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ABSTRAKT

Cilem této bakalarské prace bylo monitorovani citlivosti dekarboxyldza pozitivnich stafy-
lokokl vici protektivnim kulturdm produkujicim bakteriociny. Teoretickd ¢ast se zabyva
popisem bakterii mlé¢ného kvaseni a jejich produkci inhibi¢nich latek - bakteriocint, dile
charakteristikou stafylokokil a biogennich amind. V experimentdlni ¢asti byla zkouména
citlivost 28 kmenit rodu Staphylococcus izolovanych z potravin k nisinu a dal$Sim bakterio-
cinim produkovanym celkem 22 kmeny bakterii mlécného kvaseni pomoci jamkové di-
fuzni metody. Bylo zjiSténo, Ze dekarboxyldza pozitivni stafylokoky jsou vétSinou re-

zistentni vici testovanym produkénim kmenim bakterii mlééného kvasSeni, pouze nckteré

kmeny vykazovaly malou citlivost na nisin.

S

Kli¢ova slova: bakteriociny, bakterie mlécného kvaseni, Staphylococcus, biogenni aminy,

jamkova difizni metoda

ABSTRACT

The aim of this bachelor thesis is determination of activity bacteriocin-producing lactic
acid bacteria against decarboxylase-positive staphylococci. The theoretical part deals with
characterization of bacteriocins produced by lactic acid bacteria, staphylococci and bioge-
nic amines. In the experimental part it was tested the susceptibility of 28 staphylococcal
strains, isolated from foodstuffs, to nisin and other bacteriocins produced by 22 strains
of lactic acid bacteria. Bacteriocin activity was measured by the agar well diffusion assay.
Decarboxylase-positive staphylococci are mostly resistant to tested bacteriocin-producing

lactic acid bacteria, only some strains are sensitive to nisin.

Keywords: bacteriocin, lactic acid bacteria, Staphylococcus, biogenic amines, agar

well diffusion assay
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UVOD

V soucasné dobé maji spotiebitelé stile veétsi obavy z moznych neptiznivych ucinkt
na zdravi kvili pfitomnosti chemickych piidatnych latek v potravinich. Proto roste po-
ptavka po minimaln€ zpracovanych potravinidch bohatych na Ziviny a vitaminy. Vyrobci
ale musf zarugit zdravotni nezdvadnost potravin. ReSenim by mohly byt bakteriociny pro-

dukované bakteriemi mlééného kvasSeni [1, 2].

Bakteriociny jsou antimikrobidlni ribozoméalné syntetizované bilkoviny a peptidy produko-
vané bakteriemi. Inhibuji rist jinych bakterii, vétSinou blizce piibuznych rodl. Byvaji za-
ménovdany s antibiotiky, coz jsou sekunddrni metabolity bakterii a mikroskopickych hub.
Lisi se od sebe zpusobem ucinku, mechanizmem rezistence a pouzitim. Prozatim jedinym
schvdlenym konzervantem je nisin produkovany Lactococcus lactis subsp. lactis, ktery

inhibuje mnoho grampozitivnich bakterif [3].

Bakterie mlé¢ného kvaseni tvoii heterogenni skupinu mikroorganizm, jejichZ spole¢nym
znakem je fermentace ruznych Zivin na kyselinu mlé¢nou. Toho se vyuZiva pii vyrobé
mnoha potravin, napiiklad mléénych a masnych vyrobkt, kde pfispivaji k chuti a textuie.
Protektivni kultury se povazuji za obecné bezpecné, proto slouzi jako vhodny zdroj bakte-

riocinll v potravinarském pramyslu [4].

Biogenni aminy se vyskytuji prakticky ve vSech potravinich, které obsahuji proteiny.
Vznikaji zejména Cinnosti dekarboxyldza pozitivnich mikroorganizmii. Pfitomnost biogen-
nich amini muze slouzit jako indikator znehodnoceni potravin, a to hlavné u nefermento-
vanych. Obvykle nepfedstavuji zdravotni riziko pro konzumenta, pokud nepozie velké
mnoZzstvi aminl, ¢i nemd potlaten pfirozeny mechanizmus pro katabolizmus amint.
K typickym symptomim podobajicim se alergické reakci patii nevolnost, poceni, bolesti

hlavy, hyper- a hypotenze, prijem, svédéni nebo koptivka [5, 6, 7].

K dekarboxyldza pozitivnim mikroorganizmtiim se fadi i koaguldza negativni stafylokoky,
které mohou tvofit kadaverin, 2-fenylethylamin, putrescin, tryptamin a tyramin v mlécnych

a masnych vyrobcich [8, 9].
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I. TEORETICKA CAST
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1 BAKTERIOCINY

Bakteriociny jsou antimikrobidlni latky produkované bakteriemi, které zabijeji nebo inhi-
buji rtst jinych bakterii, vétSinou blizce ptibuznych rodt. Tvoii velkou a riiznorodou sku-
pinu ribozomdlné¢ syntetizovanych bilkovin a peptidl,, z nichZ nékteré podléhaji post-

transla¢nim modifikacim [3, 10, 11].

Grampozitivni, gramnegativni bakterie i archea mohou produkovat jeden nebo vice bakte-
riocint a metabolické vedlejsi produkty jako organické kyseliny, peroxid vodiku, diacetyl.
Stavaji se tak konkurenceschopngjsi v pieZiti a proliferaci, protoZze mohou odstranit konku-
renéni mikroorganizmus ze své ekologické niky. Uginnost bakteriocintl je ddna faktory

prostiedi — pH, teplotou, slozenim a strukturou potraviny a mikroflérou [1, 2].

V roce 1925 objevil A. Gratia prvni bakteriocin produkovany bakterii Escherichia coli
anazval ho kolicin. Termin bakteriocin pouZzil vroce 1953 Jacob jako obecny termin

pro vysoce specifické antibakteridlni proteiny [1].

Casto byvaji bakteriociny zamétiovany s antibiotiky, coZ jsou sekundarni metabolity bakte-
rif a mikroskopickych hub. Maji variabilni spektrum ucinku, hostitelska buiitka nemusi byt
imunni. Lis{ se zpisobem ucinku, kdy antibiotika zasahuji do funkce cytoplazmatické
membrany nebo do syntézy bunéfné stény, ale i bilkovin a nukleovych kyselin, kdezto
bakteriociny ptisobi na bunécnou sténu (inhibuji jeji syntézu) a bunéénou membranu bakte-
rii (narusuji ji tvorbou poért). Dalsi rozdil spo¢ivd v mechanizmu rezistence. Bunky
se adaptuji na bakteriociny zménou sloZeni bunééné membréany, zatimco tolerance na anti-
biotika je obvykle geneticky pfenosnd. Antibiotika se pouZivaji hlavné ve zdravotnictvi,
mohou mit vice vedlejSich uc¢inkti, proto je snaha omezit jejich pouZiti v potravinarském
pramyslu. Bakteriociny by mély byt na rozdil od nich bezpecné a daly by se efektivné vyu-
Zit k regulaci riistu cilovych patogent v potravinach. Byly zkoumdny hlavné bakteriociny

bakterii mlééného kvaSeni a zatim jedinym schvalenym konzervantem ve vice nez 40 ze-

mich je nisin [3, 12].

Bakteriociny vyluCované grampozitivnimi bakteriemi se déli do 4 skupin podle velikosti

[11]:
Tiida I (< 5 kDa)
Tiida II (< 10 kDa)

Ttida III (> 30 kDa)
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Tiida IV

1.1 Bakteriociny tiidy I (lantibiotika)

Lantibiotika jsou malé, tepeln¢ stdlé, membranoveé aktivni peptidy, které v disledku roz-
sahlych posttranslacnich modifikaci obsahuji neobvyklé aminokyseliny s thioetherovou
skupinou jako lanthionin (Lan) a 3-methyl-lanthionin (Melan), véetné dehydratovanych
aminokyselin serinu (Dha) a threoninu (Dhb) [10, 11]. Modifikované aminokyseliny
s elektrofilnimi centry reaguji se sousednimi nukleofily - thioether Lan je vytvoien, kdyz
dvojna vazba v Dha je atakovana thiolovou skupinou sousedniho cysteinového zbytku,
Melan vznika v pfipad€ reakéniho partnera Dhb. Diky pfitomnosti té€chto intramolekular-
nich miustk tvoii lantibiotika polycyklické struktury (obr. 1), které jsou povaZovéany
za nezbytné pro udrzeni rigidity peptidu, necitlivosti k proteolytické degradaci a odolnosti

vuci tepelné inaktivaci [13].

Produkce lantibiotik zahrnuje syntézu prekurzoru, modifika¢ni reakce, odstranéni vedouci-
ho peptidu protedzami, translokace peptidil, regulaci a zajiSténi imunity proti vlastnimu

bakteriocinu [13].

1.1.1 Rozdéleni lantibiotik
Lantibiotika mohou byt rozdélena do 2 skupin na zdklad¢ jejich struktury a funkce [13]:

¢ Lantibiotika typu A jsou protahlé, kationtové peptidy s az 34 zbytky aminokyselin,
které vykazuji podobnost v uspofddani jejich Lan mustkl. Zpisobuji naruseni inte-
grity membrény cilovych organizmu. Patii sem nisin, subtilin, epidermin a dalsi.

e Lantibiotika typu B, zahrnujici mersacidin, actagardin a dalsi, jsou kulovité peptidy
s az 19 zbytky a jejich plisobeni spoc¢ivd v naruSeni funkce enzymu, naptiklad inhi-

bice biosyntézy bunécné stény.
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Typ A
Nisin A

Lanthionin

@4

3-methyllanthionin

Obr. 1 Struktura lantibiotik typu A a B [13]

1.1.2 Mechanizmus u¢inku

Obecné plati, Ze bakteriociny produkované grampozitivnimi bakteriemi plisobi piedevsim
proti ostatnim grampozitivnim druhtim, ale mohou byt aktivni i proti gramnegativnim bak-

teriim, pokud maji naruSenou vnéj$i membrénu [13].

Hlavnim cilem ataku lantibiotik typu A je cytoplazmatickd membréna, kde zplisobi rozpty-
leni protonmotivni sily tvorbou pért a tim zbavi buiiku zdsadniho zdroje energie, coZ mize
vést az k bunécné smrti [13]. Nejprve dochédzi k navdzani na membranu pomoci elektrosta-
tickych interakci mezi kladné€ nabitou molekulou bakteriocinu a zadporn€ nabitou fosfato-
vou skupinou na membrané (nisin na lipid II). Je pravdépodobné, Ze hydrofobni ¢ast bakte-

riocinu tvofi pory, kterymi dochdzi k iniku bunécné hmoty [3].

Lantibiotika typu B netvoii pory, ale zasahuji do enzymové aktivity - syntézy peptidogly-
kanu [3, 13].

1.1.3 Nisin

Nisin je 3488-Da hydrofobni peptid sklddajici se z 34 zbytkii aminokyselin. Za béZznych
podminek vykazuje kyselé pH a je nestabilni pti pH 6,8 [11].
Byl objeven v roce 1928, kdy Rogers pozoroval metabolity Streptococcus lactis (dnes Lac-

tococcus lactis), které inhibovaly ostatni bakterie mlé¢ného kvaseni (Lactobacillus del-

brueckii subsp. bulgaricus) [11, 13].
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Existuje 6 riznych forem nisinu (A, B, C, D, E, Z), z nichZ nisin A je nejaktivnéj$i a
od jeho pfirodni varianty, nisinu Z, se 1i$i pouze substituci kyseliny asparagové za histidin

[1].

Nisin jako prvni bakteriocin ziskal v USA status GRAS (vSeobecné povazovany za bez-
pecny) a mize se pouzivat jako potravinaiské aditivum (E234). Inhibuje mnoho grampozi-
tivnich bakterii, v€etn¢ vétSiny druhti bakterii mlééného kvaseni, Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes i sporulujici bakterie rodu Clostridium a Bacillus. Spory jsou citli-
v¢&jsi nez vegetativni bunky, pfestoZe nisin je pouze sporostaticky a musi byt trvale piito-
men pro inhibici spor. Tepelné poSkozeni spor vSak zvySuje jejich citlivost, proto je nisin
ucinny ve slabé kyselych a tepelné opracovanych potravinach. Ptidava se do tavenych sy-
i, mlécnych vyrobkl a konzervovanych potravin. Komeré¢né dostupnou formou nisinu je
Nisaplin™ s aktivni piisadou 2,5 % nisinu A a s pievladajici kuchyiiskou soli a odtu&ng-

nym suSenym mlékem [1, 2, 11].

Purifikovany nisin byl testovdn z hlediska toxikologického ucinku a bylo zjiSténo, Ze je
neskodny nebo velmi mélo toxicky. Vybor FAO/ WHO doporucil maximalni denni piijem

60 mg nisinu pro 70-kg ¢loveka [1].

1.2 Bakteriociny tiidy II

Bakteriociny tiidy II jsou malé, tepelné stdlé, membranoveé aktivni peptidy neobsahujici
lanthionin. Nejsou podrobeny posttranslacnim modifikacim [10, 11]. D¢li se do 3 podsku-

pin [11, 14]:

e [la: Pediocinové se silnym antilisteriovym u¢inkem. Zastupci pediocin PA-1, saka-
cin A, sakacin P, leucocin A, curvacin A.

e [Ib: Dvoupeptidové vyzadujici oba proteiny pln¢ aktivni. Zastupci lactococcin G,
lactococcin M, lactacin F.

e [lc: Ostatni (thiol- aktivni) peptidy, zastupcem je lactococcin B.

1.2.1 Podskupina I1a

Do této podskupiny patii malé nemodifikované peptidy s 37 az 48 aminokyselinami
s kladnym nabojem. Sklddaji se z velmi konzervativni hydrofilni N-termindlni ¢4sti nesou-
ci sekvenci -Tyr-Gly-Asn-Gly-Val- a cysteiny vytvafejici v N-terminalni poloving€ peptidu

7 Mz

disulfidicky mustek a z hydrofobni nebo amfifilni C-termindlni ¢asti. N-konec ma podobu
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B-sklddaného listu, kdeZto C-konec jednoho nebo dvou a-helixi, ¢asto konéici strukturdlné

prodlouZzenym C-termindlnim ocasem [3, 14].

Vsechny jsou produkovédny bakteriemi mlécného kvaseni, Lactobacillus spp., Entero-

coccus spp., Pediococcus spp., Leuconostoc spp. a Carnobacterium spp [15].

Nejdiive jsou ribozomdln€ nasyntetizovany prekurzory, které nejsou biologicky aktivni a
na N-konci maji prodlouZeni. Tato presekvence je proteolyticky odStépena pii exportu

[14].

Mechanizmus ucinku bakteriocinil tfidy Ila se podobd lantibiotikiim typu A. Vyvolavaji
permeabilizaci cytoplazmatické membrany pravdépodobné tim, Ze vytvoii iontoselektivni

pory a tim naru$i protonmotivni silu, ¢imz dochdzi k vyCerpani intracelularniho ATP [14].

I pfes svou strukturdlni podobnost se jednotlivé bakteriociny tfidy Ila liSi svou antimikro-
bidlni aktivitou a maji uzsi inhibi¢ni spektrum ucinku neZ napftiklad nisin. VSechny jsou
primarné zaméfeny na kmeny rodu Listeria, ale inhibuji 1 nékteré dalsi grampozitivni bak-

terie [14, 15].

Tyto bakteriociny by mohly byt vyuZity v potravinafstvi jako konzervacni latky v mase,
syru a saldtu, zatim je vSe v experimentdlni fazi. N¢které bakteriociny by mohly poskyto-
vat ochranu proti mikroorganizmim zpusobujicim kaZeni potravin béhem jejich skladovani

[14, 15].

1.3 Bakteriociny tiidy III

Bakteriociny tiidy III jsou velké termolabilni bilkoviny napiiklad helveticin J, helveticin

V-1829, acidophilucin A, lactaciny A, B produkované rodem Lactobacillus [11].

1.4 Bakteriociny tridy IV

Bakteriociny tfidy IV tvofi komplexy sloZzené z bilkovinné a nebilkovinné ¢ésti (lipidy,
sacharidy), dulezité pro ¢innost bakteriocinu. Zastupci této tiidy jsou plantaricin S, leuco-
nocin S, lactocin 27, pediocin SJ-1 a dalsi [11]. V soucasnosti se védci domnivaji, Ze tento
typ bakteriocinu je artefakt kvuli kationtovym a hydrofobnim vazbam, diky kterym vytvari
komplex s dalSimi makromolekulami. Napfiklad plantaricin S byl purifikovan jako maly

peptid [3].
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1.5 Aplikace bakteriocint v potravinarstvi

V soucasné dob¢ spotiebitelé maji stidle vEétsi obavy z moznych neptiznivych ucinkt
na zdravi kvuli pfitomnosti chemickych ptidatnych latek v potravinich. Roste poptiavka
po minimdln¢ zpracovanych potravindch s dlouhou dobou trvanlivosti a bohatych na Ziviny
a vitaminy. Vyrobci se snazi predejit ekonomickym ztratim v disledku kaZeni potravin
snizenim ndkladi na zpracovani potravin a omezenim pfenosu patogenu prostiednictvim
potravinového fetézce. ReSenim by mohly byt bakteriociny produkované bakteriemi mléc-

ného kvaseni [1, 2].

Bakteriociny bakterii mlééného kvaSeni nabizeji n€kolik Zadoucich vlastnosti pro konzer-

vaci potravin [2]:

Obecné povazované za bezpecné latky

Neaktivni a netoxické na eukaryotické bunky

Jsou inaktivovany travicimi protedzami, maji tedy maly vliv na stievni mikrofléru

Obvykle tolerantni k pH a teploté

Pomérné Siroké antimikrobidlni spektrum

Jejich genetické determinanty jsou obvykle plazmid-kédujici, coz usnadiuje gene-

tické manipulace

Studie ukazuji, Ze pouZiti bakteriocinii pro konzervaci potravin mtiZe pfinést né¢kolik vyhod

[2]:

Prodlouzena trvanlivost potravin

Zvysena ochrana pted tepelnym poskozenim

SniZeni rizika pfenosu patogent

— Snizeni pouZiti chemickych aditiv

ZlepSeni ekonomickych ztrat v disledku kaZen{ potravin
— Leps$i uchovani Zivin a vitaminl i organoleptickych vlastnosti potraviny diky men-
Simu tepelnému oSetfeni

— Uvedeni na trh ,,novych* potravin (tfeba méné kyselych, s niZ§im obsahem soli)
Postupy pouzivané v aplikaci bakteriocini jako biokonzervantt [1]:

— Ockovani potravin bakteriemi mlééného kvaSeni, které produkuji dané bakteriociny

— Pridavek Cistych nebo ¢astecné Cistych bakteriocinil jako konzervacénich latek
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— Pouziti produktu jiz diive zkvaSeného bakteriemi produkujicimi bakteriociny jako

piisady pii zpracovani potravin
Existuje ovS§em mnoho faktorti ovliviiujici ¢innost bakteriocint [2]:

— Podminky zpracovani a skladovani

— pH potraviny, jeji struktura a slozeni

— Inaktivace potravindiskych enzymt

— Interakce s potravinafskymi aditivy/ pfisadami

— Mala rozpustnost a nerovnomérné rozloZeni v potraviné

— Omezena stabilita béhem doby trvanlivosti

— Koncentrace a rozmanitost mikroorganizmt

— Citlivost na bakteriociny

— Fyziologicka faze patogent a jejich vyvoje rezistence/ adaptability
— Ochrana patogenii naptiklad pomoci biofilmu, slizu

— Mikrobiélni interakce v redlném systému potraviny

Biokonzervace masa, mléénych vyrobkl a motskych plodl se provadi hlavné kviili mozné
piitomnosti patogenu Listeria monocytogenes, ktery je puvodcem vaznych onemocnéni.
Jednd se o grampozitivni fakultativné anaerobni tyCinku, kterd je relativné odolnd proti
vysychéni, roste v prostiedi o pH 4,1-9,6 a teplotich 0-45 °C, ale je schopna riistu
i pti chladirenskych teplotach. Byly provedeny mnohé studie za ticelem kontroly této bak-
terie. Napfiklad pfi biokonzervaci masa nisin inhiboval L. monocytogenes ucinngji

v kombinaci s balenim v modifikované atmosféte nebo za piitomnosti NaCl [1].

Kombinace bakteriocinu s dalSimi antimikrobidlnimi faktory (jako NaCl, organické kyseli-
ny, dusitany, fenolické latky, teplo ¢i tlak) zvySuje jeho GCinek a Sance na pfeziti patogent
vyrazné klesd. Tim se v potravinaistvi rozsitila takzvana ,,hurdle technology‘ neboli barié-

rové technologie [1, 2].
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2 PROTEKTIVNI KULTURY

Bakterie mlé¢ného kvaSeni (BMK) tvoii heterogenni skupinu mikroorganizmi, které fer-
mentuji rizné Ziviny primarné¢ na kyselinu mlécnou. Jednd se zejména o grampozitivni,
fakultativné anaerobni a nesporulujici bakterie, tolerantni ke kyselému prostiedi [4, 16].
Obecné jsou mezofilni, ale mohou rust i pii nizSich (5 °C), ¢i vysSich (45 °C) teplotach a
vétsSinou pii pH 4-4,5, ale nékteré jsou aktivni i pti pH 9,6, jiné zase pii pH 3,2. Tato sku-
pina bakterii je nutricné¢ ndro¢nd, roste na nutri¢n¢ bohatych pidéach za optimélnich pod-
minek. Pro svijj rist vyzaduje piidavek aminokyselin, peptidl, mastnych kyselin nebo vi-

taminu [17, 18].

BMK se pfirozen¢ vyskytuji v mléce a mléénych vyrobcich, mase, zelening, obilovinach a
dalSich potravinich, kde muze dojit ke kvaseni. Tradi¢n¢ je mnoho téchto bakterii vyuzito
jako startovacich kultur fizené fermentace v potravindch, kde pfispivaji k chuti, textufe a

vyZzivE. Protektivni bakterie maji status GRAS (obecné povazované za bezpecné) [4].

Urcité bakterie mlé¢ného kvaseni (laktobacily, streptokoky) a bifidobakterie, které se ale
nefadi mezi BMK, najdeme i v gastrointestindlnim traktu, v dstni a vaginalni dutin¢ ¢lové-
ka a dalSich obratlovcl. Jsou povazovany za diileZitou soucast sttevni mikroflory, kde pfi-
spivaji ke stfevni integrit¢, vyvoji imunitniho systému a zamezeni ristu patogenil. Vybrané
druhy Lactobacillus a Bifidobacterium, méné i zéastupci dalSich rodi, se vyuZivaji jako
probiotika, jez jsou definovdna jako Zivé mikroorganizmy, které pii podavani
v pfim¢éfeném mnoZstvi poskytuji zdravotni piinos pro hostitele, zejména v mléénych vy-

robcich a potravinovych dopliicich [4].

Hlavni kone¢ny produkt fermentace protektivnich kultur, laktat, se pouZziva jako konzer-
vacni, okyselovaci a aromatickd pfisada pfi zpracovani potravin, jako meziprodukt ve far-
maceutickém a kosmetickém primyslu a ve vyrobé biologicky rozlozitelnych polylaktato-

vych polymert [19].

Mezi protektivni kultury patii hlavné rody Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus,
Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, QOenococcus, Pediococcus, Streptococcus,

Tetragenococcus, Weissella a Vagococcus [19].
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2.1 Metabolizmus bakterii mlééného kvaseni

2.1.1 Pribéh fermentace

Fermentaci se oznaCuje anaerobni proces, pfi némz ze sacharidi a dalSich latek vznikaji
zpravidla kyseliny, alkohol a oxid uhli¢ity. Transport cukrii do bunék je zprosttedkovin

systémem permedz ¢i fosfoenolpyruvét-fosfotransferazami [17, 20].

Z hlediska biochemického se BMK d¢li na homofermentativni a heterofermentativni. Ho-
mofermentativni bakterie produkuji témét vylucné kyselinu mlécnou, kdezto heterofer-
mentativni navic jeSté ethanol, acetat, formidt, v zdvislosti na genetické vybavé druhu.
Energetickym ziskem homofermentativnich BMK jsou 2 moly ATP z jednoho molu glu-

kézy, heterofermentativni ziskaji jen 1 mol ATP (viz obr. 2) [21].

Glukdza
Homofermentativni Heterofermentativni
_1ATP -1 ATP
Glukoza-6-P Glukoza-6-P
Fruktoza-6-P 6-fosfoglukonat
-1 ATP i l
Fruktoza-1,6-P Ribuléza-5-P
Xyluloza-5-P
Glyceraldehyd-3-P 2 Dihydroxyaceton-P Glyceraldehyd-3-P Acetyl-P
_4A1?b H-0 —2A1‘P¢ ¢
2 Pyruvat Pyruvat Acetaldehvd
2 Laktat Laktat Ethanol

Obr. 2 Zjednodusené schéma fermentace glukozy [17, 21]

Mezi homofermentativni druhy, vyuzivajici Embden-Meyerhof-Parnasovu dréhu, se fadi
Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus a né&které laktobacily. Heterofermentativni
Leuconostoc, QOenococcus a nékteré laktobacily katabolizuji glukézu pomoci
6-fosfoglukonat/fosfoketoldzové draze. Nicméné bakterie mlé¢ného kvaSeni maji rozmani-

té metabolické schopnosti pfizplisobovat se riznym podminkam [17, 20].
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2.1.2 Vyznam produkti metabolizmu bakterii mlé¢ného kvaseni

S

Dal§imi vyznamnymi metabolity bakterii mlécného kvaSeni, kromé laktatu a ostatnich or-
ganickych kyselin, jsou peroxid vodiku, oxid uhli¢ity, diacetyl, volné mastné kyseliny.

Uplatiiuji se pfi biokonzervaci jako antimikrobidlni latky [17, 22].

2.1.2.1 Organické kyseliny

Predpoklada se, Ze organické kyseliny ptisobi na cytoplazmatickou membranu, kde zasahu-
ji do membranového potencidlu a inhibuji aktivni transport. Octova kyselina inhibuje kva-
sinky, plisn¢ a bakterie vice nez mlécnd. Propionova kyselina se pouzivé ke kontrole riistu
plisni v sildzi, obili a potravinarskych produktech, konkrétné v pekarskych, kde pfi obsahu

0,1% chrani proti plisnim pfi hodnoté pH nizs$i nez 5 [17, 22].

2.1.2.2 Peroxid vodiku

Produkce bakteridlniho peroxidu vodiku byla objevena Gunsalusem a Umbreithem v roce
1945 u bakterii Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus a L. helveticus. Laktobacily
produkuji vice H;O, neZ ostatni startovaci kultury. Studie prokazaly, Ze L. delbrueckii
subsp. bulgaricus muze inhibovat peroxidem vodiku Pseudomonas fluorescens pti chladi-
renskych teplotidch. Peroxid vodiku piisobi svym silnym oxidacnim d¢inkem na membra-
nové lipidy a proteiny. Nicméné z diivodu pfitomnosti flavoproteinli a peroxiddz, které jej

odbourdvaji, neni jisté, zda se antibakteridlni ucinek H,O, vyraznéji nesnizuje [17, 22].

2.1.2.3 Oxid uhlicity

Produkt heterofermentativnich bakterii, ktery tvorbou anaerobniho prostfedi muze byt to-
xicky pro aerobni mikroorganizmy. Je aktivni na bunéfnych membranéch, kde snizuje

vné&jsi 1 vnitind pH. V nizsich koncentracich mize byt stimulantem rastu nékterych bakterii,

zejména mikroaerofilnich. Diky produkci CO; vznikaji i typickéd oka v ementélu [17].

2.1.2.4 Diacetyl

Vv,

Sloucenina spojend s charakteristickou chuti a viini masla, kterd je G¢inné&j$i proti gramne-
gativnim bakteriim, kvasinkdm a plisnim [17]. Studie ukézaly, Ze antimikrobidlni aktivitu
diacetylu proti grampozitivnim patogeniim, jako Staphylococcus aureus, 1ze zvysit tepel-
nym opracovanim. Rovnéz v kombinaci s CO, v ochranné atmosféie mize prodlouzit dobu

pouzitelnosti mletého hovéziho masa [23].
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2.2 Charakteristika jednotlivych rodi

2.2.1 Lactococcus

Nepohyblivé, obligdtn¢ homofermentacni, fakultativné anaerobni koky se vyskytuji nejcas-
téji v parech nebo kratkych fetizcich. Rostou pfi teplotdch kolem 30 °C. Zejména L. lactis

kultur ve vétsin€ tvrdych syra a v dalSich mléénych vyrobcich [18].

L. lactis je taky vyznamnym producentem bakteriocint, nisinu, lacticinu 3147 a rtznych

druhti lactococcind, aktivnich proti mnoha grampozitivnim bakteriim [1].

2.2.2 Streptococcus

Nepohyblivé, fakultativné anaerobni, obligatn¢ homofermentativni koky tvoii rozmanitou
skupinu, kterd obsahuje lidské a zvifeci patogeny, ustni a stievni symbionty a jediny druh,

S. thermophilus, se vyuziva k vyrob¢ fermentovanych potravin [18].

S. thermophilus se lisi od laktokokll v mlé¢nych vyrobcich vy$Sim teplotnim optimem
a mén¢ tolerantni k soli a zluci. Produkuje bakteriocin thermophilin 13, ktery inhibuje riist

nekterych grampozitivnich bakterii [1, 18].

2.2.3 Pediococcus

Obligatn¢ homofermentativni koky tvoii tetrddy. Rostou pfi teplotich 25-40 °C. N¢ckteré
kmeny dokdzou rist i pii 50 °C nebo v pfitomnosti 6,5 % NaCl. Pediokoky lze nalézt
v rostlindch, mléku, pivu. Pediococcus acidilactici a P. pentosaceus jsou ptirozené piitom-
né v syrové zelenin€ a za vhodnych podminek hraji kli€ovou roli pfi vyrobé kysaného zeli
a ostatni fermentované zeleniny. Také se mohou ptiddvat jako startovaci kultury do masa

pii vyrobé fermentovanych masnych vyrobki [18].

P. acidilactici produkuje pediocin, ktery inhibuje patogeny spojené s potravinami, jako
naptiklad Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus a Clostridium botulinum, a taky

bakterie mlé¢ného kvaseni [1, 18].

2.2.4 Lactobacillus

NP

Tento znacné€ heterogenni rod je Siroce rozsifen v potravindch i v travicim ustroji ¢loveka a

ZivoCichl. VétSina druhli je mezofilnich s optimem teplot 30-45 °C. Nékteré druhy jsou
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tolerantni k pfitomnosti soli, etanolu, Zluci, k osmotickému tlaku nebo nizké vodni aktivité

[18].

Utastni se vyroby riiznych fermentovanych produktt, napiiklad jogurtd Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, syri s vysokodohtivanou syfeninou L. helveticus, masnych
vyrobkil L. plantarum nebo L. sakei subsp. sakei nebo fermentované zeleniny L. plantarum

a L. brevis. Lactobacillus casei a L. acidophilus maji vlastnosti probiotik [18].

Mnoho kmenil produkuje bakteriociny, napiiklad L. acidophilus TK9201 acidocin A G¢in-
ny proti Listeria monocytogenes, dale L. plantarum 11441 plantaricin C G¢inny proti

Staphylococcus carnosus, Bacillus spp. a Clostridium spp. [1].

2.2.5 Enterococcus

Tyto koky rostou pii 10 i 45 °C, do pH 9,6, i v pfitomnosti 6,5 % NaCl. Jako non-
startovaci BMK mohou ovliviiovat chut’, vlini a texturu zrajicich syrti vyrobenych ze syro-
vého mléka. E. faecalis mize byt oportunnim patogenem. Vyskytuji se ve stievé ¢loveka a
zvitat a E. faecium a E. faecalis se pouzivaji jako probiotika nebo pfi konzervaci krmiv
silaZovanim [18, 20].

Enterokoky jsou rovn€Z vyznamnymi producenty bakteriocintl. E. faecium produkuje ente-
rocin A, pattici do tfidy Ila, plisobici tedy proti Listeria monocytogenes, L. innocua a né-
kterym rodiim BMK - laktobaciliim, enterokokiim a pediokoktim. Mundticin, produkovany

E. mundtii, navic zabranuje vykliceni spor a vegetativnich bun¢k Clostridium botulinum

[1].

2.2.6 Tetragenococcus

Homofermentativni koky jsou extrémné tolerantni k pfitomnosti NaCl v prostiedi
(az 25 %). Rostou do pH 9,6 a k svému rustu pfimo vyZzaduji piitomnost 3-10 % NaCl.
Podobn¢ jako pediokoky tvoii tetrady [18, 20].

2.2.7 Qenococcus

Obligatné heterofermentativni, mezofilni koky jsou tolerantni ke kyselému prostiedi a eta-
nolu (rostou 1 pfi pfitomnosti 10 % etanolu). Diky t€mto vlastnostem je Oenococcus oeni
dalezity pfi vyrobé vina pfi jablecno-mlééném kvaseni, kdy dekarboxyluje kyselinu

jable¢nou na kyselinu mlé¢nou [18].
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2.2.8 Leuconostoc

Obligatné heterofermentativni, mezofilni koky rostou nejlépe pfi teplotach 18-25 °C, né-
kdy i pod 10 °C. Nékteré kmeny produkuji exopolysacharidy ve formé slizu. Leuconostoc
mesenteroides subsp. cremoris a L. lactis se pouzivaji pii vyrobé¢ mléénych vyrobk,
L. mesenteroides subsp. mesenteroides, L. kimchii a L. fallax pti fermentaci rostlinnych

surovin [18].

L. mesenteroides Y105 produkuje mesentericin Y105, ktery je aktivni proti nékterym dru-
hiim enterokokt, laktobacili, pediokokd, leukonostokl a listerii. Nepiisobi na laktokoky

[1].
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3 CHARAKTERISTIKA RODU STAPHYLOCOCCUS

Zastupci rodu Staphylococcus jsou fakultativné anaerobni grampozitivni koky, uspofadany
nejcastéji do tvarti podobajicich se hrozniim. Nepohybuji se pomoci bi¢ikili, nevytvaii spo-

ry a jsou katalaza pozitivni [24].

Rostou v rozmezi teplot 10-45 °C a pH 4-9, optimdlnimi hodnotami pro jejich rist jsou
30-37 °C pti pH 7-7,5. Patii mezi halotolerantni bakterie, které mohou rust pii nizké vodni
aktivité¢ (pfiblizné 0,85). VSechny druhy rostou pii 10 % NaCl, vétSina i pii 15 % NaCl
[25].

Stafylokoky se vyskytuji vSude v ptirodé¢ - ve vzduchu, prachu, vodé. Vice neZ desitka
druhti je soucasti ptirozené mikroflory kize a sliznic ¢lovéka a zvitat, nékteré z nich jsou
patogenni, napiiklad u skotu mohou zpiisobovat mastitidu, u lidi jsou spojeny s bolestmi

MoV

krku a nachlazenim nebo mohou byt pii¢inou hnisavych infekci [24, 26].

Stafylokoky miiZeme rozde¢lit do 2 skupin podle schopnosti produkovat koagulazu [24].
3.1 Koagulaza pozitivni stafylokoky

3.1.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus se odliSuje od jinych, méné virulentnich, kment pravé schopnosti
produkovat koaguldzu, kterd se vaZe neenzymaticky na protrombin, a tvoii s nim komplex,
ktery iniciuje polymerizaci fibrinu z rozpustného fibrinogenu. Proto pii inkubaci tohoto

stafylokoka v plazmé vznikaji fibrinové srazeniny [24].

Obvykle zkvaSuje manitol a v aerobnim prostiedi dokdze vyuZivat Sirokou Skdlu hexdz,
pentéz a cukernych alkoholl. Hlavnimi kone¢nymi produkty metabolizmu jsou kyselina

mléc¢na a acetoin [27].

Oportunni patogen je celosvétove jednou z nejbéznéjsich pti€in akutnich hnisavych infekci
a ddle otrav z jidla, tedy poZzitim vyprodukovanych enterotoxinll v potraving. Prvni pfizna-
ky intoxikace (nevolnost, zvraceni, kfeCe v bfiSe a prijem) se objevuji obvykle
po 2 az 4 hodinach po konzumaci kontaminovaného jidla. Enterotoxiny jsou pomérn¢ sta-
bilni proteiny, zachovavajici si svou aktivitu po vafeni, zmrazeni i plisobeni Zalude¢nich ¢i
sttevnich enzymu. Nejcastéjsimi zdroji ndkazy jsou vepiové maso a masné vyrobky, dri-
bez, lahtidkové saldty a krémové pekaiské vyrobky. Problém nastavd hlavné v letnich me¢-

sicich, kdy vyrobky nejsou dostatecné skladovany pfti chladirenskych teplotach [24,26, 27].
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3.2 Koagulaza negativni stafylokoky

Osidluji kazi a sliznice Clovéka, vyskytuji se v potravindch, napiiklad fermentovanych
masnych vyrobcich ¢i v rybim mase. Jsou povazovéany za pozitivni mikrofléru ovliviujici
organoleptické vlastnosti kone¢nych produktd. Staphylococcus carnosus a S. xylosus
se pouzivaji 1 jako startovaci kultura v masném primyslu. Podili se na stabilizaci ¢ervené
barvy tvorbou nitrosomyoglobinu a redukuji dusi¢nany na dusitany, které mohou omezit
oxidaci lipidi. AvSak jejich schopnost produkovat biogenni aminy je jistym rizikem,

ve vetsim mnoZstvi mohou vést k otravam [8, 24, 28, 29].

V posledni dob¢ kvili jejich velkému poctu, vSudypiitomnosti a rostoucimu vyuZzivani
implantovanych katetrii a protetickych pomiicek mohou také byt koaguldza negativni stafy-
lokoky vyznamnymi kontaminanty téchto umélych materidli a pfiinou infekci. Dobfte
adheruji na povrch, kde se mnozi, nékteré kmeny navic produkuji sliz, ktery zcela pokryva
bakterie a vytvaii mechanickou ochranu proti obrannym mechanizmtim hostitele a antimik-
robidlnim prostiedkim. Infekce nejsou obecné vazné, pokud jsou kontrolované, v opacném
piipadé miiZze dojit k poskozeni tkdn¢ nebo az k umrti. Pro zvladnuti infekce byva Casto

nezbytné i odstranéni infikovaného umé¢lého materiélu [24].

Casto jsou odolné vici jednomu nebo vice antibiotikim (hlavné viici B-laktamovym anti-
biotikim, linkomycinu, tetracyklinu a erytromycinu) a mohou rozSifovat rezistenci

na antibiotika pomoci potravin [28, 30].

V klinickych izoldtech se bézné objevuji Staphylococcus epidermidis a S. saprophyticus,
déle S. warneri a S. haemolyticus, S. capitis, S. hominis, pfi¢emZ prvni 4 druhy se fadi
k oportunnim patogentim. Ze syri a uzenin jsou nejcastéji izolovany Staphylococcus car-

nosus, S. condimenti, S. equorum, S. piscifermentans, S. succinus a S. xylosus [9, 28, 30].
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4 BIOGENNI AMINY

Biogenni aminy jsou dusikaté slouc¢eniny vznikajici pfedevsim dekarboxylaci aminokyse-
lin nebo transaminaci a aminaci aldehydu a ketonti. Tyto organické zdsady o nizké moleku-
lové hmotnosti jsou syntetizovany mikrobidlnim, rostlinnym i Zivo¢iSnym metabolizmem.

Obr. 3 znazornuje vznik nékterych biogennich amint [5, 6, 31].
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Obr. 3 Metabolické drdhy pro tvorbu biogennich aminu [6]

Podle chemické struktury se mohou dé¢lit na [31]:

— Alifatické: putrescin, kadaverin, spermin, spermidin

— Aromatické: tyramin, fenylethylamin
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— Heterocyklické: histamin, tryptamin.

N¢kteii autofi fadi kadaverin, putrescin, spermin a spermidin mezi polyaminy [31].

4.1 Funkce biogennich amint

Biogenni aminy jsou zdrojem dusiku a prekurzory pro syntézu hormont, alkaloidd, nukle-

ovych kyselin a proteint [31].

Nekolik biogennich aminid (serotonin, histamin a tyramin) hraje daleZitou roli v mnoha
lidskych a zivociSnych fyziologickych funkcich. V rostlindch se putrescin, spermidin a
spermin podileji na fad¢ fyziologickych procest, jako je bunééné déleni, vyvoj kvétu a

plodu, reakce na stres a starnuti [6, 31].

Polyaminy jsou dtleZité pro rtst, obnovu a metabolizmus kazdého orgénu v téle. Podporuji
ale i rast nadorovych bunék, a proto inhibice biosyntézy polyaminti u lidi s rakovinou

je jednim z hlavnich cilii vyzkumu 1é¢by rakoviny [31].

Biogenni aminy jsou potencidlnimi prekurzory karcinogennich N-nitrososloucenin, které

vznikaji reakci amind s nitrosa¢nimi ¢inidly (hlavné s dusitany) [31].

4.2 Biogenni aminy v potraviniach

Biogenni aminy se vyskytuji prakticky ve vSech potravinéach, které obsahuji proteiny nebo
volné aminokyseliny. Vznikaji kvuli aktivit¢ endogennich dekarboxyldz v syrovych potra-
vindch nebo c¢innosti dekarboxyldza pozitivnich mikroorganizmi. Vzhledem k tomu,
Ze mikrobidlni kaZeni potravin mize byt doprovazeno zvySenou produkci dekarboxylaz,
pfitomnost biogennich aminii miZe slouZit jako indikdtor znehodnoceni potravin, a to

hlavné u nefermentovanych potravin [5, 6].

Biogenni aminy jsou pfitomny ve fermentovanych potravindch (napiiklad v syru prevazné
histamin, tyramin, kadaverin a putrescin, ve vinu pievazuje histamin, tyramin, isofenyla-
min, B-fenylethylamin a putrescin, v kysaném zeli zejména putrescin) a v nespravné ucho-
vavanych surovindch, hlavné v makrelovitych a sled’ovitych rybach. Ty obsahuji hodné
volného histidinu, ktery mtze byt mikroorganizmy pfeménén na histamin, ktery neni eli-
minovan tepelnym oSetienim, a proto se miZe vyskytovat i v konzervovanych produktech

[6, 31].

Obvykle neptedstavuji zdravotni riziko pro konzumenta, pokud nepozie velké mnoZstvi

amind, ¢i nemd potlacen pfirozeny mechanizmus pro katabolizmus amint (nedostate¢na
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aktivita enzyml monoaminoxiddz a diaminoxiddz). K typickym symptomim podobajicim
se alergické reakci patii nevolnost, poceni, bolesti hlavy, hyper- a hypotenze, prijem, své-

déni nebo kopiivka [6, 7].

Nejcastéjsi intoxikace z potravin zpuisobené biogennimi aminy zahrnuji otravu histaminem,
tzv. scombroid poisoning. Toto onemocnéni je spojeno s konzumaci makrelovitych ryb,

jako jsou tundk, makrela a sardinky. Déle je Casty vysoky obsah tyraminu v syrech [6].

4.2.1 Mikroorganizmy produkujici biogenni aminy
Tvorba velkého mnozstvi biogennich amina zavisi na né¢kolika faktorech [32]:

— na dostupnosti volnych aminokyselin ¢i kratkych peptidl, obsahujicich tyto amino-
kyseliny, a kofaktorti (napiiklad pyridoxal-5"-fosfétu)
— na vhodnych podminkéch prostfedi (pH, teplota, atd.)

— na pfitomnosti dekarboxyldza pozitivnich mikroorganizmui.

Schopnost dekarboxylovat jednu nebo vice aminokyselin md mnoho bakteridlnich roda,
napiiklad Citrobacter, Clostridium, Klebsiella, Escherichia, Proteus, Pseudomonas, Shi-
gella, Photobacterium a z bakterii mlééného kvaSeni napt. Lactobacillus, Pediococcus,
Streptococcus. Aktivita dekarboxylédz je siln€jsi v kyselém prostiedi (pH 4-5,5), protoze je

soucasti obrannych mechanizmu proti okyseleni buniky [31].

4.2.1.1 Biogenni aminy produkované stafylokoky

Koaguldza negativni stafylokoky se Casto vyskytuji v potravindch, hlavné ve fermentova-
nych masnych a mléénych produktech, nékteré jsou i soucésti startovacich kultur. Na dru-
hou stranu mohou tvofit biogenni aminy. Zejména druhy Staphylococcus carnosus, S. pis-
cifermentans, S. equorum a S. xylosus mohou tvorit kadaverin, 2-fenylethylamin, putrescin,
tryptamin a tyramin. Touto sekundarni metabolickou drahou si zaji$t'uji dostatek metabo-

lické energie a odolnost proti kyselému prostiedi [8, 9].

Byly provedeny studie o produkci biogennich aminia stafylokoky v riiznych potravinach.
Bylo zjisténo, ze S. carnosus nebo S. xylosus tvoii biogenni aminy v uzeninach. V rybich
produktech, jako jsou solené ancovicky, byly nalezeny biogenni aminy produkujici druhy
S. epidermidis a S. capitis, v tutidku S. hominis. Z povrchu syra byl izolovan druh S. epi-
dermidis, schopny produkovat biogenni aminy. Schopnost produkovat zna¢né mnozstvi

biogennich amint se 1i$i kmen od kmenu daného druhu [8].
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4.2.2 Moznosti sniZeni obsahu biogennich amini v potravinach

V poslednich letech je pozornost zaméfena na moznosti zabranéni tvorbé biogennich ami-
na v Cerstvych a fermentovanych potravinach. Pfitomnost dekarboxylujicich mikroorgani-
zmu v surovindch muizZe byt sniZena spravnou vyrobni praxi, nejucinnéjsi metodou je te-
pelné oSetfeni. Tuto technologii ale neni moZzné vzdy pouZit a také neni zaruCeno sniZeni
obsahu biogennich amind. Z toho vyplyva, Ze je dulezité predchazet vzniku aminl a zava-
dét kontrolni opatieni v difvéjSich fazich zpracovani potravin. Alternativou k tepelnému

oSetieni je pouziti ionizujictho zafeni nebo vysokého hydrostatického tlaku [32].

Pouzitim vhodnych startovacich kultur s aminooxiddzovou aktivitou se sniZi obsah bio-
gennich aminl ve fermentovanych produktech. Kocuria varians snizuje hladinu tyraminu
v suchych saldmech, Brevibacterium linens snizuje obsah histaminu a tyraminu b&hem
zrani syra, Lactobacillus plantarum je schopen potlacit rast bakterii Leuconostoc mesente-
roides a Pediococcus cerevisiae, které jsou zodpovédné za tvorbu putrescinu a tyraminu
béhem fermentace zeli. Staphylococcus xylosus degraduje histamin a tyramin napiiklad
ve fermentovanych a solenych ancovi¢kdch a mohl by se pouZivat jako startovaci a

ochrannd kultura i v jinych fermentovanych rybich vyrobcich [31, 33].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem bakalafské prace je monitorovani citlivosti dekarboxyldza pozitivnich bakterii rodu
Staphylococcus vici bakteriim mlééného kvaseni, které produkuji bakteriociny a dalsi
inhibic¢ni latky.

Cilem teoretické Casti bylo:

— definovat bakteriociny a dal$i inhibi¢ni latky produkované mikroorganizmy,
— popsat bakterie mlé¢ného kvaseni,
— charakterizovat rod Staphylococcus a jim produkované biogenni aminy v potravi-

nach.
Cilem praktické ¢asti bylo:

— sledovat citlivost bakterii rodu Staphylococcus izolovanych z potravin a produkuji-
cich biogenni aminy vic¢i protektivnim kulturdm,

— zpracovat vysledky a na jejich zaklad€ formulovat zavéry.
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6 MATERIAL, POMUCKY A METODY

6.1 Pouzité mikroorganizmy

V této préci byla sledovana citlivost vybranych dekarboxyldza pozitivnich kment stafylo-
kokti vii¢i bakteriim mlé¢ného kvaseni produkujicim bakteriociny. Stafylokoky byly izolo-
vény z potravin a jsou souddsti sbirky mikroorganizmi Ustavu inZenyrstvi ochrany Zivot-

niho prostiedi FT UTB ve Zliné, jejich piehled uvadi tabulka 1.

Tab. 1 Testované kmeny stafylokoku produkujicich biogenni aminy

Oznaceni kmene rod druh
B29 Staphylococcus warneri
B40 Staphylococcus epidermidis
B47 Staphylococcus succinus
B77 Staphylococcus succinus
B8O Staphylococcus succinus
B81 Staphylococcus vitulinus
B82 Staphylococcus vitulinus
B89 Staphylococcus succinus
B136 Staphylococcus epidermidis
B137 Staphylococcus epidermidis
B138 Staphylococcus hominis
S1 Staphylococcus warneri
S2 Staphylococcus warneri
S3 Staphylococcus warneri
S4 Staphylococcus pasteuri
S5 Staphylococcus hominis
S6 Staphylococcus hominis
S7 Staphylococcus hominis
S8 Staphylococcus epidermidis
S9 Staphylococcus haemolyticus
S10 Staphylococcus haemolyticus
S11 Staphylococcus haemolyticus
S12 Staphylococcus haemolyticus
S13 Staphylococcus warneri
S14 Staphylococcus pasteuri
S15 Staphylococcus warneri
S16 Staphylococcus warneri
S17 Staphylococcus warneri
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2N 2

Producenti inhibi¢nich latek (bakterie mlécného kvaSeni) byly ziskdny ze Sbirky mlékar-

skych mikroorganizmi Laktoflora® (CCDM). J ejich prehled uvadi tabulka 2, tidaje uvede-

né v této tabulce byly ziskdny od poskytovatele testovanych kmeni.

Tab. 2 Bakterie mlécného kvaSeni produkujici inhibicni ldtky

Oznaceni kmene rod druh Produkce metabolita
CCDM 945 Enterococcus Jfaecium
CCDM 79 Lactobacillus acidophilus H,0,, acidocin D20079
CCDM 149 Lactobacillus acidophilus Bakteriocin nelzo })akterlocln
podobné latky
Protei lekul h i
CCDM 377 Lactobacillus gasseri rotein s molekulovou hmotnost
>50kDa
CCDM 340 Lactobacillus gasseri
Bakteriocin nebo bakterioci
CCDM 214 Lactobacillus gasseri axteriocin ne ,0 ) axteniocin
podobné latky
Bakteriocin nebo bakterioci
CCDM 215 Lactobacillus gasseri axtetiocii he ,0 ) axtetiocin
podobné latky
CCDM 62 Lactobacillus helveticus
B . .
CCDM 82 Lactobacillus helveticus akteriocin nelzo Pakterlocm
podobné latky
CCDM 125 Lactobacillus helveticus
CCDM 670 Lactococcus la,c s blova‘r. nisin
diacetylactis
CCDM 6386 Lactococcus la'c us blOVB.'I‘. nisin
diacetylactis
CCDM 689 Lactococcus la'c s blova'r. nisin
diacetylactis
CCDM 695 Lactococcus la,c s blova‘r. nisin
diacetylactis
CCDM 698 Lactococcus la'c ns blOVB.'I‘. nisin
diacetylactis
CCDM 731 Lactococcus lactis ssp.lactis nisin
CCDM 71 Lactococcus lactis ssp.lactis nisin
CCDM 414 Lactococcus lactis ssp.lactis nisin
CCDM 418 Lactococcus lactis ssp.lactis nisin
CCDM 416 Lactococcus lactis ssp.lactis nisin
CCDM 702 Lactococcus lactis ssp.lactis nisin
CCDM 671 Lactococcus lactis ssp.lactis nisin
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Jako pozitivni kontrola byly pouZity kmeny laktobacild, které produkuji biogenni aminy a
u kterych jiz dfive byla zjisténa citlivost k vyse uvedenym kmentim s inhibi¢nimi G¢inky.
Tyto kmeny byly ziskdny z Vyzkumného ustavu mlékarenského, pobocky v Tédbote (kme-
ny oznaceny pismenem T) a ze Sbirky Vyzkumného ustavu pivovarského a sladatského

v Praze (oznaceny pismenem P). Jejich prehled uvadi tabulka 3.

Tab. 3 Dekarboxyldza pozitivni laktobacily citlivé k bakteriim produkujicim

inhibicni latky
Oznaceni kmene rod druh

T2 Lactobacillus curvatus subsp. curvatus
T3 Lactobacillus curvatus subsp. curvatus
T8 Lactobacillus curvatus subsp. curvatus
T15 Lactobacillus curvatus
T37 Lactobacillus curvatus subsp. curvatus
P16 Lactobacillus brevis
P20 Lactobacillus brevis
P33 Lactobacillus brevis
P89 Lactobacillus plantarum
P94 Lactobacillus plantarum
P96 Lactobacillus plantarum
P98 Lactobacillus brevis

6.2 Kultivacni média a roztoky

6.2.1 Priprava tekutych pid

Bylo navdZzeno dané mnozstvi média (HiMedia) a rozpusSténo v pozZadovaném objemu
destilované vody. Nasledné bylo rozpusténé médium nadavkovano po 5 ml do zkumavek,

které byly poté sterilovany v autoklavu Varioklav pii 121 °C po dobu 20 minut.
MPB (masopeptonovy bujon)
Nutrient broth..........cccecovveviieeriieniieennen. 25¢g

Destilovana voda........cceeeeeeeeeeeeeeeeeenn.. 1000 ml
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M17 bujon
MIT7Droth coooeeeeeeiiiiiiiiiieeeeeee 425 ¢
Destilovana voda.........cceueeeeeeeeeeeeeeiannn.. 1000 ml

6.2.2 Priprava tuhych pad

Dané mnozstvi média a agaru bylo navdZeno, rozpusSténo v ur¢itém objemu destilované

vody a sterilovédno v autokldvu Varioklav pii 121 °C po dobu 20 minut.

MHA (Miiller-Hinton agar)

Miiller-Hinton broth............ccccceevueeennenn. 2l g
Zivy agar &. 1 .oveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen. 20¢g
Destilovand voda..........cccoceeveenicinecnnens 1000 ml
MRS

MRS broth.......cccevieiinieiieeceee 522¢g
Zivy agar &. 1 ..oveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen. 29¢g
Destilovand voda..........cccoceeeeenieinecnnens 1000 ml

6.2.3 Priprava fyziologického roztoku

Bylo navazeno 8,5 g NaCl a rozpusSténo v 1 litru destilované vody. Poté pomoci davkovace
byl fyziologicky roztok rozplnén do zkumavek po 4,5 ml. Zkumavky s roztokem byly ste-

rilovany v autokldavu Varioklav pfi 121 °C po dobu 20 minut.

6.3 Kultivace mikroorganizmi

Testované bakterie byly kultivovany v pfislusSnych ptdach (viz Tab. 4) v termostatu

Memmert.

Producenti inhibi¢nich latek byli zaockovéani vzdy 3 dny pfed samotnym experimentem
do ptislusného tekutého média. Rod Lactobacillus byl kultivovan v anaerobnich podmin-

kach pii 37 °C, kdeZto rod Lactococcus aerobné pti 30 °C a Enterococcus pii 37 °C.
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Dekarboxyldza pozitivni kmeny byly inokulovany 24 hodin pted vlastnim pokusem. Rod
Staphylococcus byl kultivovdn aerobn€ v masopeptonovém bujonu pii 37 °C, kontrolni

laktobacily anaerobné¢ pii téZe teplot¢.

Vsechny kultury byly uchovavany v lednici na Petriho miskdch s vhodnymi kultivacnimi
pidami, dlouhodobé potom v mrazicim boxu pii teploté -18 °C v piisluSnych kultivacnich

pudach.

Tab. 4 PouZivand Zivnd média

Rod Pipetovany objem Zivna pida
. MRS (de Man, Rogosa and Sharpe,

Lactobacill 150 pl

dctobactitus H HiMedia, Indie)
Lact : ) ) )

actococcuts 150 pl M17 (M17 Broth, HiMedia, Indie)
Enterococcus

Stanhv 100 ul MPB (Nutrient Broth, HiMedia, Indie)
aprytococcls H MHA (Miiller Hinton Broth, HiMedia, Indie)

6.4 Ovéreni ¢istoty kultur
Cistota bakterif rodu Staphylococcus byla ovéfena pomoci Gramova barveni.

Nejprve byly kultury inokulovany do zkumavek s masopeptonovym bujonem a kultivova-
ny pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin. Poté byl proveden kiiZovy roztér na Petriho mis-
kach s MPA (masopeptonovy agar) ¢i PCA (Plate count agar) a opé€t se nechaly kultivovat.
Po dalSich 24 hodinach byl asepticky pfipraven fixovany preparat na podloznim skle, ktery
byl nésledné barven krystalovou violeti, Lugolovym roztokem, odbarvovan acetonem a
dobarven safraninem. Preparat byl mikroskopovan pomoci imerzniho objektivu. S kmeny,
u nichZ byly v preparatech nalezeny 1 jiné bakterie neZ grampozitivni koky, se déle nepra-

covalo.

6.5 Priprava supernatantu

Z narostlych protektivnich kultur, produkujicich bakteriociny, byl odstfedén supernatant
pii 10 000 otdCkach po dobu 15 minut pfi pokojové teploté na centrifuze Rotanta 460R.
Supernatant zbaveny mikroorganizmi byl upraven na pH 6 pomoci 10% NaOH, aby
se zamezilo vlivu kyselého prostiedi na zkoumané stafylokoky a projevil se pouze ucinek

bakteriocinu [1].
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6.6 Jamkova difiizni metoda

Tato metoda vyuziva tuhych médii, ve kterych jsou zaoCkovany zkoumané citlivé bakterie,
a testované inhibi¢ni latky, pipetované do jamek v agaru, difunduji médiem a zplsobuji

vznik inhibi¢nich z6n [34].

Nejprve byla pfipravena piislusnd Zivnd média, sterilizovdna v autokldvu Varioklav
pii 121 °C po dobu 20 minut. Mezitim byly nakultivované kultury stafylokokti a kontrol-
nich laktobacilii nafedény pomoci automatické mikropipety ve zkumavkéach desitkovym
fedénim (4,5 ml sterilniho fyziologického roztoku+ 0,5 ml kultury) na konecné hodnoty
fedéni 107 a 10”. Z takto piipravenych kultur bylo odpipetovdno 1 ml suspenze bunck
na Petriho misky, zalito vytemperovanym médiem (asi 40 °C) a opatrné krouzivym pohy-
bem zamichano a nechdno utuhnout [34]. Prace probihala ve sterilnim prostiedi Biohazard

boxu.

Po utuhnuti agaru se na miskdch vyhloubilo pomoci sterilniho nastroje maximalné 7 ja-
mek, do nichZ bylo pipetovano 0,1 ml pfipraveného supernatantu (obsahujicitho inhibi¢ni

latku/ldtky).

Stafylokoky na Petrtho miskach na agaru Miiller- Hinton byly kultivovdny aerobné
pii 37 °C po dobu 24 hodin. Za anaerobnich podminek pfi téZe teploté byly rovnéz kulti-

vovany kontrolni laktobacily.

Po 24 hodinéach inkubace byly odecteny vysledky. V ptipadé vytvofeni inhibi¢ni zény byl

zméfen jeji praimér [34].
6.7 Statistické vyhodnoceni vysledkii

Vysledky analyzy inhibi¢niho plisobeni protektivnich (inhibi¢nich) kultur na rast testova-
nych kment bakterii rodu Staphylococcus byly statisticky vyhodnoceny pomoci neparame-
trickych testli, konkrétn¢ Kruskal-Wallisova testu a Wilcoxonova testu na hladiné vy-
znamnosti 5 % (P < 0,05). Ke statistickému vyhodnoceni vysledkli byl pouzit software

UNISTAT®,Verze 6.5.04 (Unistat, Ltd., Londyn, Velk4 Britanie).
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem praktické casti bylo sledovani citlivosti dekarboxyldza pozitivnich stafylokoki izo-
lovanych z potravin viic¢i bakteriim mlécného kvaSeni, které produkuji bakteriociny ¢i jiné

inhibi¢ni latky (Tab. 2).

7.1 Vysledky monitoringu

Bylo pozorovédno inhibi¢ni piisobeni celkem 22 kmenti bakterii mlé€ného kvaseni na bak-
terie rodu Staphylococcus (28 kmentl) ve vSech kombinacich, bylo tedy provedeno celkem
616 analyz. Zarovein byla vzdy provedena pozitivni kontrola, kterd umoZznila potvrdit, zda
dany kmen, produkujici bakteriocin, vykazuje inhibi¢ni piisobeni na testovany dekarboxy-
ldza pozitivni kmen rodu Staphylococcus. Kontrolnimi mikroorganizmy byly kmeny
z blizce ptibuzného rodu Lactobacillus, tedy rovnéz bakterie mlécného kvaseni, kde je
vétsi pravdépodobnost inhibice neZ u ostatnich grampozitivnich bakterii [3]. Celkové bylo

ziskano 2076 hodnot pro statistické vyhodnoceni.

Na jedné Petriho misce mohlo byt testovdno az 7 inhibi¢nich kmenii najednou. Proto byly

provedeny 4 série pokust, kdy kazda série byla opakovédna nejméné dvakrat.

Pfi vytvofeni inhibi¢ni z6ny byl zméfen jeji primeér, v némzZ byl zahrnut i priimér jamky,

ktery Cinil 6,5 mm.

7.1.1 Experimenty s 1. sérii inhibi¢nich kmenu

Jako prvni bylo zkoumdno inhibi¢ni ptisobeni kmenit CCDM 670, CCDM 686, CCDM
689, CCDM 695, CCDM 698, CCDM 731 a CCDM 71, tadicich se k druhu Lactococcus
lactis, ktery produkuje nisin (Tab. 2). Jako kontrolni laktobacily byly pouzity T2, T3, T15,
T37 (vSe L. curvatus), P94, P96 (oboji L. plantarum) a P98 (L. brevis). V tabulce 5 jsou
uvedeny praméry inhibi¢nich z6n u laktobacilii a nékterych stafylokokii z obou aplikova-
nych fedéni.

ProtoZe velikost z6n nebyla vyrazn& odlidnd u fedéni 102 a 107, byly statisticky vyhodno-
ceny pouze praméry z6n u fedéni 107, kde byl hust3i ndriist mikroorganizmd, a proto se i
z6ny lépe odecitaly. VSechny vysledky z 1. série jsou shrnuty v tabulce 6. Rizny pocet
vysledkil u kontrolnich laktobacilli je dan tim, Ze pro kazdy pokus nebyly pouzity vSechny
kmeny, ale byly obménovany, a v nékterych piipadech byly Spatné zaoCkovany a tim pa-

dem nevyrostly.
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Testované kmeny stafylokokti B29, B47, B77, B80, B81, B82, B89, B136, B137, S2, S3,
S4, S5, S7, 59, S10, S11, S12, S13, S14, S15, S16 a S17 byly rezistentni viuci aplikovanym
inhibi¢nim kulturdm. U ostatnich kment stafylokoki byly zjistény pouze velmi malé zény,
respektive naznaky z6n (pramér inhibicni z6ny pouze 7 mm, véetné 6,5 mm jamky), nelze
tedy s jistotou tvrdit, Ze jsou citlivé na nisin produkovany témito bakteriemi mlécného kva-
Seni.

Kompletni vysledky dokazuji, Ze kontrolni laktobacily byly mnohem citlivéj$i na nisin,
produkovany témito 7 kmeny laktokokii, nez zkoumané stafylokoky. Porovnanim kupfi-

kladu inhibi¢niho piisobeni kmene CCDM 698 na kontrolni kmen T3 a stafylokoka S8,
byly tyto rozdily signifikantni (P < 0,05).

Tab. 5 Prumeéry inhibicnich zon (v mm) u obou redenit vychozi kultury testované na citlivost

k inhibicnim ldatkam produkovanym prvni sérii protektivnich kmenii

Inhibi¢ni Kmeny testované na citlivost k inhibi¢nim latkam a jejich rFedéni
kmeny T2 T3 T15 T37 P94 P96
(CCDM) | 107 | 107 | 107 | 107 | 107 | 107 | 107 | 107 | 107 | 107 | 107 | 107
670 17 18 12 12 16 14 12 13 17 | 21 13 13
686 16 18 11 11 14 14 11 11 17 19 12 12
689 16 15 11 12 12 13 11 12 16 | 20 12 13
695 17 17 12 13 12 14 12 13 16 | 20 13 13
698 14 15 12 11 13 15 11 11 15 15 11 12
731 19 | 20 14 13 0 0 12 13 19 | 24 15 15
71 18 18 12 15 13 16 12 13 16 19 15 14
Inhibi¢ni Kmeny testované na citlivost k inhibi¢nim latkam a jejich iredéni
kmeny P98 S8 S6 S1 B40 B138
(ccpM) | 107 [ 107 [ 107 [ 107 [ 107 | 107 | 107 | 107 | 107 | 107 | 107 | 107
670 14 | 16 | 7 0 0 0 0 0 7 7 7 0
686 14 | 15 | 7 7 7 7 0 7 7 7 7 0
689 12 12 7 7 7 7 0 0 0 0 0 0
695 12 12 7 7 7 7 0 0 7 7 0 0
698 13 | 14 | 7 7 7 7 0 0 0 0 0 0
731 16 16 7 7 7 7 0 7 7 7 7 0
71 15 15 7 7 0 7 0 7 7 7 7 0
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Tab. 6 Prumeéry inhibicnich zon (v mm) pri testovdni prvai série inhibicnich kmenii

Testované Inhibic¢ni kmeny (CCDM)
kmeny? 670 686 689 695 698 731 71
T2 16;14; 16;13; 14;14; 15;13; 15;13; 7;14; 17;16;
15;17b 15;16 14;16 14;17 14;14 16;19 14;18
T3 15;12 14;11 14;11 15;12 15;12 10;14 19;12
T15 16 14 12 12 13 0 13
T37 22:16;12 | 19;16;11 | 18;15;11 | 18;15;12 | 17;15;11 17;12 22:16;12
P94 13;17 11;17 10;16 12;16 11;15 19;10 15;16
P96 15;18;13 | 13;17;12 | 11;15;12 | 11;15;13 | 11;15;11 | 14;18;15 | 17;17;15
P98 15;12;14 | 13;7;14 12;7;12 12;7;12 12;7;13 | 12;16;11 | 16;13;15
B29 0¢ 0 0 0 0 0 0
B40 7¢ 7 0 7 0 7 7
B47 0 0 0 0 0 0 0
B77 0 0 0 0 0 0 0
B80 0 0 0 0 0 0 0
B81 0 0 0 0 0 0 0
B82 0 0 0 0 0 0 0
B89 0 0 0 0 0 0 0
B136 0 0 0 0 0 0 0
B137 0 0 0 0 0 0 0
B138 7 7 0 0 0 7 7
S1 0 7 0 0 0 7 7
S2 0 0 0 0 0 0 0
S3 0 0 0 0 0 0 0
S4 0 0 0 0 0 0 0
S5 0 0 0 0 0 0 0
S6 0 7 7 7 7 7 0
S7 0 0 0 0 0 0 0
S8 7 7 7 7 777 7 7
S9 0 0 0 0 0 0 0
S10 0 0 0 0 0 0 0
S11 0 0 0 0 0 0 0
S12 0 0 0 0 0 0 0
S13 0 0 0 0 0 0 0
S14 0 0 0 0 0 0 0
S15 0 0 0 0 0 0 0
S16 0 0 0 0 0 0 0
S17 0 0 0 0 0 0 0

*Testované kmeny oznaeny pismenem T a P jsou kontrolni laktobacily (Tab. 3), pismena
B a S oznacuji kmeny stafylokoku (Tab. 1).

PPriméry inhibi¢nich z6n jsou uvedeny véetnd praiméru jamky (6,5 mm).

0 — Z4dna inhibi¢ni z6na

d TR R R I v IR R 2
7 — minimaln{ inhibi¢ni u¢inky ve formé& ndznaki inhibi¢nich z6n
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Na obrdzku 4 l1ze vidét vytvoreni inhibi¢nich z6n u vSech testovanych supernatanti, obsa-
hujicich nisin, u kontrolniho kmene Lactobacillus curvatus T2. Praméry vytvotenych inhi-
bi¢nich z6én u laktobacilti byly podobné. Napiiklad srovname-li inhibi¢ni ptisobeni kmene
CCDM 670 na kmeny T2 a T37, byly tyto rozdily statisticky nevyznamné (P > 0,05). Ale
v pfipad€ srovnéni inhibi¢niho ptisobeni kmene CCDM 71 na kmeny T15 a P94, byly roz-
dily statisticky vyznamné (P < 0,05).

Obr. 4 Inhibicni zony u kontrolniho kmene T2 (Fedeni 1 0?)

7.1.2 Experimenty se 2. sérii inhibi¢nich kmenu

V této sérii byla sledovéna citlivost dekarboxyldza pozitivnich mikroorganizmu k inhibic-
nim kmentim CCDM 414, CCDM 418, CCDM 416, CCDM 702, CCDM 671 (vSe Lacto-
coccus lactis produkujici nisin), CCDM 945 (Enterococcus faecium) a CCDM 79 (Lacto-
bacillus acidophilus produkujici HO, a acidocin D20079). Jako pozitivni kontroly byly
pouzivany kmeny Lactobacillus curvatus T2, T3 a T8 a Lactobacillus brevis P16, P20 a
P33 (Tab. 3).
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Z kompletnich vysledkii uvedenych v tabulce 8 lze vycist, Ze stafylokoky byly citlivéjsi
na tuto sérii inhibi¢nich kment neZ na sérii ptedchozi. A to jak primérem inhibi¢nich z6n
(7-12 mm, v pfedchozi pouze 7 mm), tak i poctem citlivych kmena (15 z celkovych 28,
v predeslé jen 5). Citlivost vykazovaly zejména na kmeny CCDM 414 a CCDM 418
(Tab. 8).

V této sérii rovnéz byly méné viditelné rozdily mezi priiméry inhibi¢nich z6n u laktobacilii
(tj. kontrolnich kmenti) a stafylokokii, nez tomu bylo v sérii s predchozimi inhibi¢nimi
kmeny. Napiiklad srovndnim inhibi¢niho ptisobeni kmene CCDM 414 na kmeny T2 a S9,
které mely nejvetsi priiméry z6n ve své skuping, byly tyto rozdily shleddny jako statisticky
nevyznamné (P > 0,05). OvSem pokud bylo srovndno inhibi¢ni ptisobeni kmene CCDM

414 na kmeny T2 a S7, byly rozdily signifikantni (P < 0,05).

V tabulce 7 jsou uvedeny priméry inhibi¢nich zén u laktobacilli a nékterych stafylokokt

z obou aplikovanych fedéni.

Kmen CCDM 416 neptisobil inhibi¢né ani na kontrolni laktobacily. Ty vykazovaly rovnéz
velmi malou citlivost na ptisobeni kmenit CCDM 418 a CCDM 79. Rezistenci kontrolniho
mikroorganizmu P20 ke kmeniim CCDM 418 a CCDM 416 1ze pozorovat i na obrazku 5.

Priméry inhibi¢nich z6n vytvofenych v disledku produkce inhibi¢nich latek kmeny
CCDM 702, CCDM 671 a CCDM 945 u kontrolnich laktobacilli byly celkem vyrovnané.
Naptiklad srovndanim inhibi¢niho pisobeni CCDM 702 na kmen T2 s nejvétSim prumérem
(12 a 22 mm) s kmenem P33 s nejmensim primérem (10 a 13 mm) byly rozdily zjiStény
jako statisticky nevyznamné (P > 0,05). KdeZto u kmene CCDM 414 byly zna¢né rozdily
v inhibi¢nim plisobeni. Porovnanim inhibi¢niho piisobeni tohoto kmene na kontrolni kme-

ny P16 a P33 byly rozdily statisticky vyznamné (P < 0,05).

Kmeny stafylokokt B29, B47, B77, B8O, B81, B82, B89, B136, B137, S5, S10, S13 a S16
byly rezistentni vii¢i plisobeni vyse uvedenych inhibi¢nich kmeni. Z téchto vysledkl 1ze
vyvodit, Ze druh S. succinus, zastoupeny kmeny B47, B77, B80 a B89, byl zcela rezistentni
k témto 7 testovanym inhibi¢nim kmenim BMK. To samé platilo i pro druh S. vitulinus

(B81 a B82).

Naopak z vysledkt 1ze vycist, ze druh S. pasteuri (kmeny S4 a S14) byl citlivy vici piso-
beni inhibi¢nich latek vyprodukovanych kmenem CCDM 414. Kmen S. pasteuri S4 vyka-
zoval i naznak citlivosti k inhibi¢nimu kmenu CCDM 418. U ostatnich druhi stafylokoki

byly vysledky zna¢n¢ rozdilné. Naptiklad u druhu S. haemolyticus vykazovaly kmeny S9 a
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S12 citlivost ke kmeniim CCDM 414, CCDM 418 a CCDM 945, kmen S11 byl citlivy
pouze ke kmentim CCDM 414 a CCDM 418 a kmen S10 byl zcela rezistentni vici testo-

vanym protektivnim kmentim (Tab. 8).

Obr. 5 Inhibicni piisobeni kmenit CCDM 414, CCDM 702, CCDM 671 a CCDM
945 na kontrolni kmen P20 (redeni 1 0’ )
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Tab. 7 Prumeéry inhibicnich zon (v mm) u obou redeni vychozi kultury testované na citlivost

k inhibicnim ldtkam produkovanym druhou sérii protektivnich kmenii

Inhibi¢ni Kmeny testované na citlivost k inhibi¢nim latkam a jejich iredéni
kmeny T2 T3 TS P16 P20 P33
(ccoM) [ 107100 107107 10° [ 10° [ 107 ]10° [ 107 | 10° | 107 | 107
414 151812 12l12]12]12]12]10]10] 7 7
418 0 0 0 7 0 0 7 7 0 7 0 0
416 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
702 2|24 161617 1516171515 13] 14
671 210l 2171616151616 16] 14| 14 ] 14
945 212wl lw][]1wl10]10]10] 9 [ 10] 10
79 10 11] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Inhibi¢ni Kmeny testované na citlivost k inhibi¢nim latkam a jejich rFedéni
kmeny B40 B138 S1 S4 S6 S7
(CCDM) | 10°]10° [ 10°]10° | 10%]10° | 10° ] 10° [ 10| 10° | 10° | 10°
414 7 7 7 7 0 7 7 7 7 7 | 10 | 10
418 7 7 7 7 7 7 7 0 0 7 0 7
416 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
702 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
671 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
945 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
79 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Inhibi¢ni Kmeny testované na citlivost k inhibi¢nim latkam a jejich iredéni
kmeny S8 S9 S11 S12 S14 S17
(ccoM) [ 107100 107107 102107 [ 102107 [ 107 [ 10° | 107 | 107
414 7 7 7 1121 0 7 |11 ]10] 7 7 7 7
418 7 7 7 10| 0 7 7 10| 0 0 0 7
416 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
702 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
671 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
945 0 0 7 7 0 0 7 7 7 7 0 0
79 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Tab. 8 Prumery inhibicnich zon (v mm) pri testovdni druhé série inhibicnich kmenii

Testované Inhibi¢ni kmeny (CCDM)

kmeny? 414 418 416 702 671 945 79
T2 15 0° 0 12;22 14;21 11;12 10
T3 12 0 0 12;16 15;17 12;10 0
T8 11 0 0 10;15 13;14 11;10 0
P16 10;12;9 7° 0 12;10;16 12;12;16 12;10;10 0
P20 10;10;10 0 0 13;10;15 13;12;16 12;10;10 0
P33 7 0 0 10;13 12;14 10 0
B29 0 0 0 0 0 0 0
B40 757 757 0 0 0 0 0
B47 0 0 0 0 0 0 0
B77 0 0 0 0 0 0 0
B80 0 0 0 0 0 0 0
B81 0 0 0 0 0 0 0
B82 0 0 0 0 0 0 0
B89 0 0 0 0 0 0 0
B136 0 0 0 0 0 0 0
B137 0 0 0 0 0 0 0
B138 7 757 0 0 0 0 0
S1 7 7 0 0 0 0 0
S2 0 7 0 0 0 0 0
S3 0 7 0 0 0 0 0
S4 7 7 0 0 0 0 0
S5 0 0 0 0 0 0 0
S6 7 7 0 0 0 0 0
S7 7;10 0 0 0 0 0 0
S8 7 757 0 0 0 0 0
S9 7;12 10 0 0 0 7 0
S10 0 0 0 0 0 0 0
S11 7 7 0 0 0 0 0
S12 7;11 10 0 0 0 7 0
S13 0 0 0 0 0 0 0
S14 7 0 0 0 0 0 0
S15 7 0 0 0 0 0 0
S16 0 0 0 0 0 0 0
S17 757 7 0 0 0 0 0

*Testované kmeny oznaeny pismenem T a P jsou kontrolni laktobacily (Tab. 3), pismena

B a S oznacuji kmeny stafylokokt (Tab. 1).

PPriméry inhibi¢nich z6n jsou uvedeny véetnd praiméru jamky (6,5 mm).

‘0 — Z4dn4 inhibi¢ni zéna

d TR R R I v TR R P
7 — minimaln{ inhibi¢ni u¢inky ve formé& ndznaki inhibi¢nich z6n
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7.1.3 Experimenty se 3. a 4. sérii inhibi¢nich kment

V téchto experimentech bylo testovano, zda poslednich 8 inhibi¢nich kmentt CCDM 149
(Lactobacillus acidophilus), CCDM 377, CCDM 340, CCDM 214, CCDM 215 (vSechny 4
L. gasseri), CCDM 62, CCDM 82 a CCDM 125 (L. helveticus) pusobi negativné
na dekarboxyldza pozitivni stafylokoky a kontrolni Lactobacillus curvatus T3 a L. brevis

P89.

Produkty vySe uvedenych kmenta neptisobily inhibi¢né na Zadny z testovanych stafylokokt

ani na kontrolni mikroorganizmy.

7.2 Diskuze

V této bakalaiské praci bylo analyzovano inhibicni ptisobeni 22 kment protektivnich kul-
tur na 28 kmeni stafylokokti produkujicich biogenni aminy. Bylo provedeno 616 analyz
pomoci jamkové difizni metody. Rovnéz bylo pouZzivdno dohromady 12 kment kontrol-
nich laktobacill k ovéfeni ticinnosti daného bakteriocinu a spravnosti provedeni analyzy.

Celkov¢ bylo ziskano 2076 vysledka.

s 2

Bakterie mlécného kvaseni by nemély mit nepiiznivé tcinky na zdravi konzumenta, proto
slouzi jako vhodny zdroj bakteriocinii v potravinarském primyslu. Bakteriociny se obecné
vyznacuji uzkym specifickym ucinkem proti kmeniim stejnych nebo blizce piibuznych
druhti, proto byly pouzity laktobacily jako pozitivni kontrola, které se rovnéz fadi mezi
bakterie mlé¢ného kvaseni. Mnoho bakteriocini je ucinnych i proti grampozitivnim pato-

genim zpusobujici alimentdrni onemocnéni, jako jsou napiiklad Listeria monocytogenes,

Staphylococcus aureus, Bacillus spp. nebo Clostridium spp. [1].

Jak 1ze vy¢ist z vysledkt, na laktobacily pusobilo inhibi¢né 13 kmenti z 22, na nékteré sta-
fylokoky az 10 inhibi¢nich kment, ale ve vétSin¢ ptipadi se jednalo pouze o minimalni
inhibi¢ni G¢inky ve formé ndznaki inhibi¢nich zén. TudiZ nelze jednoznacné fict, Ze testo-
vané koaguldza negativni dekarboxyldza pozitivni stafylokoky jsou citlivé na bakteriociny,
resp. dalsi inhibi¢ni latky, produkované protektivnimi kulturami, a proto by tyto piipadné

inhibi¢ni uc¢inky mély byt vice prozkoumény.

Dodnes bylo zvefejnéno jen velmi mélo studii tykajicich se inhibice koaguldza negativnich
stafylokokii pomoci bakteriocini produkovanych bakteriemi mlééného kvaseni. Védci
se zam¢fuji zejména na inhibici vyznamnéjSiho druhu, koaguldza pozitivniho Staphylo-

coccus aureus, zpusobujicitho alimentarni intoxikaci a dal$i onemocnéni. Naopak byl vSak
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zkoumén vliv bakteriocinti produkovanych stafylokoky, konkrétné¢ druhy S. epidermidis a

S. aureus, jak na koaguldza pozitivni, tak i negativni stafylokoky [35].

Protoze mnohé stafylokoky mohou byt multirezistentni na antibiotika a v dasledku toho
se zvySuje vyskyt nosokomidlnich infekci, byla provedena studie, ve které bylo zkoumano
inhibi¢ni plisobeni 7 stafylokocintl na jiné stafylokoky. Bakteriociny epidermin, aureocin a
Pep5 by se tak mohly stat moZnou alternativou k 1é¢bé meticilin rezistentnich a dalSich
multirezistentnich Staphylococcus aureus (MRSA). Koaguldza negativni stafylokoky, kte-
ré jsou Casto puvodci nosokomidlnich infekci krve a implantovanych zdravotnickych po-
mucek, byly ve srovndni se S. aureus inhibovany v men$i mife. Napiiklad 9 kment
S. haemolyticus z celkovych 17 vykazovalo odolnost proti vS§em zkoumanych bakterioci-
nim. Divod této rezistence neni zndm. Bakteriocin Pep5 byl nejucinnéjsim bakteriocinem

proti koaguldza negativnim stafylokokim (inhiboval 77% zkoumanych kment) [35].

Z vySe uvedené studie vyplyvd, Ze koaguldza pozitivni Staphylococcus aureus je citliveéjsi
na pusobeni nékterych bakteriocinii neZ koaguldza negativni stafylokoky, kdy dokonce
nckteré kmeny stejného druhu byly odolné proti vSem testovanym bakteriocintim, jiné
kmeny byly naopak citlivé. Mechanizmus inhibi¢niho piisobeni dosud nebyl u téchto bak-
teriocinll spolehlivé popsédn [35]. Ani v experimentech provedenych v této bakalaiské praci
nebylo zji§téno, Ze by urcity druh koaguldza negativnich stafylokokti byl vyrazngji citlivy
vici testovanym bakteriocintim. Naopak, nékteré kmeny byly zcela rezistentni ke vSem
testovanym protektivnim kmentim. Napiiklad S. epidermidis B40 a S8 byly citlivé vici
7 az 9 bakteriocinim, kdeZzto kmeny B136 a B137 byly rezistentni ke vSem testovanym

bakteriocintm.

Inhibi¢ni plsobeni nisinu produkovaného Lactococcus lactis subsp. lactis proti Staphylo-
coccus aureus bylo zkoumano mnohokrat. Napiiklad se ukdzal G¢inny pii vyrob¢ tradicni-
ho syra, kdy byl nisin pfiddn do syrového mléka pied koagulaci a nasledn¢ inhiboval riist
S. aureus v syru. Navic nisin nezpiisobil vyznamné zmény ve fyzikalné-chemickych a me-
chanickych vlastnostech syra [36]. Ddéle byla pozorovdna redukce poctu S. aureus
v mletém hovézim mase po aplikaci nisinu ve 2 rozdilnych formach, pfi¢emz roztok nisinu
byl v tomto piipadé uc¢innéjsi nez enkapsulovany nisin v alginatovych kulickach, diky kte-

rym byl naopak chranén pied denaturaci [37].

Byly provedeny i studie zkoumajici vliv jinych bakteriocini neZ nisinu na stafylokoky.

Z cerstvého mléka byla izolovana bakterie Lactobacillus plantarum ZJO08 produkujici
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bakteriocin plantaricin ZJ008, jehoZz inhibi¢ni Gc¢inky byly testovdny na grampozitivnich i
gramnegativnich bakteriich jamkovou diftizni metodou, kdy hlavnim pfedmétem zdjmu
studie bylo jeho plisobeni na rod Staphylococcus. Staphylococcus carnosus a S. citreus
vykazovaly nejvétsi citlivost vici plantaricin ZJOO8 (primér inhibi¢ni zény 15-20 mm),
S. aureus a S. epidermidis byly citlivé o néco méné¢ (primér inhibi¢ni zény 10-15 mm).
Plantaricin ZJ0O8 byl G¢inny i proti gramnegativnim bakteriim, zejména proti Pseudomo-

nas aeruginosa [38].

Nésledujici studie provétovala tcinky 3 bakteriocind, nisinu A, lakticinu Q produkované
Lactococcus lactis a nukacinu produkovany Staphylococcus warneri, na kmeny meticilin
rezistentni Staphylococcus aureus a kmeny S. epidermidis. Cilem bylo zjistit minimalni
inhibi¢ni koncentraci. Na inhibici kmeni S. aureus byla potieba 1,25 - 2,5 uM nisinu A,
5 uM lakticinu Q a 10-20 uM nukacinu, kdezto kmeny S. epidermidis byly citlivéjsi
na nisin A (1,25 uM), ale odolng&;jsi vici lakticinu Q (vice nez 20 uM) a stejné k nukacinu

(10-20 uM) [39].

2N 2

Ve studii Hwanhlem a kol. [40] bylo izolovdno 386 kment bakterii mlécného kvaseni
z mangovnikovych lesi v jiznim Thajsku. Pouze u 4 izolatl, identifikovanych jako Lacto-
coccus lactis subsp. lactis a Enterococcus faecalis, byla zjiSténa produkce bakteriocinim
podobnych inhibi¢nich létek, jejichz uinky byly testovdny pomoci jamkové diftizni meto-
dy. VSechny dcinné inhibovaly riist bakterii Enterococcus faecalis, Lactobacillus planta-
rum, Lb. sakei subsp. sakei, Bacillus cereus, Brochothrix thermosphacta a Listeria mono-

cytogenes. Rust Staphylococcus aureus nebyl inhibovan.

Mnohé studie se vénuji inhibici podminéné patogenni bakterie Listeria monocytogenes,
pro kterou je charakteristicky rust v chladirenskych teplotich, v Sirokém rozsahu pH,
pii nizké vodni aktivité i pfi vysokych koncentracich soli. Kontaminuje maso a masné vy-
robky a kviili jeji odolnosti je sloZité ji kontrolovat v potravinidch. A proto se vyvijeji nové
piistupy, jak kontrolovat patogeny v potravinich napiiklad pomoci bakteriocint. Jeji odol-
nost vii¢i nizkému pH i vodni aktivité byla potvrzena naptiklad studii Hampikyan a Ugur
[41], v niZ bylo zjisténo, Ze urcité koncentrace nisinu (50 a 100 pg/g fermentované uzeni-
ny) vyraznéji inhibuji jeji rust.

Benkerroum a Sadine [42] zkoumali citlivost rdznych druhi listerii k nisinu a stanovovali
miniméalni inhibi¢ni koncentraci (MIC). Nejdiive pomoci jamkové diftizni metody zjistili,

Ze vSech 9 kment Listeria spp. je citlivych na nisin. Primér inhibicni zény 5 kment Liste-
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ria monocytogenes byl 10-12 mm, kdeZto kmen ATCC 7644 byl vice citlivy (primér zoény
18 mm). Podobn¢ tomu bylo i u kmenti druhu L. ivanovii. 1 pfi stanoveni MIC bylo potvr-
zeno, 7Ze kmen ATCC 7644 je nejcitlivéjsi na nisin (740 Ul/ml), naopak kmen V7 typ la byl
nejvice rezistentni (pramér zény 10 mm) a MIC nisinu u n¢j byla stanovena

azna 1,18.10° Ul/ml.

Z uvedenych studif vyplyva, Ze citlivost mikroorganizmu k bakteriocinim je znacné varia-
bilni nejen v rdmci rodu, ale i druhu. Kmeny téhoZz druhu bakterie reaguji rozdiln¢€ na pi-
sobeni bakteriocinll. Rezistence miize byt zpisobena zménou sloZeni bunécné membrany,
nékteré mutanty mohou produkovat enzym nisindzu, ktery degraduje nisin [3]. U&innost
bakteriocinll v potravinich je omezena izkym spektrem aktivity, proto se pouZziva tzv. ba-
riérova technologie, kde se kombinuje antibakteridlni ti¢inek bakteriocinti s tepelnym oSet-
fenim, vysokym tlakem a jinymi antimikrobidlnimi latkami [1]. ProtoZe bakteriociny mo-
hou hrat v budoucnu duleZitou dlohu pfi zajisténi zdravotni nezdvadnosti potravin, méla by

byt tato problematika nadédle zkouména.
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ZAVER

Cilem bakalafské prace bylo monitorovat inhibicni plisobeni 22 kment bakterii mlé¢ného

kvaseni produkujicich bakteriociny na 28 kmenii dekarboxyldza pozitivnich stafylokokti.

Zjisténé vysledky lze shrnout do nasledujicich bodu:

12 kmeni protektivnich kultur (CCDM 416, CCDM 702, CCDM 671, CCDM 79,
CCDM 149, CCDM 377, CCDM 340, CCDM 214, CCDM 215, CCDM 62,
CCDM 82 a CCDM 125) neinhibovalo rist testovanych stafylokokii.

Predchozi vyjmenované kmeny s vyjimkou kmentit CCDM 702, CCDM 671 a
CCDM 79 neptisobily inhibi¢n¢ ani na kontrolni laktobacily.

Bylo testovano celkem 28 kment stafylokokt, z nichZz 13 bylo rezistentnich vici
vSem testovanym bakteriim mléného kvaSeni, a to piesné¢ B29, B47, B77, B0,
B81, B82, B89, B136, B137, S5, S10, S13 a S16.

Dekarboxyldza pozitivni stafylokoky byly citlivé vici plsobeni 9 kmenli druhu
Lactococcus lactis, produkujicich nisin, a 1 kmene bakterie Enterococcus faecium.
Testované stafylokoky (celkem 28 kment) se fadily k 7 druhiim, z nichz druhy
S. succinus a S. vitulinus byly zcela rezistentni, kdeZto kmeny druhu S. pasteuri by-
ly citlivé na ptisobeni kmene CCDM 414.

Pouze kmen S. hominis S7 a kmeny S. haemolyticus S9 a S12 mély primér inhibic-
ni z6ny veétsi nez 7 mm a to pii pisobeni kmene CCDM 414 (10-12 mm) a kmene
CCDM 418 (10 mm).

Obecné lze fict, ze dekarboxyldza pozitivni stafylokoky byly spiSe rezistentni vuci tes-

tovanym protektivnim kulturdm, protoZe u stafylokokd nebyly pozorovédny tak vy-

znamné inhibi¢ni z6ny jak u kontrolnich laktobacili.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
BMK  Bakterie mlécného kvaseni

MPB Masopeptonovy bujén

MPA Masopeptonovy agar

MRS De Man Rogosa Sharpe Agar

MHA  Miiller-Hinton Agar

PCA Plate Count Agar

M17 M17 Broth

Lan Lanthionin

MeLan 3-methyllanthionin

Dha 2,3-didehydroalanin

Dhb 2,3-didehydrobutyrin

GRAS  Generally Recognized As Safe (VSeobecné povaZzované za bezpecné)
ATP Adenozintrifosfat

CCDM Czech Collection of Dairy Microorganisms (Sbirka mlékaiskych mikroorgani-

zmil)
FT Fakulta technologicka
UTB Univerzita Tomése Bati

MRSA  Meticilin rezistentni Staphylococcus aureus

MIC Minimalni inhibiéni koncentrace
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