izolace
DNA probéhla uspésné a v kazdém
vzorku je genomova DNA.

3.2 Zpracovani vysledkd polymera-
zové fetézové reakce

Po uspé&sném vyizolovani DNA byl
pouzit BrewSave Kit pro amplifikaci
useku DNA, podle jehoz velikosti by se
mél uréit pfesny druh rodu Lactobacil-
lus. V katalogu TaKaRa kitl Ize zjistit
mnozstvi latek pfidavanych do reakce.
Postup je zfejmy z tab. 2.

PCR cykler byl nastaven tak, aby vy-
konaval nasledujici operace:

e Denaturace 94 °C po dobu 30 sekund
¢ Annealing 55 °C po dobu 1 minuty

e Extenze 72°C

* 35 cykll

¢ 5 minut 72 °C a poté ochlazeni na 4 °C.

3.2.1 BrewSave Kit

Na agarézovém gelu je vidét amplifi-
kovana DNA (obr. 3 a 4) u vzorkl 1, 2,
23, 25, 30, 41 o velikosti mezi 160 a 220

bp. Z tab. 3Ize uréit, o jaky druh se prav-
dépodobné jedna. Podle velikosti by od-
povidal nejlépe Lactobacillus heterohio-
chii, ale vzhledem k podobné velikosti
PCR produktd je velmi tézké rozhod-
nout, o jaky druh rodu Lactobacillus by
se jednalo. U zbyvajicich vzorkd, tj. 6, 9,
10, 46, 49, 51, 63, Sk, byla zfejmé nizka
koncentrace templatu DNA, a tudiz DNA
nebyla amplifikovana.

Jako srovnavaci standard byl pouzit
1 Kb DNA Ladder, u kterého velikosti jed-
notlivych fragmentla vystihuje obr. 2.
Jamka ¢.15 je negativni kontrola, do
které nebyla dana zadna DNA jako tem-
plat. Jamka €. 16 je pozitivni kontrola, do
které byly dany 2 I DNA templatu z Bre-
wSave kitu. Jak je patrné z gelu, i této
kontrolni DNA bylo pfidano jako tem-
platu malo.

Tab. 4 ukazuje poradi jednotlivych
vzorkd.

4 ZAVER

Cilem prace bylo provést izolaci a am-
plifikaci DNA ze 14 druh( rodu Lactoba-
cillus. Pomoci kitu Nucleospin Tissue byla
provedena izolace. Bylo ziskano 14 vyi-
zolovanych vzork(i DNA. Tato DNA byla
amplifikovana pomoci BrewSave kitu. Po-
dafilo se ziskat 6 PCR produktil DNA
o velikosti amplifikovanych tsekl 160 az
220 bp. Na zakladé téchto parametrd ne-
bylo mozné jednoznaéné rozhodnout,
o jaky pfesny druh rodu Lactobacillus se
jedna. Jestlize pro praci byl pouzit druh
identifikovany na zakladé biochemickych
testd pomoci API 50 CHL jako Lactoba-
cillus plantarum, vysledky této metody
tomu neodporuji. Tento vysledek neni
ovéem zcela prekvapivy, protoZze Bre-
wSave kit je stavén spiSe na detekci celé
této skupiny, nikoliv pro jeji druhové roz-
liseni.

Dékujeme MUDr. Marté Kostrou-
chové, CSc. (Ustav dédicnych meta-
bolickych poruch, 1. LF, UK Praha, Ke
Karlovu 2, Praha 2) za odbornou po-
moc a poskytnuti laboratorni tech-
niky.
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Metoda PCR byla testovana pro stanoveni nejcastéjsi bakterialni kontaminace
v pivovarstvi — bakterii mlééného kvaseni. Jiz dfive byla pouzita fada biochemic-
kych metod k charakterizaci izolat(i bakterii rodu Lactobacillus.V této praci byla pro-
vedena izolace a amplifikace DNA ze 14 kmenU tohoto rodu. Pomoci metody PCR
byly v8echny izolaty potvrzeny jako pfisludnici rodu Lactobacillus. Jednotlivé izolaty
ale nebylo mozno rozlisit druhové.

Vohanka, J. — Dostalek, P. — Fiala, J. — Hollerova, l.: Characterization of Bac-
terial Contamination in Beer by PCR Method. Kvasny Prum. 49, 2003, No. 11-12,
p. 340-343.

PCR method for detection of the most frequent bacterial contamination in bre-
wing industry — lactic acid bacteria was tested. Many different biochemical methods
have been used for characterization of bacterial isolates genus Lactobacillus. Ge-
nomic DNA from 14 different strains of this genus was isolated and characteristic
part of DNA was amplificated. All isolates were confirmed as Lactobacillus genus
members by PCR methods. Isolates were not possible distinguish to the separate
species.

Vohanka, J. - Dostalek, P. - Fiala, J. - Hollerova, I.: Methode PCR zur Charak-
terisierung einer bakterialen Kontamination des Bieres. Kvasny Prum. 49, 2003,
Nr. 11-12, S. 340-343.

In der Braurindustrie stellen Milchbakterien die allerhdufigste mikrobiologische
Kontamination dar. Schon friher zur Charakterisierung der Isolate von Bakterien
der Gattung Lactobacillus wurden mehrere biochemischen Methoden angewandt.
In diesem Artikel wird eine Isolation und Amplifikation der DNA von 14 Stdmmen
dieser Gattung beschrieben. Durch Methode PCR wurden alle gewonnene Isolate
als Angehdrige der Gattung Lactobacillus. Es wurde jedoch nicht méglich, die ein-
zelne Isolate nach der Art weiter zu sortieren.

Boranka, 1. - Joctanek, M. — ®uana, i. - lonneposa, U: OnpeaeneHne xapakTepucTUKM
6akTepuanbHoro 3arpssHeHus nusa metoaoM PCR. Kvasny Prum. 49, 2003, Ho. 11-12, cTp.
340-343.

Bbin BeINOnHeH TecT MeToaa PCR, kak oH NoaXoauT ANs onpeAeneHist MONIouHbIX 6aKTepuii—camoro
yatLero 6aKTepuanbHoOro 3arpssHeHIst B MUBOBAPEHUN. Yake paHblue GblN UCTOMb30BaH LiENblit paj
GMOXUMUUECKUX METO/I0B ANt POBELEHIS XapaKTepUCTIK M30NATOB GakTepuii pacch! Lactobacillus. B
HacTosiLLer padoTe Obin BbIMOMbHEHDI M30MMpoBaHe 1 amnindrkauns DNA u3 14 Buaos HacTosLLero
poga. Mpv nomoLym MeToga PCR 6binn BCe M30NSThI NOATBEPKAEHI KaK NpUHaANexalume k pacce Lac-
tobacillus. OHaKo OTAEbHbIE M30NAThI HEMb3s ObIN0 PA3NNYUTL MO UX BAAAM.
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