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ABSTRAKT

Cilem této bakalatské prace bylo zjistit inhibi¢ni pisobeni protektivnich kultur na bakterie
rodu Enterococcus, které maji schopnost vytvéret biogenni aminy. Vysoké koncentrace
téchto latek v potravindch mohou putisobit nepiiznivé na zdravi konzumenti. Bylo zjiSténo,
Ze nejvetsi inhibi¢ni efekt vykazuji Lactococcus lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis a
nckteré kmeny Lactococcus lactis ssp. lactis. Tyto protektivni kultury nejvice ovliviiovaly
rust bakterii Enterococcus faecium a Enterococcus sp. Teoretickd ¢ast této prace se zabyva
bakteriociny, coZ jsou latky vykazujici antimikrobidlni ucinky. Déle byly popsany protek-

tivni kultury, rod Enterococcus a biogenni aminy produkované timto rodem.

Kli¢ova slova: bakteriociny, biogenni aminy, rod Enterococcus, protektivni kultury

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate inhibitory effect of protective cultures on decarbo-
xylase-positive enterococci. Hight concentration of biogenic amines in food can affect con-
sumer’s health. The highest inhibitory effect has observed in Lactococcus lactis ssp. lactis
biovar. diacetylactis and some strains of Lactococcus lactis ssp. lactis. These protective
cultures mostly inhibited Enterococcus faecium and Enterococcus sp. Bacteriocins, pro-

tective cultures, genus Enterococcus and biogenic amines are described in theoretical part.

Keywords: bacteriocin, biogenic amines, genus Enterococcus, protective cultures
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UVOD

Potraviny jako jsou syry, fermentované masné vyrobky, zelenina, vino, pivo patii mezi
rizikové z pohledu obsahu vysokych koncentraci biogennich aminti. Vyskyt velkého
mnozstvi biogennich aminli prdvé u téchto potravin je ddn cinnosti mikroorganizml
s dekarboxyldzovou aktivitou, které jsou v procesu vyroby zdmérné priddvany do téchto
produkt. Nadmérny piijem biogennich aminii mize mit negativni dopad na zdravotni stav
konzumentt. Potraviny slouZzici k vyZivé lidi musi vykazovat zdravotni nezdvadnost, také
ztoho divodu vznikd snaha zabranit vyskytu velkého mnozstvi biogennich amint

v potravinach.

Jednou z moznych variant jak sniZit koncentraci biogennich aminii v potravindch je aplika-
ce protektivnich kultur. Jedna se o mikroorganizmy, které produkuji bakteriociny nebo jiné
latky, jeZ inhibuji rast ostatnich mikroorganizmt. Predmétem této bakalaiské prace bylo
studium inhibi¢nich vlivli vybranych protektivnich kultur na baterie s dekarboxyldzovou
aktivitou rodu Enterococcus, jez byly izolovany z masa a masnych vyrobkil. Znalost a po-
chopeni inhibi¢niho piisobeni protektivnich kultur by mohly hrét dileZitou roli v procesu

vyroby jiz zmitlovanych rizikovych potravin.
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I. TEORETICKA CAST
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1 INHIBICNI LATKY PRODUKOVANE MIKROORGANIZMY
VYUZIVANE V POTRAVINARSTVI

JiZ od dob Louise Pasteura a Roberta Kocha byla potieba védecky kontrolovat neza-
douci mikroorganizmy v naSem prostfedi. Penicilin, ktery byl ndhodou objeven Alexan-
drem Flemingem roku 1929, umoznil pouZivani terapeutickych antibiotik, ovS§em nadmér-
né uzivani antibiotik v poslednich n¢kolika desetiletich vedlo k vyvinuti rezistence bakteri-
dlnich kment k antibiotiklim. Z tohoto diivodu byl Evropskou unii roku 2006 odsouhlasen
uplny zdkaz pouzivani antibiotickych prostiedkt pfiddvanych do krmiv na podporu rdstu

pro hospodarska zvitata [1, 2].

V potravinafstvi se vyuzivd mnoho chemickych latek jako konzervacnich ¢inidel, jed-
na se napiiklad o kyselinu benzoovou a benzoly, sorbovou kyselinu a sorbaty, parabeny,
sifi¢itany, dusitany a dalSi. Spotiebitelé se neustdle obdvaji moznych nepiiznivych ucinka
téchto latek, tudiz vyzaduji potraviny Cerstvé, popiipad¢ potraviny s dlouhou dobou mini-
madlni trvanlivosti, pro jejiz dosazeni byly pouZzity pfirodni konzervacni latky nebo jiné
technologické operace nez ptidavek konzervacnich latek. Tato skute¢nost vedla k zahdjeni
mnoha vyzkumu zabyvajicich se hleddnim ucinnych, ale pfirodnich konzervac¢nich latek,

mezi které patii bakteriociny [1, 3, 4].

1.1 Bakteriociny

Bakteriociny jsou ribozomdlné syntetizované antibakteridlni peptidy, které produkuje
vétSina bakterii (gramnegativnich i grampozitivnich), rostoucich v pfirodnich ekosysté-
mech, s izkym specifickym u¢inkem proti kmenlim stejnych nebo blizce ptibuznych dru-
hti. Jsou sloZeny z peptidi nebo peptidovych komplext, typicky obsahujicich 30 — 60 ami-
nokyselinovych zbytkd a jsou v bioaktivni formé¢ produkovany extraceluldrné¢. Mechani-
zmus ucinku spociva v naruseni cytoplazmatické membrany, kdy dochédzi k vytvoieni péra
ve fosfolipidové dvojvrstvé. Ddle muze dojit k inhibici proteosyntézy, kliCeni spor nebo
tvorby peptidoglykanu (mureinu). Bakteriociny jsou pouze jednou kategorii 1dtek produko-
vanych bakteriemi, které vykazuji inhibicni ucinky. JiZ roku 1679 Antonie van
Leeuwenhoek dokumentoval antibiézu, neboli vzajemné potlacovani rastu a jinych Zivot-
nich projevil jednoho organizmu druhym. Krom¢ bakteriocini produkuji bakterie i jiné
inhibicni latky, kyseliny, které snizuji pH prostredi, malé molekuly majici negativni vliv na

bakterie v okoli, napt. peroxid vodiku, diacetyl, hypothiokyanat (aniont [OSCN]), reuterin
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(sekundarni metabolit, produkovany bakterii Lactobacillus reuteri), antibiotika, lyticka
¢inidla, toxiny. S tak Sirokym rozsahem moZnych inhibi¢nich produkti se mizZe stit, Ze
nckteré inhibi¢ni Gcinky nemusi byt vyvolany bakteriociny. Proto pfti studii u¢inka bakteri-
ocini musime vzdy védét, v jakém mnozstvi jsou piitomny organické kyseliny a dbat na
odstranéni jejich kyselych dcinkl. Nekteré bakterie mohou produkovat vice nez 1 bakteri-
ocin napft. Streptococcus salivarius, Streptococcus uberis, Streptococcus mutans a 1 bakte-
riocin miZe byt produkovén riznymi bakteriemi. Schopnost syntetizovat jeden nebo vice
bakteriocinli je velmi vyhodnd vlastnost, kterd davd danému mikroorganizmu pfilezitost
pro preziti tim, Ze mize inhibovat rast konkuren¢nich organizmt v daném prostiedi. Uka-
zalo se, Ze je vyhodné pracovat s bakteriociny pti aplikaci bariérové teorie, kterd vyuziva

synergie kombinaci vice konzervacnich prostiedkt [1, 5, 10].

1.1.1 Bakteriociny gramnegativnich bakterii

Prvnim objevenym bakteriocinem byl kolicin, baktericidni peptid produkovany bakte-
rii Escherichia coli a ptibuznymi druhy celedi Enterobacteriaceae, ktery pusobi proti bliz-
kym kmenUm Escherichia coli. Bakteriociny produkované gramnegativnimi bakteriemi
jsou celkove vétsi nez bakteriociny grampozitivnich bakterii, maji specificky receptor, kte-

ry slouzi k navdzani na bunku, kterou inhibuji. Mohou piisobit tfemi riiznymi mechanizmy:

1. tvorba iontovych kandlkil v cytoplazmatické membrané
2. hydrolyza DNA pomoci nukledz
3. inhibice proteosyntézy [1, 5].

1.1.2 Bakteriociny grampozitivnich bakterii

Bakteriociny produkované grampozitivnimi bakteriemi obvykle nemaji specificky
receptor pro navazani bunky, ale existuji i vyjimky. Vé&tSinou maji niz§i molekulovou
hmotnost nez bakteriociny produkované gramnegativnimi bakteriemi. BéZn¢ se rozd¢€luji

do 4 tfid [1].

1.1.2.1 Tvida I - lantibiotika

Lantibiotika jsou malé (< 5 kDa) peptidy, obsahuji neobvyklé aminokyseliny
lanthionin, methyllanthionin, dehydroalanin a dehydrobutyrin a podstupuji rozsahlé post-
translacni dpravy. VétSina téchto bakteriocini ma pomérné Siroké spektrum ucinku, nei-
nhibuji pouze piibuzné bakterie pattici do rodt Enterococcus, Pediococcus, Lactobacillus,

Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus, ucinkuji také proti méné piibuznym grampozi-
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tivnim bakteriim, jako jsou Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus ce-
reus a Clostridium botulinum. Né&které bakteriociny této tfidy, napf. nisin a termofilin 13,
brani vykliCeni spor Bacillus cereus a Clostridium botulinum. Bakteriociny patiici do této
ttidy se ddle d¢€li podle chemické struktury a antimikrobidlni aktivity na 2 typy A a B [1, 5,

13].
1. Lantibiotika typu A

Do této skupiny fadime prodlouzené linearni hydrofobni peptidy s kladnym ndbojem.
Jejich ucinek spociva ve vytvoreni port, které jsou plné propustné pro veskeré latky, ¢imz
dochdzi ke ztrat¢ protonmotivni sily (protonového gradientu), membranového potencidlu a

latek nutnych k existenci bunky, zejména intracelularniho ATP a aminokyselin [1, 6, 8].
2. Lantibiotika typu B

Lantibiotika typu B jsou mensi kulaté peptidy majici negativni nebo nulovy naboj. An-

timikrobidlni aktivita souvisi s inhibici specifickych enzymau [1, 8].

1.1.2.2 Tvida Il

Tato tifda je tfidou nejpodetn&j$i a nejvice prostudovanou. Radime zde malé
(< 10 kDa) kulaté tepeln¢ stabilni peptidy, které neobsahuji lanthion a nepodléhaji nésled-

nym posttranslacnim dpravam. Jsou rozd¢leny do 3 podskupin [1, 6, 13].
1. Trida II-a

Tato tfida, oznaCovand také jako cystibiotika, zahrnuje peptidy podobné pediocinu,
obsahujici ve své molekule cystein. A to minimaln€ 2 cysteinové zbytky, které mezi sebou
vytvaieji disulfidové miistky. Pfi¢emz pediocin PA-1, enterocin A a divercin V41 vynikaji
tim, Ze obsahuji o jeden par cysteinovych zbytkl vice, maji tedy i o jednu disulfidovou
vazbu vic. Tyto bakteriociny maji pomérné uzké spektrum ucinku, to znamend, Ze inhibuji
pouze uzce piibuzné grampozitivni bakterie. Obecné plati, Ze rody Enterococcus, Lacto-
bacillus, Pediococcus jsou na bakteriociny této tfidy velmi citlivé, naproti tomu rod La-
cotococcus je vice rezistentni. Bylo zjiSténo, Ze pediocin PA-1 inhibuje rizné druhy Ente-
rococcus, Lactobacillus a Pediococcus, avSak pouze jeden z 11 testovanych druhii Lacto-
coccus. Tato podskupina je vyznamna svym tc¢inkem proti listerii, proto se predpoklada, ze
budou dal§imi bakteriociny schvalenymi pro vyuziti v potravinaistvi. Prozatim je jejich

aplikace do potravin pouze ve fazi testovani. VSechny bakteriociny tfidy II-a jsou produ-
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kovany bakteriemi mlééného kvasSeni. Samotné produkujici kmeny jsou proti bakterioci-

nim imunni, diky syntéze proteint, které obsahuji 88 — 114 aminokyselin [1, 6].
2. Trida II-b

Dvoupeptidové bakteriociny, které ke své plné funkci vyzaduji pfitomnost dvou rtiz-

nych peptidii [7].
3. Trida II-c

Tato tfida zahrnuje vSechny zbyvajici nizkomolekuldrni bakteriociny, které nepatii do
predeslych dvou podskupin [1].
1.1.2.3 Tvida 111

Bakteriociny patfici do této tfidy nejsou moc dobte charakterizovany. Jedna se o vel-

ké (>30 kDa), tepelné labilni proteiny [1].
1.1.2.4 Trvida IV

Bakteriociny tfidy IV jsou komplexni bakteriociny, jejichZ molekula se skldda z pro-
teinové C4sti a Casti neproteinové, kterd miiZe byt tvofena napt. lipidy, sacharidy, polysa-

charidy [1, 7].

Zastupce jednotlivych tfid poptipad¢ podtiid bakteriocinti spolu s produkujicimi kme-

ny nalezneme v Tab. 1.
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Tab. 1 Priklady bakteriocinit a produkujicich kmenii jednotlivych trid [1, 7]

Trida I-typ A lantibiotika

Nisin

Lactococcus lactis subsp. lactis

lactocin S

Lactobacillus sakei

lacticin 3147

Lactococcus lactis

thermophilin 13

Streptococcus thermophilus

Trida I-typ B lantibiotika

Mersacidin

Bacillus subtilis

Cinnamycin Streptomyces cinnamoneus
Ancovenin Streptomyces sp.
Duramycin Streptomyces cinnamoneus
Actagardin Actinoplanes sp.

Trida II-a

pediocin PA-1

Pediococcus acidilactici

sakacin A Lactobacillus sakei
sakacin P Lactobacillus sakei
mesentericinY 105 Leuconostoc mesenteroides

enterocin A

Enterococcus faecium

divercin V41

Carnobacterium divergens

lactococcin MFII

Lactococcus lactis

Trida II-b

lactococcin G

Lactococcus lactis

lactococcin M

Lactococcus lactis

lactacin F

Lactobacillus johnsonii

plantaricin A

Lactobacillus plantarum

plantaricin S

Lactobacillus plantarum

plantaricin EF

Lactobacillus plantarum

plantaricin JK Lactobacillus plantarum
Trida II-c
acidocin B Lactobacillus acidophilus

carnobacteriocin A

Carnobacterium piscicola

divergicin A

Carnobacterium divergens

enterocin P

Enterococcus faecium

enterocin B

Enterococcus faecium

Trida III

helveticin J

Lactobacillus helveticus

helveticin V-1829

Lactobacillus helveticus
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1.1.3 Antimikrobialni peptidy eukaryot

Eukaryotické mikroorganizmy jsou taktéZ schopny produkovat antibakteridlni peptidy,
které slouZi jako ochrana pied infekci nebo proti konkurenci, pfi¢emz hostitele chrani rtiz-
nymi mechanizmy uc¢inku. NejCastéji jde o poruSeni semipermeability cytoplazmatické
membrany, kterd se stdvd propustnou, coZ vede k nevratnému tniku bunééného materidlu a
ndsledné smrti buniky. Produkce téchto peptidd je soucdsti imunity. Eukaryotické peptidy
vykazuji rizny stupeil toxicity, napi. defensiny, které jsou produkovany lidskymi neutrofi-
ly (bilé krvinky, které se fadi mezi granulocyty) a jsou ve vysokych koncentracich cytoto-
xické vici produkujicim bunkdm. Pravé diky své toxicité jsou tyto peptidy nevhodné pro

pouZiti v potravindiském primyslu [9, 10].

1.1.4 Rozdil mezi bakteriociny a antibiotiky

Bakteriociny jsou v literatufe Casto zaménovany za antibiotika, to by ale znemoziiova-
lo jejich pouZiti v potravindiském pramyslu, protoze antibiotika se v potravinach vyskyto-
vat nesméji. TudiZ je rozliSeni téchto pojmu velmi dileZité. Rozdil je jiz v samotné aplika-
ci. Bakteriociny se pfidavaji do potravin, kdeZto antibiotika ndm slouZi jako 1éky a jsou to
sekundarni metabolity mikroorganizmi, zatimco bakteriociny jsou syntetizovany ribozo-
maln¢ a maji velice uzké spektrum dcinku. Spektrum tc¢inku antibiotik je Sirsi. Hostitelské
bunikky vykazuji imunitu na bakteriociny, nikoli na antibiotika. Rezistence na bakteriociny
je zajisténa strukturni zménou membrany. Organizmy vykazujici rezistenci na antibiotika
nemusi byt rezistentni na bakteriociny. Zatim nebyla zaznamendna toxicita bakteriocint,

coz neplati pro antibiotika [1, 10].

1.1.5 Bakteriociny v mase a masnych vyrobcich

Bakteriociny by nemély byt pouZiviny jako jedina konzervacni Cinidla, ale spiSe jako
soucast vice piekazek bariérového systému. Bakterie mlécného kvaseni se bézné vyskytuji
v mase, a proto byly bakteriociny téchto bakterii diikladn¢ zkoumdany a izolovany, pficemz
jednim z nejlépe prozkoumanych je nisin. Dusitany a dusi¢nany mohou byt pfirozenou
sloZkou potravin, zejména rychle rostouci zeleniny, jako jsou saldty, pii jejichZ péstovani
byla pouzita dusikatd hnojiva a tyto latky se pak dostavaji kofenovym systémem z pidy do
rostliny. Dusitany a dusi¢nany se zamérn¢ ptidavaji do masa a masnych vyrobki, z davodu
inhibice sporulujicich bakterii zejména proto, Ze napomahaji udrZovat spotiebiteli pozado-

vanou c¢ervenou ¢i riiZzovou barvu masa. Dusi¢nany neptedstavuji pro dospélé osoby za-
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vaznéjsi riziko, protoZe jejich nadbytek se z t€la snadno vylou¢i moci. Problém nastdva,
jestlize v organizmu dojde k redukci dusi¢nanil na dusitany, které nasledn¢ mohou reago-
vat s aminokyselinami za vzniku nitrozamint, slouc¢enin vykazujicich karcinogenni, tera-
togenni a mutagenni u¢inky. Obavy ze zdravotni zavadnosti téchto slou¢enin vedly k hle-
dani novych alternativnich metod konzervace. ReSenim by mohla byt kombinace nisinu
spolu s niz§imi ddvkami dusi¢nani. Ddle byly zkoumdany t¢inky nisinu na bakterii Listeria
monocytogenes, nesporulujici, fakultativné anaerobni bakterii, kterd je hojné rozSifena v
prostfedi. Dokéze rist v Sirokém rozmezi pH 4,1 — 9,6 i teploty 0 — 45 °C, roste tedy pii
chladirenskych teplotich. Je velmi odolnd vii¢i vysychdni a roste pti vysokych koncentra-
cich NaCl (prezivaji 1 v prostiedi s koncentraci NaCl 25%). Odoldva 1 nizké vodni aktivité
(aw = 0,9). Kvtli jeji vysoké odolnosti a patogenité je povazovdna za jeden z hlavnich pro-
blémt z hlediska bezpecCnosti potravin. Zplisobuje onemocnéni zvané listeridza, které mtize
mit fatdlni prabeh koncici smrti a v ptipad¢ t€hotnych Zen hrozi nebezpeci potratu. Listeria
monocytogenes se bézné vyskytuje v mase syrovém, ale také ve varenych a hotovych mas-
nych vyrobcich. Probéhla fada vyzkumi, ve kterych byl testovdn tcinek nisinu spole¢né
s riznymi kombinacemi NaCl, pH, teploty a vlivu modifikované atmosféry. Tyto vyzkumy

poskytovaly pomérn¢ slibné vysledky v eliminaci této bakterie [10, 11].

1.1.6 Bakteriociny v obalech

V poslednich desetiletich se védci aktivné ve vyzkumech vénovali zaclenéni bakterio-
cinli do obalovych félif z dlivodu zabranéni kontaminace potravin patogennimi mikroorga-
nizmy a mikroorganizmy zpiisobujicimi kaZeni potravin. Antimikrobidlni balici félie za-
brariuje ristu mikroorganizmii na povrchu potravin v mistech, kde je félie v pfimém kon-
taktu s potravinou. Ukdzalo se, Ze nejucinngj$i je pozvolné uvolnovani bakteriocinil
z obalil na povrch potraviny, protoZe jinak miiZe byt antimikrobidlni aktivita snizena nebo
uplné redukovana v diisledku inaktivace bakteriocinli slozkami potravin. Existuji 2 zpiso-

by pro piipravu oballl obsahujici bakteriociny:

1. zallenéni bakteriocinii pfimo do polymeru

2. vytvoteni natéru (povlaku) bakteriocinu na povrchu félie [10].

1.1.7 Enterociny

Yoos v

Enterociny jsou bakteriociny produkované enterokoky a jsou zvlasté a¢inné proti liste-

riim, klostridiim a stafylokokdm.
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Jedna se naptiklad o:

cytolisin — tfida I, produkovan bakterii Enterococcus faecalis

- enterocin A, enterocin P, enterocin CRL35 — tfida II-a, produkovéany bakterii
Enterococcus faecium

- mundticin — tfida II-c, produkovéan baterii Enterococcus mundtii

- enterocin AS—48, enterocin B, enterocin LL50 A, enterocin L50 B, enterocin Q

— maji neobvyklé strukturdlni ¢i genetické znaky, kterymi se odliSuji od zné-

mych bakteriocinil, proto je nelze zatadit do klasického rozdéleni. Jsou produ-

kovény bakterii Enterococcus faecium [12, 14].

Z dtivodu nemozného zatazeni nékterych enterocinii do tiid bakteriocind, bylo navrZe-
no nové zjednoduSené rozdé€leni, zaloZené na struktute a podobnosti aminokyselinové sek-

vence bakteriocinu [14].

Enterokoky jsou pfirozenou soucdsti gastrointestindlniho traktu Zivocichti a jsou pova-
Zovéany za indikatory fekdlniho zneciSténi vody a potravin. Mohou byt také piivodci
nozokomidlnich ndkaz a velké mnozstvi kmenil vykazuje rezistenci na antibiotika. Nicmé-
n¢ hraji velmi dilezitou roli pfi zrdni syri a vyrobé fermentovanych masnych vyrobk,
diky tomu, Ze jsou odolné vici nepiiznivym chemickym i fyzikdlnim podminkam (pieZiva-
ji vysoké i nizké teploty, vysoké koncentrace soli). V syrafstvi je diilezitd inhibice bakterie
Clostridium tyrobutyricum, ktera zptisobuje nezddouci pozdni dufeni syri.. Enterociny tedy

maji dobry predpoklad pro uziti jako konzervacni latky pro syry a zeleninu [13, 14].

1.1.8 Nisin

Bakteriociny produkované grampozitivnimi bakteriemi jsou nejvice zkoumdny kviili
zkoumané patii nisin, ktery je pouzivan jiz dlouho a je GCinny proti ptivodcim alimentar-
nich onemocnéni. Jiz v ddvnych dobéach dochéazelo pti vyrob¢ syru ke Spatnému nebo po-
malému kysani mléka, coZ bylo zplisobeno hlavné bakteriofagy, ale bylo také zjisténo, ze
nékteré mlécné laktokoky (piivodné streptokoky) mohou inhibovat rast ostatnich. Roku
1928 byl poprvé zjistén pravdépodobny inhibicni efekt nisinu. O 23 let pozd¢ji byl nisin
poprvé testovan jako konzervaéni prosttedek, aviak az roku 1988 jej schvalil FAD (Utad
pro kontrolu potravin a 1é¢iv) pro pouziti do pasterizovanych tavenych syrii a saldtovych
dresingl. Nisin je peptid, ktery se skldda z 34 aminokyselin (Obr. 1) a vyskytuje se v Sesti

ruznych forméch oznacovanych pismeny A az E, produkovany bakterii Lacotococcus lac-
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tis subsp. lactis. Nejreaktivn€jsi formou je nisin A, ktery se od piirodni formy oznacované

pismenem Z lisi substituci histidinu za kyselinu asparagovou [1, 14].

Nisin fadime do tfidy I — lantibiotika typu A. Mechanizmus ucinku spoc¢iva ve vytvo-
feni portt v membrané buniky. Obvykle nemd Zadny vliv na gramnegativni bakterie, kvuli
neschopnosti nisinu proniknout pfes vnéj$i membranu k membrané cytoplazmatické, avSak
spolecnym plisobenim nisinu a ethylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA) inhibuje i tyto
bakterie. Ddle béZn¢ neinhibuje kvasinky a plisn€. Za normdlnich podminek tedy ptisobi
pouze na grampozitivni bakterie a to konkrétn€ na bakterie mlécného kvasSeni a patogeny,
jako jsou Listeria, Staphylococcus, Mycobacterium, sporulujici bakterie Bacillus a
Clostridium, pticemZ spory téchto bakterii jsou na nisin citlivéjsi nez jejich vegetativni
formy. Nejcitlivéjsi je nisin na spory, které jsou naruseny pusobenim vysokych teplot a
nachédzeji se v kyselém prostiedi, proto se nisin nejcastéji pouzivd v konzervirenském

primyslu. Mechanizmus, kterym nisin zabraiiuje kli¢eni spor, neni zcela zndm, ale pied-

poklada se, Ze inhibice je zplisobena vazbami nisinu na sulfhydrylové skupiny [14].

Pouziti nisinu jako konzervantu je schvdleno ve vice neZ padesati zemich. Vybor
WHO stanovil maximdlni denni ddvku nisinu 0,86 mg/kg hmotnosti dospélého Clovéka.
Nisin se béZné pridava do konzervovanych polévek, ledu pro uchovani cerstvych ryb, ma-

jonéz, mléénych vyrobki a konzerv [1, 14].
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Obr. 1 Struktura nisinu [15]
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2 PROTEKTIVNI KULTURY

Protektivni neboli ochranné kultury jsou mikroorganizmy, jejichz metabolické produk-
ty inhibuji ¢i reguluji rast nezadoucich bakterii, kvasinek nebo plisni v potravinach. Tyto
nezadouci mikroby mohou mit toxigenni ¢i patogenni vlastnosti a mohou zplsobovat ka-

Zeni potravin [16].

Ochranné kultury jsou soucdasti startovacich kultur, zodpovédnych za kvaseni pti vy-
rob¢ fermentovanych potravin. Tyto potraviny maji mnohem delsi trvanlivost, neZ potravi-
ny nefermentované, to je dano pravé produkty metabolizmu startovacich kultur, jako jsou
organické kyseliny, peroxid vodiku, diacetyl, reuterin a bakteriociny. OvSem tyto kultury

nevytvafi pouze latky inhibi¢ni, ale také latky ovliviiujici organoleptické vlastnosti vyrob-
ku [16].

2.1 Bakterie mlé¢ného kvaseni (BMK)

Bakterie mlécného kvaseni tvoii heterogenni skupinu mikroorganizm, jejichZ hlav-
nim spoleénym znakem je produkce kyseliny mlééné z riznych substratl. Radime zde
grampozitivni, fakultativné anaerobni, nesporulujici koky nebo tyCinky, schopné riistu pfi
nizkych hodnotiach pH. Na zdklad¢ konec¢nych produkt fermentace sacharidii se déli na
homofermentativni a heterofermentativni. Homofementativni BMK, u nichZ fermentace
sacharidii probihd po Embden-Meyerhof-Parnasové (EMP) draze, produkuji hlavné kyseli-
nu mlé¢nou (Obr. 2). Patii zde Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus a nékteré lakto-
bacily. Zatimco heterofermentativni BMK produkuji kyselinu mlé¢nou zhruba z 50% a
dale tvofii kyselinu octovou, CO,, etanol a dalsi latky (Obr. 2), k jejichZz produkci vyuzivaji
EMP nebo 6-fosfoglukonat/fosfoketolazovou drdhu. Do této skupiny ftadime rody

Leuconostoc, Weissella, Oenococcus a nékteré laktobacily [17, 19].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

Glukoza
Homofermentativni Heterofermentativni
Glukoza-6-P Glukoza6-P
Frukt6za-6-P 6-fosfoglukonat
Frut6zal,6-DP Ribul6za-5-P
Glyceraldehyd-3-P N\ Dihydroxyaceton-P Glyceraldehyd-3-P Acetyl-P
Ne
H.0 i ¢

2 Pyruvat Pyruvat Acetaldehyd
2 Laktat Laktat Etanol

Obr. 2 Pritbeh homo a heterofermentativniho kvaseni [19]

NP

BMK jsou hojné rozsiteny, pfirozen¢ se vyskytuji v mléce, zazivacim a urogenitalnim
traktu lidi a zvitat, jsou soucasti rostlin a mnohych potravin. Pfedevs§im jsou vyuzivany pro

vyrobu fermentovanych vyrobkd, ale nékteré druhy slouzi také jako probiotika [17, 18].

2.1.1 Rod Lactobacillus

Je velice rozmanitad skupina, Citajici vice nez 80 druhi. Patii do celedi Lactobacilla-
ceae a jednd se o grampozitivni, fakultativné anaerobni ty¢inky. Produkuji kyselinu mléc-
nou, pfiCemz druhy Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus planta-
rum patif mezi homofermentativni BMK a druhy Lactobacillus brevis a Lactobacillus fer-
mentum jsou heterofementativni. Tento rod je tedy velmi vyznamny v potravindiském
pramyslu pro vyrobu kysanych mlék, jogurtd, syra, kvaseného zeli, okurek a dalSich pro-
dukti. AvSak dtlezitou roli hraje také v primyslu farmaceutickém, kde slouZzi jako probio-

tika (napt. Lactobacillus fermentum, Lactobacillus rhamnosus) [20, 21].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

2.1.2 Rod Lactococcus

Zastupci toho rodu jsou grampozitivni, kataldza-negativni, fakultativné anaerobni ko-
ky, vyskytujici se samostatn¢, v parech nebo fetizcich. Diive byly povazovany za soucast
rodu Streptococcus, avsak roku 1985 byly s této skupiny vy€lenény. Jednd se o homofer-
mentativni BMK. Je zndmo 7 druhil, a to Lactococcus lactis (ma 4 poddruhy, z nichZ nej-
dalezitéj$i jsou Lactococcus lactis subsp. lactis a Lactococcus lactis subsp. cremoris),
Lactococcus plantarum, Lactococcus piscium, Lactococcus garvieae, Lactococcus raffino-

lactis, Lactococcus chuangangensis, Lacotococcus fuiiensis [22, 23].

v v

Laktokoky jsou hojné rozsiteny v mléce a mléénych vyrobcich, jsou soucasti rostlin,
hmyzu, ryb a Zivocichti. Podobné¢ jako laktobacily jsou vyuZivany pro vyrobu fermentova-

nych potravin [24].
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3 CHARAKTERISTIKA RODU ENTEROCOCCUS

Enterokoky jsou grampozitivni (Obr. 3), kataldza-negativni, oxiddza-negativni, fakul-
tativné anaerobni, nesporulujici koky. Jsou zpravidla ovdlného tvaru a mohou se vyskyto-
vat v kratkych fetizcich, dvojicich nebo jako jednotlivé buiiky. VétSina druhti dokdze hyd-
rolyzovat eskulin v pfitomnosti Zlu¢ovych soli (40%). Produkuji bakteriociny, nazyvané
enterociny, které byly bliZe popsany v kapitole 1.1.7. Produkuji kyselinu mlécnou jakoZzZto

s 2

kone¢ny produkt fermentace glukdzy, patii tak mezi bakterie mlécného kvaseni. Rod Ente-
rococcus je nejrozporuplnéjs$i skupinou bakterii mlééného kvaSeni, a to proto, Ze m4 za-
sadni vyznam pii zrdni mnoha druhti syrt, uziva se jako probiotikum, ale na druhou stranu
mohou byt nékteré kmeny ptivodci nozokomidlnich (nemocni¢nich) ndkaz, produkovat

virulentni faktory a byt rezistentni k nékterym antibiotikiim [13, 27].

Plivodné byly enterokoky zndmy jako D skupina streptokokt, avSak roku 1980 bylo na
zékladé DNA —DNA a DNA -RNA hybridizace prokdzano, Ze enterokoky se od strepto-
kokti odliSuji geneticky i fenotypove a byly z této skupiny vyclenény. Dnes je zndmo vice
nez 28 druhti enterokokl a to napi. E. asini, E. avium, E. canis, E. casseiflavus, E. ceco-
rum, E. columbae, E. dispar, E. durans, E. faecalis, E. faecium, E. flavescens, E. gallina-
rum, E. gilvus, E. haemoperoxidus, E. hirae, E. malodoratus, E. moraviensis, E. mundti,
E. pallens, E. phoeniculicola, E. pseudoavium, E. raffinosus, E. Ratti, E. saccharolyticus,
E. saccharominimus, E. solitarius, E. sulfureus, a E. villorum [27]. Snimek bakteire Ente-

rococcus faecalis zachyceny pomoci elektronového mikroskopu Ize pozorovat na Obr. 4.

- -

L]

. L)

Obr. 3 Enterococcus durans — prepardt barven dle Grama [29]
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Obr. 4 Snimek bakterie Enterococcus faecalis porizen pomoci skenovaciho elek-

tronového mikroskopu [28]

3.1 Fyziologie

Rod Enterococcus bézné roste v rozmezi teplot 0 — 45 °C a pteziva zdhiev 60 °C po
dobu 30 minut v neutrdlnim médiu. Optimalni podminky pro rist enterokokt jsou 37 °C a
pH 7,5. Snasi nizkou vodni aktivitu, je schopen rustu v pfitomnosti NaCl (6,5 %) a pti pH
9,6 Tohoto kritéria se béZn¢ vyuziva pro odliSeni enterokokil od streptokokti a laktokokd.
Vyskytuji se hojné€ v potravindch, kde mohou produkovat biogenni aminy (latky vznikajici
z volnych aminokyselin d¢inkem mikroorganizmil, vykazujicich dekarboxyldzovou aktivi-

tu) [25].

3.2 Patogenita

Enterokoky byly uzndny jako potencidlné patogenni mikroorganizmy na pielomu
20. stoleti. Maji schopnost pfizpiisobit se Zivotnimu prostiedi a nepfiznivym podminkam.
Jsou také znamy svou rezistenci na antibiotika, ktera se neustale zvySuje. Maji jak pfiroze-
nou rezistenci (specifickd pro kmen ¢i druh), tak i ziskanou (vznik mutaci piivodni bakteri-
alni DNA a jeji nésledné pfedani dcefinym bunkdm), tato vlastnost je velmi dileZitd pro

nozokomidlni patogeny, jako jsou Enterococcus faecalis, E. faecium, E. avium, E. gallina-
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rum, E. casseiflavus, E. raffinosus, E. mundtii. Tyto bakterie jsou odolné vici tradicné uZzi-
vanym antibiotikim (ampilicin, vankomycin, cefalosporiny, penicilin, aminoglykozidy).
Mezi nejvyznamnéj$i onemocnéni zplisobend enterokoky patii: infekce mocovych cest,
nozokomidlni infekce a superinfekce, meningitida, bakteridlni endokarditida, bakteriémie

[25, 26].

3.2.1 Enterokokova endokarditida

Endokarditida je zdnét endokardu. Jednd se o zdvazné onemocnéni vedouci k umrti
20 — 30 % pacientl, které se projevuje embolii, krvdcenim do spojivek, zanétem ledvin,
nitrolebnim krvéaceni, srdeCnim selhdanim. Nejcastéji je vyvoldana druhem Enterococcus
faecalis. Lécba spocivd v podavani vysokych dédvek antibiotik po velmi dlouhou dobu
(nejméné jeden mesic). Druh antibiotik se odviji od mikrobidlniho ptivodce a zjisténé citli-

vosti [30].

3.2.2 Bakteriémie

P11 bakteriémii jsou bakterie pfitomny v krvi. Krev je za normélnich podminek sterilni.
Bakterie mohou do krevniho fecis$té vstupovat v priibéhu operace, pomoci katétri, jehel ¢i
jinych cizich téles vstupujicich do zil (Casté u narkomant), pii bakteridlnim zdpalu plic
(ptechod bakterii z plic, jakozto velice dobfe prokrveného orgéanu, do krve). Projevuje se
sepsemi (otrava krve) a septickymi Soky (organizmus reaguje velmi agresivné proti bakte-

rifm a spolu se Skodlivymi tcinky bakterii miZe dojit k dmrti pacienta) [26, 31].

3.3 Enterokoky jako probiotika

Probiotika jsou Zivé mikroorganizmy, které jsou zamérné piiddvany do potravin, vy-
kazuji ptiznivy uc€inek na zdravi konzumenta a zajiStuji rovnovdhu stfevni mikroflory.
Pfidavaji se do jogurtli, fermentovanych i nefermentovanych mlék, kojenecké vyzivy, far-
maceutickych prostiedkii. Probiotickd mikrofléra ma velké mnozstvi pfiznivych dcinka:
zvySovani imunity, zajiSténi rovnovéhy stievni mikroflory, prevence rakoviny stiev, 1écba
prijmu vzniklého v disledku uzivani antibiotik, prevence viedi. Kmeny, které lidé vyuZi-
vaji jako probiotika, byly izolovany z lidského gastrointestindlniho traktu a obvykle se
jednd o zastupce rodu Lactobacilllus, Bifidobacterium, z rodu Enterococcus jsou to hlavné
Enterococcus faecium a Enterococcus faecalis. AvSak narustajici rezistence enterokokil k

antibiotikim vede k obavdm z jejich uZzivani jakoZto probiotik [27].
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3.4 Vyskyt enterokokii v potravinach

Jak jiz bylo zminéno, v gastrointestindlnim traktu lidi a zvitat se vyskytuji Entero-
coccus faecalis a E. faecium, avSak vyskyt téchto druhli v potravindch nemusi nutné uka-
zovat na zneciSténi fekdliemi, protoZe odolnost enterokokl k pasteraénim teplotdm a
schopnost pfizplisobovat se rdznym substratim umoznuje témto bakteriim kolonizaci
mnoha potravin. Enterokoky se bézn¢ vyskytuji v syrovém mléce a mléénych vyrobcich.
MiIéko je idedlnim médiem pro rist téchto mikroorganizmt. Ve velkém mnoZstvi mohou
byt pfitomny v syfenin¢ a zrajicich syrech, kde hraji velmi dileZitou roli diky jejich pro-
teolytické a lipolytické aktivité, kterymi ptispivaji k vyvoji typické chuti a viini téchto sy-

ri. Mnoho vyzkumi také potvrdilo jejich vyskyt v pasterovaném a UHT mléku [25, 27].

Diéle se vyskytuji v mase a masnych vyrobcich. Do syrového masa enterokoky precha-
z{ pfi pordzce, profiznutim stfev a ndslednym potiisnénim svaloviny jejich obsahem, pro-
sttednictvim feznych ran a vpichll. Nachdzeji se i v tepeln¢€ opracovanych masnych vyrob-
cich, kdy se po pieziti vysokych teplot mohou podilet na kazZeni téchto vyrobkl. Ve stie-
domotskych oblastech vyrdb&ji mistni feznici fermentované masné vyrobky bez pouZziti
startovacich kultur. Za fermentaci odpovidé pfirozen¢ se vyskytujici mikrofléra masa (rody
Enterococcus, Lactobacillus, Streptococcus a kvasinky), kterd umoziuje vznik typickych

organoleptickych vlastnosti produktt [25, 26, 27].

Enterokoky byly izolovdny ze zeleniny a z oliv a jsou pfitomny také v zeleniné fer-
mentované. Do fermentovanych potravin se pfidavaji zamérné jakoZto startovaci kultury,
ale také jako kultury protektivni, které svou schopnosti produkovat bakteriociny inhibuji

rust nezadoucich patogent, jako je Listeria monocytogenes [24, 25, 27].
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4 PRODUKCE BIOGENNICH AMINU ENTEROKOKY

Biogenni aminy jsou organické baze s aromatickou, alifatickou ¢i heterocyklickou
strukturou, které vznikaji dekarboxylaci aminokyselin. Jsou pifitomny v prokaryotickych i
eukaryotickych bunkdch a vyskytuji se pfirozené¢ v malych koncentracich v potravinich
(pivodem z tkdni a pletiv), ale také se do potravin dostdvaji ¢innosti mikroorganizmil
s dekarboxyldzovou aktivitou. Tyto mikroorganizmy se v potravinich mohou vyskytovat
piirozen¢, nebo do nich vnikaji v pribéhu technologického zpracovani, jakozto sekundéarni
kontaminanty. Aktivitu a syntézu dekarboxyldzovych enzymil ovliviiuje teplota, pfitom-
nost volnych aminokyselin, vodni aktivita, pH, koncentrace NaCl a redoxni potencial.
Schopnost produkovat biogenni aminy zavisi na daném bakteridlnim kmenu, zda dokdze
produkovat piislusné dekarboxylazové enzymy. Dekarboxyldzovou aktivitu vykazuji mno-
hé bakterie z Celedi Enterobacteriaceae, jako je Escherichia coli. Déle se jednd o rody:
Lactobacillus, Enterococcus, Micrococcus, Pseudomonas, Carnobacterium a dalsi.
Z biogennich aminl se nejvice sleduji histamin, tyramin, putrescin, kadaverin, tryptamin,
spermin a spermidin, kdy jejich vysokd koncentrace v potravinich jako jsou ryby, syry,
vino, pivo, fermentované masné vyroby a zelenina, mize indikovat zvySeny vyskyt konta-

minujici mikrofléry [32, 33, 34].

4.1 Utinky biogennich amini na ¢lovéka

Biogenni aminy maji jak pozitivni, tak i negativni dopad na organizmus ¢lovéka. Hraji
dileZitou roli pfi syntéze bilkovin, ovliviiuji krevni tlak, pisobi jako lokdlni hormony a
neurotransmitery. Neurony, krevni a Zirné builky obsahuji histamin. AvSak konzumace
potravin s vysokymi koncentracemi biogennich aminii mize byt pro ¢lovéka toxickd. U
citlivych jedinct, ¢i lidi, ktefi uZivaji léky pusobici jako antidepresiva (inhibitory
monoaminooxiddz), poptipad¢ majici nedostatek aminooxiddz (enzymy zpusobujici degra-
daci biogennich amint), ktery miiZe byt zpiisoben uzivanim drog, alkoholu ¢i nemocemi
gastrointestindlniho traktu, mohou zpiisobovat potize i nizké koncentrace biogennich ami-
nd. Mezi typické pfiznaky signalizujici nadmérny piijem biogennich aminl patii potiZe s
dychanim, poceni, bolesti hlavy, paleni v ustech, kopfivka, nevolnost, zvraceni, zvysSeni ¢i

snizeni krevniho tlaku [32, 33, 34, 35, 36, 37].
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4.2 Histamin

Histamin spolec¢né s tyraminem patii mezi nejprostudovanéjsi biogenni aminy, diky je-
jich vazoaktivnim (ptisobici na cévy) a psychoaktivnim (ovliviiujici psychiku) G€inklim a
spojitosti s potravinovymi otravami. Byl uznan jako piivodce tzv. scombroid otravy (otrava

vznikajici po konzumaci zkazenych ryb, ¢i jinych motskych plodit) [38, 39].

Histamin vznika dekarboxylaci aminokyseliny histidinu. Po chemické strance se jednd
o imidazolylethylamin (Obr. 5). Siln€ histamin produkujici druhy jsou Morganella, Kleb-
siella, Oenococcus, Lactobacillus, Pediococcus i Enterococcus. Jeho nadmérné uvolnovani
pii alergickych reakci zpiisobuje kopfivku a ziuzeni pradusek, proto je nutné potlacit jeho

pusobeni pti 1é¢be alergii [38, 40].

N
< ]
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Obr. 5 Histamin [41]
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4.3 Tyramin

Tyramin (Obr. 6) vznikd dekarboxylaci tyrozinu a ve velké mife se vyskytuje ve fer-
mentovanych vyrobcich. Vyskyt tyraminu v potravindch zdvisi na koncentraci volného
tyrozinu a piitomnosti mikroorganizmi, majicich tyrozin-dekarboxyldzovou aktivitu.
Technologické zpracovéni potravin a zraci procesy také ovliviiuji koncentraci tyraminu
v potravindch. Je tudiZ nutné urcit vliv vnéjSich faktorti na rist a produkci tyraminu mikro-
organizmy. Napfiklad rst a produkce tyraminu u bakterie Enterococcus faecium jsou nej-
vice ovliviiovany téinkem pH. Castymi producenty tyraminu jsou rody Enterococcus,

Carnobacterium a Lactobacillus [36, 38, 42].

Toxické divky tyraminu v potravindch se pohybuji okolo 20 — 80 mg/kg potraviny.
Rozpéti je ponc€kud Siroké, protoze zohlednuje individudlni ptisobeni tohoto aminu na kaz-
dého jedince. Startovaci kultury mohou zvySovat mnoZstvi tyraminu, ale i jinych biogen-
nich amind v potravinich, proto je k tomuto tc¢elu nutné zvolit mikroorganizmy nevykazu-

jici dekarboxyldzovou aktivitu [43].
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NH
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Obr. 6 Tyramin [44]

4.4 Detekce biogennich amini

Pritomnost biogennich amini miZe byt detekovdna riznymi metodami. Napiiklad
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie, hmotnostni spektrometrie, tenkovrstvé
chromatografie ¢i enzymatického testu. Vzhledem k nepfiznivym uc¢inkim biogennich
amind na zdravi konzumenta je jejich v€asnd detekce pro potravindisky pramysl velmi

dilezita [40].

V klasickém postupu identifikace, napfiklad tyraminu, se nechaji mikroorganizmy
s tyrozin-dekarboxyldzovou aktivitou kultivovat v jejich optimdlnim médiu, které je obo-
haceno o tyrozin v piesné definovaném mnoZstvi a slouZi jako substrat pro dekarboxylaci.
Nésledné se stanovuje, zda byl vytvofen tyramin, popiipad€ v jakém mnoZstvi. Rychlou a
nejvice vyuzivanou metodou pro zjiSténi pfitomnosti tyraminu je izokratickd vysokoucinna
kapalinova chromatografie (HPLC — hight-performance liquid chromatography). Jedna se

o chromatografickou techniku, slouzici k separaci sloZek vzorku za ticelem stanoveni jejich

pritomnosti a koncentraci [46].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 MATERIALY A METODY

5.1 Zarizeni

- Autokldv VARIOKLAV

- Automaticky davkovac

- Automatické pipety

- Bakteriologicka klicka

- Biologicky termostat MEMMERT

- Biohazard box TELSTAR

- Centrifuga HETTICH ROTANTA 460

- Exikétor

- Injekeni jehla Terumo modrd 0,6mm x 30mm

- Laboratorni predvazky KERN

- Laboratorni sklo a plasty (zkumavky, Petriho misky, eppendorfkové mikroz-
kumavky)

- Lednicka Elektrolux

- pH metr pH Spear

- Vortex

- Zafizeni pro deionizaci vody Aqua Osmotic

5.2 Material

5.2.1 Zivna média
- M-17 (Merck)
pouziti: 42,5 g na 1000 ml
pH: 7,2 £ 0,2 pti 25°C
Pro ptipravu 400 ml média M-17 bylo tfeba pouZzit navazku 17 g.

- MRS (Merck)
pouziti: 52,2 g na 1000 ml
pH: 5,7 £ 0,2 pti 25°C
Pro ptipravu 300 ml média MRS bylo tfeba pouzit navazku 15,66 g.
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5.2.2 Chemikalie

- 0,6 M HCI a 10% NaOH pro upravu pH
- Fyziologicky roztok
piiprava: 8,5 g NaCl na 1000 ml destilované vody

- Destilovand voda pro piipravu Zivnych médii a fyziologického roztoku

5.2.3 Pouzité mikroorganizmy

Producenti biogennich aminti - tyto bakteridlni kmeny byly testovany na citlivost vici

vybranym protektivnim kulturdm a byly ziskdny ze sbirky Ustavu inZenyrstvi Zivotniho

prostiedi Fakulty technologické UTB. Kmeny byly izoloviany z masa a masnych vyrobk.
Enterococcus durans B151
Enterococcus durans B152
Enterococcus durans B153
Enterococcus durans B154
Enterococcus durans B160
Enterococcus durans B169
Enterococcus faecalis B131
Enterococcus faecalis B142
Enterococcus faecium B129
Enterococcus faecium B133
Enterococcus faecium B143
Enterococcus faecium B144
Enterococcus faecium B145
Enterococcus hirae B76
Enterococcus hirae B122
Enterococcus hirae B124
Enterococcus hirae B147

Enterococcus faecium E25
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Enterococcus faecium E27
Enterococcus faecium E2
Enterococcus faecium E11
Enterococcus faecium E13
Enterococcus faecium E8
Enterococcus faecium E14
Enterococcus faecium ES
Enterococcus faecium E17
Enterococcus sp. E16
Enterococcus sp. E21
Enterococcus sp. E26
Enterococcus sp. E28
Enterococcus sp. E15
Enterococcus sp. E30

Enterococcus sp. E18



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

35

Protektivni kultury - tyto bakteridlni kmeny byly ziskdny ze Sbirky Laktoflora sidlici

v Tébofe (pobocka Vyzkumného dstavu mlékdrenského). Jedna se o nésledujici sbirkové

kmeny, které jsou spolecné s piisluSnymi produkty metabolismu uvedeny v Tab. 2.

Tab. 2 Protektivni kultury a jejich produkty metabolismu

Oznaceni
Rod Druh Metabolity
kmene
Enterococcus | faecium CCDM9%45
peroxid vodiku,
Lactobacillus | acidophillus CCDM79
acidocin D20079
bakteriocin ¢i bakterio-
Lactobacillus | acidophillus CCDM149
cin podobné latky
protein s molekulovou
Lactobacillus | gasseri CCDM377
hmotnosti > 50 kDa
Lactobacillus | gasseri CCDM340
bakteriocin ¢i bakterio-
Lactobacillus | gasseri CCDM214 )
cin podobné latky
Lactobacillus | helveticus CCDM62
bakteriocin ¢i bakterio-
Lactobacillus | helveticus CCDM82 )
cin podobné latky
Lactobacillus | helveticus CCDM125
Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM670 nisin
Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM686 nisin
Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM689 nisin
Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM695 nisin
Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM698 nisin
Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM731 nisin
Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM71 nisin
Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM414 nisin
Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM418 nisin
Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM416 nisin
Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM702 nisin
Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM671 nisin
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Kontroln{ kultury:
Jako kontrolni kmeny byly pouzity kmeny produkujici biogenni aminy, u nichz jiz

diive byla zjisténa citlivost vii¢i kmentim produkujicim bakteriociny. Za timto ticelem byly
pouzity 2 sady kmenti. Kmeny pochézejici z VUM (Vyzkumny dstav mlékdrensky pobog-

ka Tébor) a byly izolovany z ptirodnich syra.
Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T2
Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T3
Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T8
Lactobacillus curvatus T15
Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T37

Do druhé skupiny byly zafazeny kmeny pochdzejici ze Sbirky Vyzkumného tstavu
pivovarského a sladafského v Praze. V tomto piipadé se jednalo o kontaminanty, které

byly izolovéany z piva.
Lactobacillus brevis P16
Lactobacillus brevis P20
Lactobacillus brevis P33
Lactobacillus plantarum P89
Lactobacillus plantarum P94
Lactobacillus plantarum P96

Lactobacillus brevis P98

5.3 Priprava tekutych Zivnych pad

Vypoctené mnozstvi navazky média M-17 a MRS bylo zalito odpovidajicim mnoz-
stvim destilované vody, dokonale promichdno a rozpusSténo. Ndasledn¢ bylo ddvkovano
5 ml suspenze do cCistych zkumavek, ty byly opatieny vrsky a pro zajiSténi sterility média

autokldvovéany (121 °C po dobu 20 minut).
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5.4 Priprava tuhych Zzivnych pud

Nejprve bylo vypocteno potfebné mnozstvi média M-17 nebo MRS a agaru. Ob¢ na-
vazky byly zality odpovidajicim mnoZstvim destilované vody. VloZeny do autokldvu a
sterilovany pfi teploté 121 °C po dobu 20 minut. Nésledné byla média ochlazena na teplotu
piiblizné 50 °C a rozlita do Petriho misek, obsahujicich citlivé kmeny. Obsahy misek (kul-
tivaCni ptida a inokulum) byly dokonale promichany krouzivymi pohyby a byly ponechiny

k zatuhnuti.

5.5 Inokulace mikroorganizmi

Jednotlivé bakteridlni kmeny byly dlouhodobé uchovavany v eppendorfkovych mi-
krozkumavkach pti mrazirenskych teplotich (-18 °C). Mikroorganizmy byly vyjmuty
z mraznicky a ponechdny pii laboratorni teploté k rozmrznuti. Bakteridlni kmeny byly ino-

kulovéany dle bakteridlniho rodu.

Kmeny produkujici biogenni aminy byly pomoci automatické pipety ve sterilnim pro-
sttedi naddvkovany do jiZ ptipraveného sterilntho média M-17. Nejprve byl obsah eppen-
dorfkovy mikrozkumavky promichdn nasitim a vypuSténim a poté bylo napipetovdno
100 pl bakteridlni suspenze do sterilniho Zivného média M-17. PiisluSné mikroorganizmy

byly kultivovany pfi teploté 30 °C do druhého dne.

Protektivni kultury byly inokulovany podobné¢ jako kultury produkujici biogenni ami-
ny. Pro inokulaci bylo pouZito 150 ul ptislusného bakterialniho kmene, toto mnozstvi bylo

vypusténo do sterilntho média M-17 a kultivovéno pti 30 °C po dobru ti{ dnt.

Kontrolni kultury maji odliSné pozadavky na Zivné médium a podminky kultivace. By-
lo pipetovano 150 ul suspenze kontrolnich kultur do média MRS, nasledné byly kultivova-

ny pii 37 °C za anaerobnich podminek do druhého dne.

5.6 Sledovani inhibi¢niho ptisobeni protektivnich kultur na bakterie

s dekarboxylazovou aktivitou pomoci diftizni jamkové metody

Nejdiive bylo provedeno desitkové fedéni citlivych kment, kdy bylo odebrano 0,5 ml
suspenze daného mikroorganizmu, kterd byla naddvkovdna do zkumavky obsahujici
4,5 ml fyziologického roztoku, timto bylo ziskéno fedéni 10™, z této zkumavky bylo ode-

brano opét 0,5 ml jiz zfedéné suspenze a nadidvkovano do zkumavky obsahujici 4,5 ml
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sterilniho fyziologického roztoku, &im bylo ziskdno fedéni 10™. Stejnym postupem bylo

vytvofeno fedéni 10,

V dalim kroku byla naddvkovana fedéni 10 a 10~ do piedepsanych sterilnich Petri-

ho misek vzdy po 1 ml.

Petriho misky byly zality sterilni Zivnou ptidou o teploté cca 45 — 50 °C (citlivé kmeny
pidou M-17, kontrolni kmeny piidou MRS) a jesté tepla tekutd piida byla krouZivymi po-
hyby peclivé promichana s bakteridlni suspenzi a nisledné byly misky ponechéany v klidu

k zatuhnuti Zivného média.

Do jiz ztuhlych agari byly pomoci sterilniho néstroje vytvofeny pravidelné jamky o
priméru 0,65 cm. Idedln¢ vytvorend jamka meéla hladké okraje bez pifitomnosti dlomku
agaru. V ptipadé€, kdy se obsah jamky nepodatilo zcela vyjmout, byla k tomuto dcelu pou-
zita vyzihana injekcni jehla, jejiz konec byl zahnut do pravého dhlu, takto byl ulpély agar
jednoduse odstranén. Pro zaciSténi okrajii jamky byla pouZita vyzihand bakteriologicka

kli¢ka. Pocet jamek odpovidal poctu testovanych protektivnich kultur.

Do vytvorenych jamek byly davkovany supernatanty protektivnich kultur obsahujici
bakteriociny, které byly ziskany ndsledujicim zplsobem. Protektivni kultury byly po tii-
denni kultivaci v médiu M-17 pfi teploté 30 °C odstiedény (10000 otacek, 20 °C, 15 mi-
nut). Velmi opatrné byl separovan sediment. Vodny podil (supernatant) byl neutralizovin
tak, Ze bylo upraveno pH pomoci 10% NaOH a 0,6 M HCI, aby pifipadné zony nevznikaly
v diisledku plisobeni nizkého pH. Optimalni pH se pohybovalo v rozmezi 6,03-6,06. Na-

sledn¢ bylo napipetovano 100 ul takto upraveného supernatantu do jamek v agaru.

Velmi opatrné (aby nedoslo k vyliti supernatantli z jamek) byly Petriho misky ptene-
seny do termostatu, ktery byl vytemperovan na teplotu 37 °C. Kultivace prob¢hla do dalsi-
ho dne, kdy byly odecteny vysledky. Byl hodnocen vyskyt zén okolo jamek naplnénych

supernatantem. V piipad¢ vyskytu zony byl zméten jeji pramér.

Na Obr. 7 lze pozorovat inhibi¢ni plisobeni protektivnich kultur Lactococcus lactis
subsp. lactis CCDM731 a Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM71. Inhibi¢ni efekt se
projevuje vytvorenim z6n, které spolecné s primérem jamky (0,65 cm) dosahovaly 1,2 cm
(CCDM731) a 1,15 cm (CCDMT71). Naproti tomu kmeny Lactobacillus helveticus
CCDMBS2 a Lactobacillus helveticus CCDM125, inhibi¢ni ucinek nevykazovaly.
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Obr. 7 Pusobeni protektivnich kmenit CCDMS82, 125, 71, 731 na

Enterococcus sp. E15 pri Fedent kultury 1 0?

5.7 Statistické vyhodnoceni vysledku

Vysledky analyzy inhibi¢niho ptsobeni protektivnich (inhibi¢nich) kultur na rist tes-
tovanych kment bakterii rodu Enterococcus byly statisticky vyhodnoceny pomoci nepa-
rametrickych testdl, konkrétné¢ Kruskal-Wallisova testu a Wilcoxonova testu na hlading
vyznamnosti 5 % (P < 0,05). Ke statistickému vyhodnoceni vysledkli byl pouZit software

UNISTAT®, verze 6.5.04 (Unistat, Ltd., Londyn, Velka Britdnie).
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6 VYSLEDKY

Pro studium inhibi¢nich dG¢inka protektivnich kultur na bakterie s dekarboxyldzovou
aktivitou (citlivé kmeny) bylo pouzito 21 protektivnich kment, 33 citlivych kment a 12
kmenii kontrolnich. V rdmci jednoho pokusu bylo testovdno 7 protektivnich kultur na
viech 33 citlivych kmenech, a to pii fedéni 102 a 107, tim bylo provedeno celkem 462
testll. Bylo provedeno vice nez 20 pokust, avSak pro celkové vyhodnoceni nebyly pouzity
vSechny. Do statistického vyhodnoceni (jednalo se o 1389 testil) byly zahrnuty pouze ty
pokusy, u kterych byly pozorovany pozitivni vysledky kontrolnich kultur a ddle do nich
bylo zahrnuto pouze fedéni 107, protoZe vzniklé z6ény se pii fedéni 107 1épe vyhodnocova-
ly (priméry zén bylo mozné zméfit presnéji). Jako kontrolni kultury byly urceny ty bakte-
ridlni kmeny (jednalo se predevsim o laktobacily), u kterych byly prokdzany inhibi¢ni
ucinky ndmi testovanych protektivnich kultur. Srovnédni s kontrolnimi kulturami nebylo
pouZzito u protektivnich kultur CCDM62, 82, 125, 149, 215, 340, 37, protoZe pro tyto kme-
ny doposud nebyly nalezeny mikroorganizmy, na které by tyto protektivni kmeny vykazo-
valy inhibi¢ni uCinek. Ze zacatku, nez doSlo k osvojeni diftizni jamkové metody, bylo

mnoho pokusii nedspéSnych (zony nebyly vytvotfeny ani u kontrolnich kultur).

6.1 Pisobeni protektivnich kultur CCDM670, 686, 689, 695, 698, 731, 71

na dekarboxylaza pozitivni kmeny

Nejvétsi pozornost byla vénovéana pravé této skupiné protektivnich kultur, protoze ty
jako jediné vykazovaly inhibi¢ni uc¢inky na testované kmeny. Jak jiz bylo zminéno,
v prubéhu testovani bylo ziskdno mnoho vysledkt, avSak z diivodu ptehlednosti zde budou

v jednotlivych tabulkdch uvedeny pouze ty nejvyznamnéj$i z nich.

V Tab. 3 jsou uvedeny priméry zo6n vzniklé piisobenim protektivnich kultur na kmen
Enterococcus sp. E16. Nejvetsi inhibicni ucinky vykazovaly protektivni kmeny CCDM760
a CCDMT71 (Obr. 8). Ddle jsou v Tab. 4 zaznamendny prumeéry zon, které byly vytvofeny

inhibici kontrolniho kmene Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T3 (Obr. 9)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 41

Tab. 3 Priiméry zon vytvorené piisobenim protektivnich kultur na bakterii Entero-

coccus sp. E16

E16
Protektivni Redéni
kmeny 102 1073
¢ jamka [0,65 cm] + zéna [cm] | @ jamka [0,65 cm] + z6na [cm]
760 1,35 N
686 1,25 N
689 1,25 N
695 1,15 N
698 1,1 N
731 1,2 N
71 1,35 N

Pozndmka: N - ndznak z6ny, toto oznaceni bylo pouzivano v piipadech, kdy byla vytvofena

z6na nepravidelnd, neohranicena ¢i zéna velmi malych rozméru.

Obr. 8 Inhibicni piisobeni protektivnich kultur CCDM670, 686, 689, 695, 698,
731, 71 na Enterococcus sp. E16 pri redent kultury 1 0?
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Tab. 4 Prumery zon vytvorené piisobenim protektivnich kultur na kontrolni kmen

Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T3

T3
Protektivni Redéni
kmeny 102 107
¢ jamka [0,65 cm] + z6na [cm] | ¢ jamka [0,65 cm] + zéna [cm]

760 1,9 1,8
686 1,7 1,6
689 1,6 1,6
695 1,6 1,7
698 1,5 1,5
731 2 1,9
71 1,7 2

Obr. 9 Inhibicni piisobeni protektivnich kmenit CCDM670, 686, 689, 695, 698, 731,

71 na kontrolni kmen Lactobacillus curvatus subsp. curvatus T3 pri redeni kultury 1 0’
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Z Tab. 5 je patrné, Ze obecné vétsi inhibi¢ni ucinky protektivnich kultur byly pozoro-
vany na kmenech s oznacenim E. Nejvétsi inhibi¢ni zéna (1,4 cm) byla vytvoiena plisobe-
nim kultury Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM731 na Enterococcus sp. E28. Protek-
tivni kmeny CCDM731 a CCDM71 vykazovaly zna¢ny inhibi¢ni efekt na kmeny
s dekarboxyldzovou aktivitou E14, E16, E18, E25, priméry téchto zén se pohybovaly v
rozmezi 1,2 - 1,35 cm. Protektivni kmen CCDM760 vyznamn¢ ti¢inkoval na citlivé kmeny
E15 a E16 (velikost zén 1,3 a 1,35 cm). Kmen CCDM686 nejvice branil rustu Entero-
coccus faecium ES (zéna 1,3 cm) a kmen CCDM698 velmi ovliviioval rast baterie Entero-
coccus faecium E14.

V porovnani s kontrolnimi kmeny (7ab. 6) bylo zjiSténo, Ze tyto kontroly jsou mno-
hem citlivejsi k ic¢inktim protektivnich kment, protoZe zony dosahovaly mnohem vétSich
rozméra (az 2 cm). AvSak ptisobeni kmentt CCDM731 a CCDMT71 se jevilo i u této sady

mikroorganizmu nejslibngji.
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Tab. 5 Prumery zon vytvorené piisobenim protektivnich kultur na citlivé kmeny

Protektivni kmeny 760 686 689 695 698 731 71

Citlivé kmeny Redéni ¢ jamky [0,65 cm] + z6na [cm]
10 0,7 - - - 0,7 0,7 0,7
B76 b b b b
107 - - - - - - -
107 1,15 1,1 1 1 1 1,1 1,2
B122
107 - - - - - - -
2
B124 10_3 - - - - - - -
10 - - - - - - -
102 1.1 1.1 0,7 0,7 0,7 1.2 1.2
B129 ~
10 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
-2
B131 10_3 1.1 1.1 1.1 1 0,7 1.1 1.1
10 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 -
107 1,1 1,1 0,7 0,7 0,7 0,7 1,2
B133 =
10 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
2
8142 10_3 0,7 - - - - 0,7 0,7
10 - - - - - - -
10 - 0,7 - - - - 0,7
B143
107 - - - - - - -
10 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
B144 -
10 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
102 0,7 - - - - 0,7 0,7
B147
107 - - - - - - -
102 - - - - - - -
B151
107 - - - - - - -
10 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
B152 ~
10 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
10 - - - - - - -
B153
107 - - - - - - -
102 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
B154 =
10 - - - - - - -
107 1,1 1,1 7 1,1 1,1 1,1 7
B 160 0_3 b b 07 b b b 07
10 0,7 - - 0,7 0,7 0,7 0,7
102 - - - - - - -
B169
107 - - - - - - -
- 102 1 1.1 1.1 0,7 1.1 1.2 1,15
107 0,7 - - - - 0,7 0,7
- 102 1,25 1,3 1,25 1,25 1,25 1,2 1,3

107 0,7 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1
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Protektivni kmeny 760 686 689 695 698 731 71
Citlivé kmeny Redé&ni ¢ jamky [0,65 cm] + z6na [cm]
E8 10'§ 1,1 1,1 1 1,2 1,2 1,3 1,3
107 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
El1 lO'z 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1 1,3
107 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
E13 lO'j 0,7 1,1 1,1 1,1 0,7 0,7 0,7
10° 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
102 1,2 1,2 1,25 1,2 1,3 1,3 1,3
El4 107 - 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
El5 10'§ 1,3 1,25 1,2 1 1,2 1,3 1,15
107 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
El6 lO'z 1,35 1,25 1,25 1,15 1,1 1,2 1,35
107 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
E17 10; 0,7 0,7 1,05 1,1 0,7 0,7 0,7
10 - - - - - - -
El8 10'§ 1,05 0,7 1,1 1,1 1,15 1,25 1,3
10° 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
21 10; 1,15 1,2 1,2 1 1,1 1,1 1,3
10 - - - - - - -
102 1,2 1,15 1,1 1,1 1,1 1,2 1,3
E25 =
10 - 0,7 - - - - -
26 lO'j 1,05 1,1 1 1,05 0,7 0,7 1,2
10° 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
27 10‘2 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
10° 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
B8 10; 1,3 1,25 1,25 1,2 1,2 1,4 0,7
10 - - - - - - -
102 0,7 0,7 0,7 1,1 0,7 1 1,25
E30 =
10 - - 0,7 - - - -

Pozndmka: - z6na nebyla vytvotena.
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Tab. 6 Priumery zon vytvorené piisobenim protektivnich kultur na kontrolni kmeny

Protektivni kmeny 760 686 689 695 698 731 71
Kl‘;‘lt;glym Redéni @ jamky [0,65 cm] + inhibi¢nf z6na [cm]
- 10'§ 1,7 1,6 1,6 1,65 1,6 1,85 | 1,75
10 1,7 1,6 1,6 1,7 1,7 1,9 2
- 10‘j 1,2 1 1,2 1,2 1 1,3 1,5
10 1,3 1 1 1,5 1 1,5 1,5
37 10‘? 1,5 1,5 1,6 1,5 1,5 1,55 1,6
10 1,7 1,7 1,7 1,6 1,7 1,8 1,6
- 10'§ 1,6 1,5 1,6 1,8 1,5 1,6 1,5
10 1,65 1,6 1,45 1,6 1,6 1,8 1,6
107 1,7 1,5 1,5 1,5 1,5 1,7 1,6
P96 ~
10 1,8 1,8 1,7 1,7 1,65 1,7 1,7
pog 10‘j 1,5 1.4 1,3 1,3 1,5 1,6 1,5
10 1,5 1,3 1,3 1,3 1,3 1,6 1.4

6.2 Pisobeni protektivnich kultur CCDM79, 414, 416, 418, 671, 702, 945
na dekarboxylaza pozitivni kmeny
Tyto protektivni kultury nevykazovaly inhibi¢ni ptisobeni na citlivé mikroorganizmy
pti aplikaci obou fedéni.

Inhibi¢ni plisobeni téchto kultur bylo zjisténo pouze u kontrolnich kment T3, T15,
P16 (Tab. 7). U Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM418 nebyl prokazan inhibi¢ni efekt

na zadném z testovanych mikroorganizm?.
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Tab. 7 Prumeéry zon vytvorené piisobenim protektivnich kultur na kontrolni kmeny

o e a2
pri redeni 10

Protektivni | o |\ g4 | 416 | 418 | 671 | 702 | 945
kmeny

Klfggr‘:;m 5 ity 065 o] 4 e [om]
T2 : : : : : : :
T3 13 | 135 | 07 i 07 | 07 | 07
T8 i i i i i i i
T15 12 11 | 07 i 07 | 07 | 07
P16 1.6 16 | 12 i 12 | 12 | 12
P20 : : : i : : :
P33 - - - - - - -

Pozndmka: - z6na nebyla vytvofena.

6.3 Pisobeni protektivnich kultur CCDM62, 82, 125, 149, 215, 340, 377
na dekarboxylaza pozitivni kmeny
Tato skupina protektivnich mikroorganizmu neptisobila inhibi¢né na Zadny z citlivych
kmeni. Pro tyto protektivni kmeny nebyly zndmy ani G¢inky na jiné mikroorganizmy, ne-

byly pro n¢ zjistény kontrolni kultury.
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7 DISKUZE

Bakterie mlécného kvaseni hraji velice dulezitou roli v potravinaiském pramyslu. Vy-
uziva se schopnosti téchto bakterii pretvaiet sacharidy na kyselinu mlé¢nou a dalsi produk-
ty. Tato jejich vlastnost ndm umoziuje vyrdbét jogurty, zakysand mléka, kefiry, syry, fer-
mentovanou zeleninu, masné vyrobky atd. Diky produkci kyseliny mlé¢né dochézi ke sni-
Zeni pH potraviny ¢imz se prodluzuje i jeji didrznost. Mezi BMK patii rody Pediococcus,
Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Weissella, Oeno-

coccus a dalsi [17].

Y s

Problémem je, Ze n¢které z téchto rodi jako je naptiklad Enterococcus, dokédzi produ-
kovat biogenni aminy. Tyto latky jsou v nizkych koncentracich pro ¢lovéka prospésné,
dokonce i potiebné, protoze zajist'uji rizné fyziologické funkce. AvsSak zvIasté u fermento-
vanych potravin se biogenni aminy vyskytuji v pomérné vysokych koncentracich, které
mohou nepfizniveé pasobit na zdravi konzumentii. Pfeddvkovani biogennimi aminy se ma-
Ze projevovat rizn¢ od nevolnosti, kopfivky, bolesti bficha az po zvraceni, bolesti hlavy,
zvyseni ¢i sniZzeni krevniho tlaku. Navic nékteré kmeny rodu Enterococcus patii mezi pa-
togenni mikroorganizmy, které jsou v potravinich siln¢ nezddouci. I z toho diivodu, se

musi dbat na peclivy vyber kmentl, které budou tvofit soucdst startovacich kultur [24, 33].

Existuji protektivni kmeny, které produkuji latky vykazujici baktericidni ticinek. Mezi
tyto latky patii mimo jiné bakteriociny. Spektrum ucinku bakteriocini je velmi specifické

(d€inkuji pouze na ptibuzné bakteridlni kmeny) [5].

Cilem této prace bylo zjistit inhibi¢ni plisobeni vybranych protektivnich kultur na bak-
terie rodu Enterococcus. V prubéhu studia byl testovan tcinek 21 protektivnich kultur na
33 dekarboxyldza pozitivnich bakterii rodu Enterococcus. Pii kazdém testovani bylo pro-
vedeno zdroven kontrolni stanoveni s kmeny, u kterych jiz v pfedchozich experimentech
byla zjiSténa citlivost vii¢i produkénim kmeniim, tedy s mikroorganizmy, u kterych byl
inhibi¢ni Uc¢inek daného supernatantu jiz prokazan. Mezi kontrolnimi kulturami byly za-
stoupeny kmeny rodu Lactobacillus. U laktobacilii byla zjiSténa mnohem vétsi citlivost na
produkované bakteriociny nez u rodu Enterococcus, proto je pravdépodobné, Ze v piipade¢,
kdy protektivni kultura neinhibuje rist laktobacilli, nebude inhibovat ani rist enterokoki.
Kontroly byly aplikovdny zejména z toho diivodu, Ze kdyby u téchto kment nebyly vytvo-
feny zony, znamenalo by to, Ze supernatanty neobsahuji poZadované inhibicni latky nebo

je neobsahuji v dostate¢ném mnoZstvi. Kdyby nebyla provedena tato kontrola, mohli by-
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chom se myln¢ domnivat, Ze dané protektivni kultury nevykazuji dostate¢né inhibi¢ni pi-

sobeni.

721 testovanych protektivnich kment vykazovalo inhibi¢ni efekt pouze 7, a to Lacto-
coccus lactis biovar. diacetylactis CCDM670, Lactococcus lactis biovar. diacetylactis
CCDM686, Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM689, Lactococcus lactis biovar.
diacetylactis CCDMG695, Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDMG698, Lactococcus
lactis subsp. lactis CCDM731, Lactococcus lactis subsp. lactis CCDMT71, proto této sku-
pin€ byla vénovana nejvetsi pozornost a byla opakované testovdna. Tyto mikroorganizmy
produkovaly bakteriocin nisin (dle sdéleni poskytovatele kultur). Pficemz nejvice ovliviio-

valy rtst enterokokti kmeny CCDM731 a CCDM71.

Pomoci statistického programu UNISTAT® Verze 6.5.04. bylo porovnano inhibiéni
pusobeni protektivnich kultur na vSechny citlivé kmeny a byly zjistény vysledky statisticky
vyznamné (hladina vyznamnosti mensi neZ 5%) a vysledky statisticky nevyznamné
(P > 0,05). Dle vysledkt je patrné, Ze kmen vykazujici dekarboxyldzovou aktivitu E15
(z6na o velikosti 1,3 cm) je citlivéjsi na inhibi¢ni pisobeni protektivni kultury CCDM731
nezli dekarboxyldza pozitivni kmen E27, u néhoz byl pozorovdn pouze naznak vyskytu
z6ny (0,7 cm). Velikosti inhibi¢nich zén téchto dvou kment se liSily v priméru o 0,55 cm,
coz je rozdil statisticky vyznamny (P = 0,0001). Srovname-li ptisobeni kmene CCDM731
na kmen EI5 a na kmen E2 zjiStujeme vysledek, jeZ je statisticky nevyznamny
(P =0,2183), tudiz miiZeme fici, Ze tyto 2 kmeny vykazovaly obdobnou citlivost vici pro-
tektivni kultute CCDM731 (pramérny rozdil ve velikosti zén = 0,05 cm). Porovname-li
pusobeni inhibi¢ntho kmene CCDM?71 na citlivy kmen E16 s ostatnimi citlivymi kmeny
muZeme fici, Ze kmen CCDM71 vykazuje obdobné inhibi¢ni pisobeni na kmeny s dekar-
boxyldzovou aktivitou E2, ES, E8, E14, E18, E21, E25, E30, protoze zde byla hladina vy-
znamnosti vétsi nez 0,05 (P > 0,2), z toho vyplyva, ze rozdily mezi vytvofenymi zénami
byly malé (zény dosahovaly obdobnych rozmérti). Naproti tomu byl u ostatnich citlivych
kmenl pozorovan vyskyt mnohem mens$ich z6n v dasledku pisobeni kmene CCDM71,

tedy rozdily mezi zénami byly velké (P < 0,05).

V pribéhu studia bylo zjisténo, Ze dprava pH supernatantl je velmi dilezita. Pti jed-
nom z testll nebylo upraveno pH a pfi odectech byly zjiStény zény pfiblizn€ o primérech
1,15 cm. Testovéani bylo opakovéano se stejnymi mikroorganizmy, avSak s jiZ upravenym

pH. Pii tomto opakovani zény vytvoieny nebyly. Timto bylo dokdzéano, Ze z6ony, které byly
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pozorovany pii prvnim testovani, nebyly vytvotfeny diky u¢inkiim bakteriocind, ale vznikly

v dtsledku nizkého pH supernatantu.

Bylo publikovdno mnoho praci, které se zabyvaji inhibi¢nim ptisobenim protektivnich
kultur. Napiiklad Ghrairi a kol. [47] ve své praci studovali inhibi¢ni plisobeni Entero-
coccus faecium, taktéZ pomoci difizni jamkové metody. Bakterie Enterococcus faecium
MMT21 byla izolovédna ze syru rigouta a Tuniskych tradi¢nich syrG a bylo zjisténo, Ze
produkuje 2 bakteriociny a to enterocin A a enterocin B. Tyto bakteriociny patii do
tfidy II. Tato studie prokdzala inhibi¢ni ptisobeni Enterococcus faecium MMT21 na Lacto-
coccus lactis subsp. lastis, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Listeria ivanovii,
Listeria monocytogenes, Bacillus cereus a Staphylococcus aureus. Déle bylo v této studii
zjisténo, ze Enterococcus faecium MMT21 nevykazuje inhibi¢ni pisobeni na Lactococcus
lactis subsp. cremoris, Lactobacillus casei, Leuconostoc mesenteroides, Escherichia coli,
Pediococcus acidilactici. Bakterie Enterococcus faecium MMT21 je vhodnd pro pouziti
jakoZzto startovaci kultura, diky tomu, Ze dokdZe inhibovat rlst patogenni Listeria monocy-
togenes a navic vykazuje vysokou proteolytickou aktivitu, kterd je Zadouci pfi vyrobé zra-
jicich syru. [47]

Kruger a kol. [48] se zabyvali inhibi¢nim plisobenim nisinu, ktery byl produkovan
bakteriemi mlé¢ného kvasSeni, jeZ byly izolovéany z rukoly. V této studii byly citlivé mikro-
organizmy naockovany na agarovou plotnu s vhodnym médiem, na jehoZ povrch bylo dav-
kovéano 10 ul supernatantu. Po kultivaci byl pozorovan vyskyt zon, piicemzZ zéna o veli-
kosti vét$i neZ 5 mm byla povazovana za pozitivni vysledek. Bylo zjiSténo, Ze nisin inhibu-
je rust Enterococcus faecium, Lactobacillus sakei, Lactobacillus sakei subsp. sakei, Lacto-
bacillus delbrueckii, Staphylococcus aureus, Listeria innocua, Listeria monocytogenes.
Nejvétsi inhibi¢ni efekt byl zaznamenan u Lactobacillus sakei subsp. sakei, kde byla pozo-
rovana zéna o prumeéru 26 mm. U bakterie Enterococcus faecium dosahovaly zény rozme-
ra 9 — 15 mm v zavislosti na kmenu [48]. Inhibi¢ni efekt nisinu na Enterococcus faecium
byl prokdzan i v této bakalatské préici, kdy nejvétsi zony byly pozorovany u Enterococcus

faecium E14 (13 mm vcetn¢ jamky).

Ve studii Tiikel a kol. [49] byl podrobné zkoumadn inhibi¢ni vliv nisinu, ktery byl pro-
dukovén bakterii Lactococcus lactis subsp. lactis MC38. Tato bakterie byla izolovana
z Tureckych tradi¢nich syréi. Uginek nisinu byl testovdn na mnoha mikroorganizmech,
patiicich do rodt Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Listeria, Entero-

coccus, Salmonella, Escherichia, Pseudomonas, Bacillus, Micrococcus, Staphylococcus a
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Clostridium. Inhibi¢ni aktivita nisinu byla sledovdna pomoci vyskytu zon. PficemZ vznik
z0ny, jejiz rozméry se pohybovaly v intervalu od 5 do 10 mm, byl povaZzovén za nizkou
ucinnost nisinu a vznik zény o velikosti vétsi nez 10 mm byl povaZzovén za vysokou Gcin-
nost. Bylo zjiSténo, Ze nisin produkovany bakterii Lactococcus lactis subsp. lactis MC38
neinhibuje rast Zddné ze vSech testovanych gramnegativnich bakterii. Naproti tomu byl
potvrzen pozitivni vysledek u vSech testovanych grampozitivnich bakterii, pficemz na 7
z nich vykazoval nisin nizky ucinek (jednalo se o kmeny z rodu Lactococcus, Staphylo-
coccus a Clostridium). U zbyvajicich 23 kment byl pozorovan vznik z6én vétSich rozmért,
coz dokazuje vetsi citlivost téchto kment k G¢inktim nisinu. Mezi tyto kmeny patfily i En-
terococcus faecalis LMG2708 a Enterococcus faecalis LMG2602 [49]. V této bakalaiské
préci byl sledovan ucinek nisinu taktéZ na bakterii Enterococcus faecalis. Bylo zjiSténo, Ze
nisin inhibuje rist pouze bakterie Enterococcus faecalis B131 a to pouze s nizkym ucin-
kem (velikost zény 11 mm vcetné jamky 6,5 mm). U kmene B142 byl vliv nisinu zanedba-
telny, protoZe v tomto piipad¢ z6ny pozorovany nebyly, poptipadé byly pozorovany na-

znaky z6n (z6na nepravidelnd, neohranicend ¢i zéna velmi malych rozmért).
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ZAVER
V pribéhu prace bylo testovdno inhibi¢ni ptisobeni protektivnich kultur na bakterie

s dekarboxyldzovou aktivitou rodu Enterococcus (33 kment). Celkem bylo testovano 21

N, s

protektivnich kultur, pfi¢emZ inhibi¢ni d¢inek byl pozorovan pouze u nésledujicich kmend,

jez produkovaly nisin (dle sdéleni poskytovatele kultur).
Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM670
Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM686
Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM689
Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM695
Lactococcus lactis biovar. diacetylactis CCDM698
Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM731
Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM71

Dile bylo zjisténo, Ze téchto 7 kmenti nejvice ovliviiovalo rast bakterii Enterococcus

faecium a Enterococcus sp., jez nesly oznaceni E.

Vysledky této prace byly porovnany s jinymi studiemi, jez se zabyvaly obdobnou pro-
blematikou, tedy inhibi¢nim ptsobenim nisinu. Kruger a kol. [48] prokézali inhibi¢ni pl-
sobeni nisinu na Enterococcus faecium, také v této prici byl zjiStén znacny vliv nisinu na
tuto bakterii. Tiikel a kol. [49] zjistili vyznamny inhibi¢ni ucinek nisinu na Enterococcus
faecalis. V této praci byly testovany pouze dva kmeny Enterococcus faecalis, jez nevyka-

zovaly velkou citlivost vii¢i nisinu.
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