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BADANIE OSCYPKOW NA OBECNOSC BAKTERII
FERMENTACJI MLEKOWEJ O ZDOLNOSCI SYNTEZY
LISTERIOBOJCZYCH BAKTERIOCYN KLASY IIA"

Streszczenie. Celem pracy byto ustalenie, jakie rodzaje bakterii fermentacji mlekowej (LAB)
wystepuja w oscypkach i czy sa wsrdd nich mikroorganizmy zdolne do syntezy listeriobdjczych
bakteriocyn klasy Ila. W ramach pracy oscypki poddano takze rutynowym iloSciowym analizom
mikrobiologicznym. Badanym materialem byto dziewi¢é¢ prob oscypkoéw. Sktad ilosciowy ich
mikroflory oznaczano, stosujac klasyczne metody mikrobiologiczne, a jako$ciowy — okreslano na
podstawie wynikow analizy metagenomowej. Analiza metagenomowa obejmowata detekcje
obecnosei siedmiu potencjalnie bakteriocynogennych rodzajow LAB oraz fragmentéw gendw
listeriobojczych bakteriocyn klasy Ila. Do wykrywania LAB wykorzystywano technike PCR
1 specyficzne rodzajowo startery opisane w literaturze. Fragmenty genoéw kodujacych listerioboj-
cze bakteriocyny klasy Ila wykrywano, stosujac startery zaprojektowane w Katedrze Biotechno-
logii i Mikrobiologii UP w Poznaniu. Przeprowadzone badania wykazaly, ze w wigkszosci prob
oscypkow liczba komoérek LAB przekraczata poziom 10° jtk w 1 g. Liczebno$é populacji tleno-
wych bakterii mezofilnych i drozdzy byta mniejsza, odpowiednio o jeden i dwa cykle logaryt-
miczne. We wszystkich probach metaDNA wyizolowanego z natywnej mikroflory oscypkow
wystepowaly sekwencje charakterystyczne dla bakterii rodzajow Lactococcus i Leuconostoc.
W o$miu z dziewigciu badanych préb oscypkéw wykryto takze obecno§¢ DNA bakterii rodzajow
Lactobacillus 1 Enterococcus. W zadnej probie oscypka nie stwierdzono materialu genetycznego
typowego dla bakterii rodzajow Carnobacterium, Pediococcus 1 Weissella. We wszystkich bada-
nych probach metagenomowego DNA wykryto ponadto obecno$¢ fragmentéw gendw kodujacych
listeriobdjcze bakteriocyny klasy Ila. W chwili obecnej niezbgdne jest rozpoczgcie prac izolacyj-
nych i ustalenie, czy LAB, bedace no$nikami genéw listeriobdjczych bakteriocyn klasy Ila, sg
zdolne do syntezy aktywnych bakteriocyn, a co za tym idzie do oddziatywania na chorobotworcze
bakterie Listeria monocytogenes.

*Prace finansowano z grantu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr N N312 204435
(2044/B/P01/2008/35) na lata 2008-2011.
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nomowa

Wstep

W ostatnich latach w badaniach mikrobiologicznych coraz czgsciej jest wykorzy-
stywana analiza metagenomowa (GIRAFFA i NEVIANI 2001, BRUGERE i IN. 2009, BAYER
i IN. 2010). Jej przedmiotem jest material genetyczny (zwykle metaDNA) pochodzacy
ze wszystkich drobnoustrojow zasiedlajacych dane $rodowisko. W materiale tym po-
szukuje si¢ okreslonych sekwencji genéw lub ich fragmentéw za pomoca technik mole-
kularnych opartych m.in. na hybrydyzacji DNA Iub technice PCR. W zwiazku z tym, ze
analizie metagenomowej jest poddawany material genetyczny catej puli drobnoustro-
jow, metoda ta daje szanse na wykrycie w badanym $rodowisku nie tylko drobnoustro-
jow mozliwych do oznaczenia klasycznymi metodami mikrobiologicznymi, lecz takze
tych, w odniesieniu do ktorych nie opracowano jeszcze podtozy mikrobiologicznych
(ang. unculturable microorganisms), a takze drobnoustrojow martwych. W efekcie
przyczynia si¢ ona do poznania sktadu catej mikroflory danego srodowiska oraz dostar-
cza bezcennych informacji o jej potencjale genetycznym i metabolicznym. W odrdznie-
niu od klasycznych metod mikrobiologicznych nie wigze si¢ ona z koniecznoscig izola-
cji pojedynczych drobnoustrojéw i ich hodowla (STREIT i SCHMITZ 2004).

Analiza metagenomowa moze by¢ tez wykorzystywana do oceny przydatnosci da-
nego $rodowiska jako zrddta izolacji drobnoustrojow o poszukiwanych uzdolnieniach
(zasobnych w dang ceche genotypowa), umozliwia ona bowiem ustalenie, w jakich
srodowiskach wystepuja sekwencje DNA charakterystyczne dla tych drobnoustrojow.
Z tego powodu analiza ta moze by¢ etapem wstgpnym wszystkich prac izolacyjnych
majacych na celu pozyskanie drobnoustrojow o zdefiniowanych wczesniej zasobach
genetycznych 1 zwigzanej z nimi aktywnos$ci metabolicznej (STREIT i SCHMITZ 2004,
DEJA-SIKORA i IN. 2007).

Interesujagcym przedmiotem analizy metagenomowej moze by¢ mikroflora fermen-
towanych produktéow regionalnych. Produkty te powstaja w efekcie spontanicznych
fermentacji, w ktorych biorg udzial mikroorganizmy reprezentujace lokalna, czgsto
bardzo specyficzng mikroflor¢. Z danych literaturowych wynika, ze w gronie drobnou-
strojow uczestniczacych w procesie fermentacji produktéw regionalnych znajduje si¢
wiele mikroorganizméw o unikalnych wtasciwosciach, m.in. o silnej aktywnosci prze-
ciwdrobnoustrojowej (OHMOMO i IN. 2003, GHRAIRI i IN. 2004, TODOROV i DICKS
2006, BELGACEM i IN. 2008). Aktywnos¢ ta jest zwykle wypadkowa syntezy wielu
réznych metabolitow, wsrod ktorych najwigksza wybiorczoscig dziatania cechuja sie
zwigzki bialkowe zwane bakteriocynami (CHEN i HOOVER 2003, O’SULLIVAN i IN.
2002). Wiele bakteriocyn nie dziala antagonistyczne na mikroorganizmy niezbedne
w procesie fermentacji, lecz jedynie na drobnoustroje chorobotworcze, dlatego tez bakte-
riocyny odgrywaja wazna role w zabezpieczaniu produktow fermentowanych, a zwtasz-
cza probiotycznych, przed rozwojem niepozadanych mikroorganizméw, m.in. bakterii
Listeria monocytogenes, chorobotworczych dla cztowieka (CLEVELAND i IN. 2001,
GALVEZ 1 IN. 2007). Sposrod wielu bakteriocyn dziatajacych na Listeria, najsilniejsza
listeriobdjczg aktywnoS$cia charakteryzuja si¢ bakteriocyny klasy Ila. Zdolnos¢ ich syn-
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tezy wykryto, jak dotad, u niektorych szczepoéw bakterii rodzajow Carnobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus 1 Weissella (EN-
NAHAR i IN. 1999, EUSINK i IN. 2002, FIMLAND i IN. 2005, DRIDER i IN. 2006). Wick-
szo$¢ z nich wyizolowano z produktéw regionalnych (TOPISIROVIC i IN. 2006, SIP i IN.
2009). Polskie produkty regionalne, takie jak np. oscypek, nie byly, jak dotad, badane
na obecnos¢ bakterii fermentacji mlekowej (LAB) zdolnych do syntezy listeriobojczych
bakteriocyn klasy Ila. W literaturze brak jest réwniez wynikow identyfikacji LAB
uczestniczacych w procesie produkcji oscypka. Z tego powodu postanowiono przebadaé
metagenomowe DNA mikroflory oscypkow na obecno$¢ sekwencji typowych dla wy-
branych potencjalnie bakteriocynogennych rodzajoéw LAB oraz ustali¢, czy wystepuja
w nim fragmenty genoéw kodujacych listeriobdjcze bakteriocyny klasy Ila. Dzigki temu
uzyskano informacje o sktadzie rodzajowym LAB oscypkow oraz dokonano wstgpne;j
oceny ich potencjatu listeriobdjczego. W pracy okreslono réwniez liczebno§¢é wybra-
nych grup drobnoustrojow, stosujac klasyczne metody mikrobiologiczne.

Materialy i metody

Oscypek

Materialem badawczym bylo dziewie¢ prob oscypkdéw wyprodukowanych we wrze-
$niu 2009 roku w okolicach Nowego Targu. Wytypowane do badan oscypki pochodzity
od dziewigciu roznych producentow.

Oznaczanie liczebnosci wybranych grup drobnoustrojéw

Z kazdej proby oscypka pobierano 10 g, zawieszano w 90 ml cytrynianu trojsodo-
wego, homogenizowano za pomocg homogenizatora mikrobiologicznego Pulsifier
i rozcienczano w wodzie peptonowej metoda rozcienczen dziesigtnych. Rozcienczony
material posiewano na odpowiednie podloza w celu oznaczenia ogdlnej liczby tleno-
wych bakterii mezofilnych, liczby bakterii fermentacji mlekowej oraz drozdzy i plesni.
Do oznaczania liczby bakterii tlenowych stosowano bulion wzbogacony (Biocorp) z 2%
(v/v) glukozy, do oznaczania liczby bakterii fermentacji mlekowej (odpowiednio: pate-
czek mlekowych, paciorkowcow mlekowych oraz kwasolubnych LAB) uzywano pod-
tozy MRS agar (Biocorp), M17 agar (Biocorp), Raka-Ray agar (R-R, Biocorp), a liczbe
drozdzy 1 plesni oznaczano na podtozu chloramfenikol agar (Biocorp). Wszystkie pod-
toza do oznaczen liczebnos$ci bakterii suplementowano 50 mg natamycyny na 1 1
(Devocid®, Gist-brocades). Posiewy wykonywano metoda zalewowa (ptytki Petriego).
Hodowle bakterii tlenowych oraz LAB prowadzono w temperaturze 37°C przez 48-72 h,
a drozdzy i plesni — w temperaturze 20°C przez 72-96 h. Po inkubacji liczono otrzyma-
ne kolonie za pomocg automatycznego licznika kolonii (Colony Counter, Easy Count 2)
i na tej podstawie obliczano liczebno$¢ populacji badanych grup drobnoustrojow, ktora
wyrazano w jednostkach tworzacych kolonie w 1 g oscypka.

Izolacja metagenomowego DNA

10 g kazdego sera zawieszano w 200 ml bulionu wzbogaconego, rozdrabniano
w Pulsifierze i inkubowano w temperaturze 37°C przez 16 h. 2 ml otrzymanej hodowli
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odwirowywano (5500 g, 10 min), a nastgpnie z osadu izolowano metagenomowe DNA.
Do jego izolacji stosowano zestaw Genomic Mini (A&A Biotechnology). Izolacje pro-
wadzono wedhug instrukcji podanej przez producenta. W otrzymanych probach po-
twierdzano obecno$¢ DNA bakteryjnego poprzez przeprowadzenie reakcji PCR ze star-
terami EUBAC (tab. 1) zaprojektowanymi na podstawie analizy sekwencji genéw matej
podjednostki 16S rybosomu bakteryjnego. Amplifikacje prowadzono w aparacie firmy
Biometra T Gradient w warunkach przedstawionych w tabeli 2. Produkty amplifikacji
rozdzielano elektroforetycznie w 2-procentowym zelu agarozowym z dodatkiem brom-
ku etydyny (0,5 pg/ml). Rozdzial elektroforetyczny prowadzono w buforze TBE (1x)
przy statym nat¢zeniu 80 mA przez 60 min.

Tabela 1. Zastosowane startery
Table 1. Primers used

Wielkos¢ )
Starter Sekwencja (5° — 3°) Zastosowanie |produktu Zrédio
PCR (pz)
EUBAC-50F AACACATGCTCGAACG Bakteryjne ~300 [Dawson, dane
DNA niepublikowane
EUBAC-338R CTGCTGCCTCCCGTAGGAGT
LactocgrP1F GCGGCGTGCCTAATACATGC Lactococcus 319 |KLUNIiIN. 1995
LactocgrP2Rkr  |CTGCTGCCTCCCGTAGGAGT
LeucgrpF GCGGCTGCGGCGTCACCTAG Leuconostoc 1200 |SCHILLINGER
11IN. 2008
Leucgr-WeissgrR |GGNTACCTTGTTACGACTTC !
WieissgrpF GATGGTTCTGCTACCACTAAG Weissella 1200 |SCHILLINGER
1IN. 2008
Leucgr-WeissgrR |GGNTACCTTGTTACGACTTC
Entgrl1F TACTGACAAACCATTCATGATG Enterococcus 112 |KEiIN. 1999
Entgr2R AACTTCGTCACCAACGCGAAC
Lactob0677F CTCCATGTGTAGCGGTG Lactobacillus 950 |MOURAIN.
2007
Lactob71R TCAAAACTAAACAAAGTTTC
Carnobl1F CCGTCAGGGGATGAGCAGTTAC Carnobacte- 820 |[NISSENiIN.
j 1994
Carnob2R ACATTCGGAAACGGATGCTAAT e
Pediogr23SF GAACTCGTGTACGTTGAAAAGTGCTGA |Pediococcus 701 |PFANNEBECKER
i FROHLICH
Pediogr23SR GCGTCCCTCCATTGTTCAAACAAG 12008
BCgrlF GGTGGTAAATACTATGGTAA Geny kodujace| ~50 |WIECKOWICZ
bakteriocyny 1IN. 2010
BCgrlR1K CCCCAGTTAACAGAGCA klasy Ila
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Tabela 2. Warunki reakcji PCR
Table 2. PCR reaction conditions

Etap Temperatura (°C) Czas (min)
1. Denaturacja wstgpna 94°, 95'8 315, 589
2. Przylaczanie starterow  [52', 55%°, 533, 50*%% 697, 48° 0,558 134 1,5
3. Synteza 72 0,558 139 1,54, 2,5
4. Denaturacja 941479 95568 0,5"%%0,75°, 12, 34
5. Przytaczanie starterow |52, 55%°, 53° 50*%%, 697, 45-56 gradient’ 0,5%%,0,75°, 141,52
6. Synteza koncowa 72 51472 75108

'EUBAC, ’Lactococcus, *Leuconostoc, *Weissella, *Enterococcus, *Lactobacillus, " Pediococcus, *Carno-
bacterium, *geny kodujace bakteriocyny klasy Ila.

Wykrywanie wybranych rodzajow LAB

MetaDNA stosowano jako matryce do analizy PCR, w ktorej toku amplifikowano
sekwencje charakterystyczne dla potencjalnie bakteriocynogennych bakterii fermentacji
mlekowej rodzajéw Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leu-
conostoc, Pediococcus 1 Weissella. Sekwencje starterow wykorzystywanych do wykry-
wania fragmentdow DNA wymienionych rodzajéw LAB, wielkos$ci produktéw ich am-
plifikacji oraz warunki reakcji PCR podano w tabelach 1 i 2. Produkty PCR, w zalezno-
sci od wielkosci, rozdzielano w 1-, 2- lub 3-procentowym Zelu agarozowym z dodatkiem
bromku etydyny (0,5 pg/ml). W przypadku amplikonéw o dlugosci ponizej 1000 pz
stosowano specjalng agaroz¢ o duzej zdolnosci rozdzialu (Merck). Elektroforezg pro-
wadzono w buforze TBE (1x) przy staltym natezeniu 80 mA mniej wigcej przez
45 min.

Wykrywanie genéw bakteriocyn klasy I1a

Fragmenty genow kodujacych listeriobojcze bakteriocyny klasy Ila amplifikowano,
stosujac startery (tab. 1) zaprojektowane przez WIECKOWICZA i IN. (2010). Jako matry-
c¢ do reakcji ich wybiorczej amplifikacji stosowano metaDNA bakterii wystepujacych
w oscypku. Analizy PCR prowadzono w sposob zgodny z danymi zawartymi w tabeli 2.
Produkty PCR rozdzielano elektroforetycznie w 3-procentowym zelu agarozowym
w buforze 1x TBE przy statym natgzeniu 60 mA przez 45 min. DNA w zelu wizualizo-
wano przez dodanie bromku etydyny o st¢zeniu 5 pg/ml.

Wyniki i dyskusja

Dziewig¢ prob oscypkoéw wyprodukowanych bez udziatu kultur starterowych z nie-
pasteryzowanego mleka owczego poddano ztozonym badaniom mikrobiologicznym.
W ich ramach metoda posiewowa oznaczono liczebnos$¢ bakterii mezofilnych, drozdzy
i plesni oraz LAB. Z mikroflory oscypkéw izolowano ponadto metagenomowe DNA
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i na podstawie wynikow jego analizy prowadzonej metoda PCR z zastosowaniem od-
powiednio dobranych starteréw okreslono, jakie rodzaje LAB sa typowe dla tych serow
oraz czy sg wérod nich mikroorganizmy o zdolnosciach syntezy listeriobdjczych bakte-
riocyn klasy Ila.

Przeprowadzone badania, ktérych wyniki przedstawiono w tabeli 3, wykazaty, ze li-
czebno$¢ grup drobnoustrojéw oznaczanych w oscypkach byla zréznicowana. W sze-
$ciu probach sposrod dziewigciu badanych liczba bakterii mezofilnych miescita si¢
w przedziale od 1,2 x 107 jtk-g” (proba 4.) do 7,1 x 107 jtk-g”" (préba 5.). W trzech
oscypkach byta ona mniejsza niz 10 jtk-g”', ale maksymalnie o jeden cykl logarytmicz-
ny (proba 7.). Liczba drozdzy w badanych prébach byta bardziej wyré6wnana: w wick-
szo$ci oscypkéw oscylowata wokot poziomu 10° jtk-g™. Jedynie w probie oznaczonej
jako 3. byla mniej wiecej o jeden rzad wielkosci mniejsza. W zadnym oscypku nie wy-
kryto obecno$ci plesni. Sposrod oznaczanych grup drobnoustrojow we wszystkich
oscypkach najbardziej liczna byta populacja LAB. Do oznaczen jej liczebnosci wyko-
rzystano trzy podtoza: podtoze M17 rekomendowane do oznaczen paciorkowcow mle-
kowych, MRS zalecane do oznaczania pateczek mlekowych oraz Raka-Ray faworyzu-
jace wzrost kwasolubnych LAB. Dzigki temu oznaczono liczebno$¢ LAB o zrdznico-
wanych wymaganiach pokarmowych i warunkach rozwoju. Ustalono, ze w oscypkach
dominowaty LAB zdolne do wzrostu na podlozach M17 i Raka-Ray. Srednio w bada-
nych oscypkach ich liczebnos¢ wynosita 5 x 10° jtk-g”. Liczba LAB rosngcych na pod-
tozu MRS byta $rednio mniej wigcej o 0,4 cyklu logarytmicznego mniejsza.

Tabela 3. Liczebno$¢ wybranych mikroorganizméw w $§wiezym oscypku
Table 3. Cell counts of selected microorganisms in the fresh oscypek cheese

Logarytm liczebnosci komoérek (jtk-g™)
Proba tlenowe bakterie fermentacji mlekowe;j
oscypka bakterie drozdze plesnie
mezofilne MRS M17 R-R
1. 7,454 7,914 8,907 8,794 6,035 0
2. 7,760 7917 8,973 8,738 6,040 0
3. 7,557 7,904 8,682 8,584 5,104 0
4. 7,092 8,901 8,056 8,738 6,471 0
5. 7,854 8,977 8,976 9,083 6,421 0
6. 6,901 7,747 7,865 7,919 5,938 0
7. 6,017 7,679 7,789 7,928 5,777 0
8. 6,742 7,904 7,932 8,058 5,952 0
9. 7,809 7,862 8,833 8,202 5,609 0
Srednia 7,243 8,089 8,446 8,449 5,927 0
Odchylenie 0,6121 0,489 0,4901 0,4290 0,4132 0
standardowe
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Badaniem jakosci mikrobiologicznej oscypkdéw zajmowali si¢ juz inni badacze. Pre-
zentowane przez nich wyniki oznaczen liczebnosci wybranych grup drobnoustrojow
r6znig si¢ jednak od wynikow naszych badan. Przyktadowo, wedlug danych opubliko-
wanych przez WOLOSZEK 1 BONCZAR (2003) ogolna liczba drobnoustrojéw w oscyp-
kach wytworzonych w rejonie, z ktérego pochodzity rowniez ,,nasze” oscypki, wynosita
okoto 107 jtk g, a liczebno$é¢ drozdzy miescita sie w przedziale od 4,4 x 10° do 7,2 x
10° jtk-g”'. W oscypkach badanych przez wymienione autorki obecne byly ponadto
plesnie. Z do$wiadczen innych autoré6w rowniez wynika, ze sktad ilosciowy i jakoscio-
wy mikroflory produktow regionalnych wytwarzanych metoda spontanicznych fermen-
tacji wykazuje znaczne zréznicowanie z uwagi na zmienno$¢ sktadu mikroflory surow-
ca oraz roznice w stanie mikrobiologicznym s$rodowiska produkcyjnego, bgdacego
jednoczesnie gtéwnym zrddlem drobnoustrojow uczestniczacych w procesie produkcji
(GULAHMADOV i IN. 2006, BELGACEM 1 IN. 2008). Czynniki te prawdopodobnie byty
réwniez odpowiedzialne za zaobserwowane przez nas roznice w jakosci mikrobiolo-
gicznej badanych oscypkow.

W pracy podjeto takze probe ustalenia, jakie rodzaje LAB wchodza w sktad natural-
nej mikroflory oscypkow. W celu uzyskania petnej informacji o sktadzie rodzajowym
LAB oscypkow metagenomowe DNA (wyizolowane z naturalnie zasiedlajacej je mi-
kroflory) przebadano na obecnos¢ sekwencji typowych dla siedmiu rodzajow LAB,
ktore, jak wynika z danych literaturowych (GRAJEK i SiP 2004, SiP i GRAJEK 2004),
odgrywaja kluczows role w utrwalaniu seréw. W badaniach tych wykorzystano startery
rodzajowe zaprojektowane na podstawie analizy sekwencji 16S i 23S rDNA. W wyniku
reakcji PCR prowadzonej ze starterami LactocgrP1F/LactocgrP2Rkr oraz LeucgrpF/
/Leucgr-WeissgrR we wszystkich badanych probach ($ciezki 1-9) otrzymano produkty
amplifikacji o pozadanej wielkosci, tj. 319 pz w przypadku starterow do wykrywania
Lactococcus (rys. 1) oraz 1200 pz w przypadku starteréw specyficznych dla Leucono-
stoc (rys. 2). Amplikony o dtugosci typowej dla Enterococcus (112 pz) i Lactobacillus
(950 pz) otrzymano z kolei w o$miu probach sposrod dziewigciu badanych (rys. 3, 4).
W proébie 2. nie otrzymano produktu amplifikacji sekwencji typowych dla bakterii Lac-
tobacillus, a w probie 9. — dla bakterii Enterococcus. W zadnej probie nie uzyskano
takze produktéow amplifikacji sekwencji charakterystycznych dla Carnobacterium,
Pediococcus 1 Weissella.

Oznacza to zatem, ze w metagenomowym DNA mikroflory wszystkich badanych
prob oscypkow bylo obecne DNA bakterii Lactococcus i Leuconostoc. W o$miu oscyp-
kach na dziewie¢ badanych wystepowato takze DNA bakterii Enterococcus i Lactoba-
cillus. W Zadnej probie badanego metagenomowego DNA nie wykryto sekwencji typo-
wych dla bakterii z rodzajow Carnobacterium, Pediococcus 1 Weissella (tab. 4). Obec-
nos¢ materiatu genetycznego bakterii Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus i Lacto-
bacillus w wigkszosci prob oscypkow dowodzi jednoczes$nie, ze wymienione rodzaje
bakterii sg charakterystyczne (typowe) dla oscypkow i to one prawdopodobnie nadaja
im unikalne wlasciwosci. W chwili obecnej niezbgdne jest doktadne zidentyfikowanie
tych bakterii i wyjasnienie ich roli w procesie produkcji oscypkow. Przyczyny oraz
konsekwencje braku obecnos$ci bakterii Enterococcus i Lactobacillus w dwoch oscyp-
kach powinny by¢ takze przedmiotem dalszych szczegotowych badan.

Z danych literaturowych wynika, ze wiele bakterii fermentacji mlekowej rodzajow
Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus i Lactobacillus, ktéorych bogatym zrodlem
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Rys. 1. Elektroforetyczny rozdziat produktéw reakcji PCR ze starterami Lac-
tocgrP1F/LactocgrP2Rkr; M — marker DNA pUC Mspl, K — kontrola dodatnia —
Lactococcus lactis ATCC 11454, 1-9 — proby oscypka

Fig. 1. Electrophoretical pattern of PCR products with primers LactocgrP1F/
/LactocgrP2Rkr; M — DNA marker pUC Mspl, K — positive control — Lactococ-
cus lactis ATCC 11454, 1-9 — oscypek samples

K 1 2 3 4 5 6 7 8 9

M
-
& il

1353pz—5)--
1078 pz == My e _FF“"- ™

Rys. 2. Elektroforetyczny rozdzial produktow reakcji PCR ze starterami
LeucgrpF/Leucgr-WeissgrR; M — marker ADNA HindIll / ¢X174 DNA Haelll,
K — kontrola dodatnia — Leuconostoc mesenteroides KBiMZ 1AS, 1-9 — proby
oscypka

Fig. 2. Electrophoretical pattern of PCR products with primers LeucgrpF/Leucgr-
-WeissgrR; M — ADNA marker Hindlll / X174 DNA Haelll, K — positive control
— Leuconostoc mesenteroides KBiMZ 1AS, 1-9 — oscypek samples
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Rys. 3. Elektroforetyczny rozdzial produktéow reakcji PCR ze starterami
Entgr1F/Entgr2R; M — marker O’Gene Ruler DNA Ladder Ultra Low Range, K
— kontrola dodatnia — Enterococcus faecium ATCC 27270, 1-9 — proby oscypka
Fig. 3. Electrophoretical pattern of PCR products with primers EntgrlF/
/Entgr2R; M — O’Gene Ruler DNA Ladder Ultra Low Range marker, K — posi-
tive control — Enterococcus faecium ATCC 27270, 1-9 — oscypek samples
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Rys. 4. Elektroforetyczny rozdziat produktéw reakcji PCR ze starterami Lac-
tob0677F/Lactob71R; M — marker O’Gene Ruler DNA Ladder Ultra Low Range, K
— kontrola dodatnia — Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, 1-9 — proby oscypka
Fig. 4. Electrophoretical pattern of PCR products with primers Lactob0677F/Lac-
tob71R; M — O’Gene Ruler DNA Ladder Ultra Low Range marker, K — positive
control — Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, 1-9 — oscypek samples
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Tabela 4. Wyniki amplifikacji metaDNA mikroflory oscypka ze starterami specyficznymi dla
sze$ciu rodzajow LAB oraz ze starterami do wykrywania fragmentow gendéw kodujacych bakte-
riocyny klasy Ila

Table 4. Results of amplification of metaDNA of oscypek microflora with primers specific for six
genera of LAB, as well as primers for detection fragments of the genes-encoding class Ila bacte-
riocins

Proby oscypka
Cel detekcji Starter

1.12.13.]4.[5]6.|7.]8.|9.
Lactococcus LactocgrP1F/LactocgrP2Rkr | + |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+
Leuconostoc LeucgrpF/Leucgr-WeissgrR |+ [ + | + |+ |+ |+ [+ |+ | +
Lactobacillus Lactob0677F/Lactob71R e e I I
Enterococcus Entgr1F/Entgr2R el e e Bl e N A R B
Carnobacterium Carnob1F/Carnob2R - =-1-1-1-1-1-1|-
Pediococcus Pediogr23SF/Pediogr23SR - =-1=-1=-1-1-1-1-1-
Weissella WeissgrpF/Leucgr-WeissgrtR | — | = | - |- |- [ - |- | - | —
Geny kodujace bakteriocyny klasy Ila  |BCgrlF/BCgrIR1K L T S S o B B o B

,,- ¥ — produkt PCR, ,,—” — brak produktu amplifikacji.

okazat si¢ oscypek, jest zdolnych do syntezy bakteriocyn klasy Ila, czyli bakteriocyn
dzialajacych zabdjczo na L. monocytogenes (ENNAHAR 1 IN. 1999, EIJSINK i IN. 2002,
FIMLAND i IN. 2005, DRIDER i IN. 2006, SIP i IN. 2009). Wigkszo$¢ autoréw badania nad
potencjatem listeriobdjczym mikroflory danego srodowiska rozpoczyna od czasochton-
nych prac izolacyjnych (OHMOMO i IN. 2003, GHRAIRI i IN. 2004, BELGACEM 1 IN.
2008). Z pracami tymi wigze si¢ zwykle konieczno$¢ prowadzenia hodowli i oznaczania
aktywnosci wytworzonych w ich trakcie zwiazkow. Nasze wczesniejsze do§wiadczenia
wskazuja jednak, ze wyniki oznaczen aktywnosci nie s3 miarodajnym wyznacznikiem
zdolnosci mikroflory do syntezy listeriobojczych bakteriocyn, wiele bakteriocyn
w warunkach laboratoryjnych jest bowiem syntetyzowanych w stg¢zeniach zbyt matych
do oznaczenia (ponizej progu detekcji) lub ulega inaktywacji (HOOVER i HARLANDER
1993). Czgsto rowniez w produktach finalnych bakteriocynogenne drobnoustroje wy-
stepuja w liczbie zbyt niewielkiej, by mozliwe byto ich wyizolowanie i/lub oznaczenie
ich aktywnosci. Z tego tez wzgledu prezentowane w literaturze wyniki oznaczen poten-
cjatu listeriobojczego sa zwykle zanizone. Niedoskonato$¢ klasycznych metod mikro-
biologicznych utrudnia rowniez efektywne pozyskiwanie drobnoustrojow zdolnych do
syntezy bakteriocyn. Uzupelieniem klasycznego postgpowania analitycznego i jedno-
cze$nie dobrym sposobem na jego ukierunkowanie moze by¢ analiza metagenomowa.
W przypadku badan potencjatu listeriobdjczego mikroflory oscypka przeprowadzono ja
na obecnos$¢ fragmentéw gendéw kodujacych listeriobdjcze bakteriocyny klasy Ila. Geny
listeriobdjczych bakteriocyn klasy Ila zawieraja w obrebie konca 5° genu domeng
o wysokim stopniu podobienstwa, odpowiadajacg motywowi YGNGVxCxxxxC, zloka-
lizowanemu na koncu aminowym propeptydu tych bakteriocyn. W obrebie sekwencji
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koncoéw 3’ badanych gendéw znajduja si¢ takze krotkie motywy o wysokim stopniu
podobienstwa (FIMLAND i IN. 2005, DRIDER i IN. 2006, Sip i IN. 2009). Informacje te
poparte przeprowadzeniem wnikliwej analizy bioinformatycznej pozwolity na zaprojek-
towanie panelu unikalnych starteréw do detekcji genow kodujacych listeriobojcze bak-
teriocyny klasy ITa (WIECKOWICZ i IN. 2010). Przyktadowe startery (tab. 1) wykorzysta-
no jako narzedzie do analizy metagenomowego DNA mikroflory oscypkow. W rozdzia-
le elektroforetycznym po analizie PCR ze starterami BCgrlF/BCgrlR1K otrzymano
produkty o dlugosci = 50 pz (rys. 5). Produkty te zawieraly fragmenty poszukiwanych
genow. Na tej podstawie stwierdzono, ze w obregbie mikroflory oscypkow znajduja si¢
drobnoustroje bedace nosnikami gendw listeriobdjczych bakteriocyn klasy Ila. Wykry-
cie w obrebie metagenomowego DNA mikroflory oscypkéw fragmentow tych genow
sugeruje jednoczesnie, ze oscypki moga by¢ zréodtem LAB zdolnych do syntezy bakte-
riocyn klasy Ila. W chwili obecnej niezbgdne jest ustalenie, czy wykryte geny ulegaja
ekspresji, a wiec czy LAB bedace ich nosnikami sg zdolne do syntezy aktywnych bakte-
riocyn. Potwierdzenie w oscypkach obecnosci LAB syntetyzujacych bakteriocyny moze
by¢ w przysztosci waznym elementem marketingowym promocji oscypka jako produk-
tu naturalnie zabezpieczonego przed chorobotworczymi bakteriami L. monocytogenes.

M K 1 2 3 4 5 6 7 8 9 9

100 pz—»

75 pz—>

50 pz—> & &

Rys. 5. Elektroforetyczny rozdziat produktéw reakcji PCR ze starterami
BCgr1F/BCgrlR1K; M — marker O’Gene Ruler DNA Ladder Ultra Low
Range, K — kontrola dodatnia — Carnobacterium divergens AS7, 1-9 — proby
oscypka

Fig. 5. Electrophoretical pattern of PCR products with primers BCgrlF/
/BCgrlRIK; M — O’Gene Ruler DNA Ladder Ultra Low Range marker, K —
positive control — Carnobacterium divergens AS7, 1-9 — oscypek samples

Whioski

1. Mikroflora oscypkow wytworzonych w tym samym regionie przez réznych pro-
ducentow jest zréznicowana pod wzgledem liczby obecnych bakterii.

2. Typowa mikroflora oscypkéw sg bakterie rodzajow Lactococcus, Leuconostoc,
Enterococcus 1 Lactobacillus.

3. Wér6d LAB wchodzacych w sktad naturalnej mikroflory oscypkéw sa mikroor-
ganizmy zdolne do syntezy bakteriocyn klasy Ila.
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EVALUATION OF CLASS ITA BACTERIOCINOGENIC POTENTIAL
OF LACTIC ACID BACTERIA ISOLATED FROM THE OSCYPEK CHEESE

Summary. The main objective of the study was the phylogenetic identification on the genus level
of the main LAB isolated from the oscypek cheese and the assessment of their bacteriocinogenic
potential. Primarily, a routine qualitative analysis of the microbiota was performed. Nine oscypek
cheese samples were subjected to the analysis. The quantitative analysis of the cheese microbiota
was performed using culture-based techniques, while the qualitative assessment was made using
PCR-based analysis of total DNA preparations. Metagenomic DNA isolates derived from the
cheese natural microbiota were screened for the existence of DNA sequence fragments typical for
seven main potentially bacteriocinogenic LAB genera. Moreover, metagenomic DNA extracts
were also screened for class Ila bacteriocin-coding gene sequences. The presence of seven main
LAB genera was determined using primers originating from reference publications, while the
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class Ila bacteriocin-coding gene was detected using custom-designed primer panel created in the
Department of Biotechnology and Food Microbiology at the Poznan University of Life Sciences.
The study revealed, that in most cheese samples the counts of LAB exceeded 10° cfu-g™. The
counts of aerobic bacteria and yeasts was lower 1 and 2 log cycles, respectively. In all meta-
genomic DNA extracts, sequences typical for Lactococcus and Leuconostoc genera were found.
In addition to this, eight cheese samples revealed the presence of Lactobacillus- and Enterococ-
cus-specific sequences. The DNA sequences typical for the genera Carnobacterium, Pediococcus
and Weissella were not present in any of the analysed material. Class Ila bacteriocin-coding se-
quences were detected in all metagenomic DNA preparations subjected to this study. It is essen-
tial to undertake further isolation procedures in order to determine, whether LAB rich in class Ila
bacteriocin-coding genes are able to synthesize active bacteriocins and reveal inhibitory activity
towards Listeria.

Key words: oscypek cheese, lactic acid bacteria, I1a class bacteriocins, metagenomic analysis
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