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ABSTRAKT

Bakteriociny jsou definovany jako peptidy nebo proteiny, které byvaji syntetizovany
v ribozomech riiznych kment bakterii, a které mohou vykazovat schopnost inhibice rastu
jinych mikroorganismu. V teoretické Casti této bakalaiské prace je popsana charakterizace
adeleni bakteriocinti produkovanych grampozitivnimi bakteriemi, jejich mechanismus
vzniku a ucinku, vyuziti bakteriocini a metody stanoveni produkce bakteriocint.
V praktické casti této prace je popsana izolace grampozitivnich bakterii z vybranych
potravin, provedeni jejich predbézné typizace a identifikace, a ovéfeni schopnosti produkce

antimikrobnich latek — bakteriocinu.

Kli¢ova slova: bakteriociny, antimikrobidlni latky, bakterie mlééného kvaSeni,

MALDI - TOF

ABSTRACT

Bacteriocins are defined as peptides or proteins that tend to be synthesized in the ribosomes
of various strains of bacteria, which may show the ability to inhibit the growth of other
microorganisms. The theoretical part of this bachelor's thesis describes the characterization
and the division of bacteriocins produced by gram-positive bacteria, their mechanism
of formation and action, the use of bacteriocins and methods for determining the production
of bacteriocins. The practical part of this thesis describes the isolation of gram-positive
bacteria from selected food, their preliminary typing and identification, and the ability

to produce antimicrobial substances - bacteriocins.

Keywords: bacteriocins, antimicrobial substances, lactid acid bacteria, MALDI — TOF
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UvVOD

V soucasné dobé roste zajem o nové druhy antimikrobialnich latek vyuzivanych naptiklad
pro kontrolu patogennich mikroorganismti, pro nahradu syntetickych potravinovych
konzervacnich latek nebo také tradicnich antibiotik (Rahmeh et al., 2019,
Ahmad et al., 2017). O nahrazeni tradi¢nich antibiotik antimikrobidlnimi latkami pfirodniho
puvodu se v poslednich letech diskutuje predevsim z diivodu ¢astéjsiho vyskytu antibiotické
rezistence a také z divodu pfitomnosti toxickych ucinkt, které jsou se soucasnymi

antibiotiky vazany (Ahmad et al., 2017).

Mikroorganismy maji schopnost produkovat Sirokou Skdlu nejriznéjsich latek
s antimikrobialni aktivitou. Mezi tyto metabolity se mohou fadit napf. organické kyseliny,
alkoholy, diacetaly, antibiotika a nejrtiznéj$i latky oznacované jako bakteriociny

(Ahmad et al., 2017).

Bakteriociny jsou castice peptidového charakteru nebo komplexni proteiny vykazujici
antimikrobidlni vlastnosti. Mezi hlavni vyhody téchto castic patfi jejich fyzikalni stabilita
a netoxicita. Syntéza  bakteriocini  probiha v ribozomech  grampozitivnich
nebo gramnegativnich bakterii, které je vylucuji do vnéjSiho prostiedi. Mnoho z téchto
bakterii dokaze produkovat bakteriociny, které¢ byly evidovany jako u€inné proti zvifecim
i lidskym patogennim mikroorganismim, aniz by byly zjistény jakékoli projevy toxicity.
Mezi tyto patogeny lze zaradit 1 methicillin — rezistentni Staphylococcus aureus

a vankomycin — rezistentni enterokoky (Ahmad et al., 2017).

Vyuziti bakteriocint nachdzime v mnoha odvétvich primyslu, pfedevsim pak v zeméd¢lstvi,
mediciné pro veterinarni Ucely nebo v potravinaistvi, kde se uplatiuji jako konzervacni
¢inidla, kterd jsou vyuzivana pro kontrolu infek¢énich a patogennich mikroorganisma. Hlavni
potencidl predstavuji bakteriociny v uplatnéni jako terapeutické a biologické latky, ¢i latky
vyuzivané jako konzervanty (Ahmad et al., 2017).

Cilem této bakalatské prace bylo izolovat grampozitivni bakterie z potravin, provést jejich

identifikaci, a nasledn€ ovéfit, zdali vykazuji schopnost produkce antimikrobnich

latek — bakteriocinu.
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I. TEORETICKA CAST
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1 ZAKLADNI CHARAKTERISTIKA BAKTERIOCINU

Bakteriociny mizeme definovat jako peptidy nebo proteiny, které byvaji syntetizovany
v ribozomech riiznych kment bakterii, a které mohou vykazovat schopnost inhibice rastu
jinych paraziti, vir, hub, ¢i bakterii (Shafique et al., 2023, Liu et al., 2022,
Hernandez - Gonzalez et al., 2021; Ahmad et al., 2017).

Mikrobi si v danych prostfedich mohou konkurovat v ristu jak v oblasti prostoru, tak zivin
(Dong et al., 2022, Rasheed et al., 2021, Juturu a Wu, 2018). Tato skutecnost je s nejveétsi
pravdépodobnosti divodem vyvoje produkce riznych druhid metaboliti a bakteriocinil
danymi bakteriemi (Dong et al.,, 2022, Rasheed et al., 2021). Antimikrobidlni
aktivita proti jinym, vétSinou vSak piibuznym bakteriim, zvyhodiluje producenta
bakteriocinu v boji o prostor i o Ziviny v ur¢itém prostiedi. Produkce bakteriocinli urcitymi
bakteriemi je v pfirod¢ velmi roz§ifenym mechanismem (Rasheed et al., 2021). Bakteriociny
vykazuji bud’to bakteriostatické nebo baktericidni spektrum uc¢innosti (Soltani et al., 2020).
Toto spektrum byva vétsinou mifeno proti kmentim bakterii blizce ptibuznym produkénimu
kmenu. Pouze ve vyjimecnych piipadech byva spektrum u¢inku miteno proti Sirsi skupiné
nepiibuznych kment bakterii (Fathizadeh et al., 2022, Yap, Lai a Tan, 2022,
Soltani et al., 2020).

Geny pro biosyntézu bakteriocinl jsou vétSinou seskupeny jako operony. Operony mohou
byt lokalizovany bud’to na bakteridlnim chromozomu, kde jsou spojeny s transpozony,
nebo mohou byt lokalizovany v plazmidu, kdy jejich transkripce probihd jednotlivé

(Punia Bangar et al., 2022).

1.1 Bakteriociny z historického pohledu

O objevu bakteriocinl se z literatury mizeme dovédet jiz v roce 1925. V této dobé bylo
popsano antagonistické piisobeni kolicinu V mezi danymi kmeny Escherichia coli.
Kolicin V je tepelné stabilni latka, kterd vykazovala schopnost inhibice jinych piibuznych
kmenl E. coli. Bakteriociny vzbuzovaly od tohoto data zajem védci po celém svéte.
Nasledné po tfech letech byla publikovana antimikrobialni latka produkovana bakteriemi
mlécného kvaSeni, o jejiz objev se zaslouZzili védci Rogers a Whittier. Na objev této latky
navazali védci Mattick a Hirsch, jimz se povedlo piecisténi této latky, kterou nasledné

pojmenovali jako nisin (Daba, Elnahas a Elkhateeb, 2022).
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Vyraz bakteriociny byl poprvé pouzit v roce 1953. Tyto latky mohou byt tvofeny bakteriemi
grampozitivnimi 1 gramnegativnimi. Pozornost je vSak vénovéana zvlast¢ bakteriim
grampozitivnim, konkrétné bakteriim mlécného kvaSeni, a to pfedevSim z divodu
bezpecnosti, které bakterie mlécného kvaseni a jejich produkty vykazuji

(Daba, Elnahas a Elkhateeb, 2022).

Dtivodem, pro¢ bakteriociny ptitahuji pozornost védeckych pracovniki, je jejich Siroky
vyznam a moznost vyuziti v odliSnych biotechnologickych aplikacich (Daba,
Elnahas a Elkhateeb, 2022). Nékteré druhy bakteriocinii jsou zajimavé svou velkou
specifitou proti klinickym patogentim, které byvaji mnohdy rezistentni k vétSimu poctu 1é¢iv
(Daba, Elnahas a Elkhateeb,  2022).  Konkrétn¢ rezistence vuci  antibiotikim
je do budoucna zvétSujici se hrozba (Hernandez-Gonzalez et al., 2021). Specifita
proti klinickym patogenim je vyznamnym faktorem v oblasti klinickych aplikaci,
ve kterych zacinaji bakteriociny byvat pouzivany jako substituce antibiotik (Daba, Elnahas
a Elkhateeb, 2022). Vyhodnou vlastnosti bakteriocini oproti antibiotikiim je také jejich
relativni jednoduchost mechanismu biosyntézy, kterd usnadituje bioinzenyrské kroky
ke zvySeni jejich specifity, ucinnosti a rozmanitosti antimikrobialniho piisobeni

(Daba, Elnahas a Elkhateeb, 2022).

Bakteriociny byly nejprve pouZzivany jako pfirodni latky vykazujici biokonzervacni G€inky,
nasledné¢ jako wurcitd forma alternativy, ¢i podpory pii 1écbé antibiotiky,
a v soucasné dobg je jejich vyzkum dilezitym aspektem pro dal$i nové moznosti vyuzivani
v nejriznéjsich aplikacich (Daba, Elnahas a Elkhateeb, 2022). Vice informaci o moznostech

vyuziti bakteriocinll je uvedeno v kapitole 5.

1.2 Déleni bakteriocinu

Bakteriociny jsou produkovany bakteriemi gramnegativnimi 1 grampozitivnimi.
Mezi zastupce gramnegativnich bakterii, které jsou producenty bakteriocind, se fadi
naptiklad Pseudomonas, Shigella, nebo Escherichia coli. Producenty ze skupiny
grampozitivnich  bakterii jsou napt. Streptococcus, Lactobacillus, FEnterococcus

a Pediococcus (Punia Bangar et al., 2022).

Pro ziskéani informaci ohledné vice nez 200 bakteriocinli existuje databaze BACTIBASE,
v niz jsou uvedeny specifické antimikrobialni, fyzikalné-chemické a strukturni vlastnosti

bakteriocinli (Soltani et al., 2020).
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V prubéhu védeckych badani bylo navrzeno mnoho riznych zptisobt systému klasifikace
(Soltani et al., 2020). Vzhledem k tomu, Ze jsou bakteriociny vysoce heterogenni skupinou
molekul, se tyto systémy klasifikace v pribchu let Casto méni dle nového vyvoje,
ktery se tyka struktur a zplsobii ucinku bakteriocinli (Fernandes a Jobby, 2022,
Soltani et al., 2020).

Dle klasifikace vytvofené Cotterem, Rossem a Hillem jsou bakteriociny grampozitivnich
1 gramnegativnich bakterii rozdéleny do dvou tfid, které jsou zalozené pouze na pfitomnosti,
¢1 nepfitomnosti posttranslacnich modifikaci. Dé¢leni je zcela jasné a jednoduché,
avSak zahrnuje pouze antimikrobidlni peptidy, nikoliv proteiny, jako jsou napf. koliciny

(Soltani et al., 2020).

Toto déleni bylo aktualizovano na dvé hlavni tfidy, které sdruZzuji modifikované

a nemodifikované bakteriociny (Soltani et al., 2020):
e [. Trida—modifikované bakteriociny

Jednd se o peptidy s molekulovou hmotnosti <5 kDa, obsahujici posttranslacni
modifikace, které jsou zajiSt€éné danymi enzymy kodovanymi v klastru geni
pro bakteriocin. Diky modifikaci jsou tyto bakteriociny stabilnéjsi vii¢i vysokym
teplotim,  extrémnim  hodnotdim pH a  proteolytickym  enzymim

nez bakteriociny II. tfidy (Soltani et al., 2020).

Utinek téchto bakteriocinil proti patogeniim spodiva v zaméfeni jejich aktivity

na skelet bunécné stény, zejména grampozitivnich bakterii (Ahmad et al., 2017).
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Do této tridy spadaji lantipeptidy, sactipeptidy, cirkularni peptidy a glykociny
grampozitivnich  bakterii, linearni peptidy obsahujici azol, lasopeptidy
z grampozitivnich 1 gramnegativnich bakterii, a nukleotidové a sideroforové
peptidy gramnegativnich bakterii. Dale jsou do této tiidy zafazovany i linaridiny
a thiopeptidy, které jsou produkovany aktinobakteriemi a také kyanobaktiny

produkované riznymi druhy sinic (Soltani et al., 2020).
e II. Tfida-nemodifikované bakteriociny

V tomto piipadé se jedna o nemodifikované peptidy o hmotnosti 6-10 kDa,
které mohou obsahovat disulfidové mistky. Bakteriociny této tfidy se rozdé¢luji
dale do 3 podtiid: bakteriociny podobné pediocinu, bakteriociny rozdilné od

pediocinu a dvoupeptidové bakteriociny (Soltani et al., 2020).

Dalsi zptisob délenti je klasifikace bakteriocinti produkovanych bakteriemi mlééného kvaseni
(BMK), tedy tzv. BMK bakteriocini. Zéklad nize uvedeného dé€leni je dle Klaenhammera
zroku 1993. Toto déleni bylo né€kolikrat aktualizovano, naposledy v roce 2020. Ocekéava
se, ze do budoucna budou spolu s novymi objevy pfichazet dalsi aktualizace klasifikace

(Liu et al., 2022, Punia Bangar et al., 2022).
BMK bakteriociny:
e Trida I — Lantibiotika

Jsou to polycyklické peptidy, které jsou navzajem rozliSitelné predevSim
podle  termostability a  rozsahlosti  posttranslacnich  modifikaci
(Punia Bangar et al., 2022). Tyto posttranslacné modifikované peptidy
obsahuji neobvyklé aminokyseliny jako jsou lantionin nebo B-metyllantionin
(Veettil a Chitra, 2022). Lantibiotika jsou typickd svou nizkou molekulovou
hmotnosti, kterd je mensi nez 5 kDa. Tato tfida se dale d€li na tyto podtiidy,
u kterych jsou v zavorce uvedeni dani zastupci (Punia Bangar et al., 2022):
e Lantipeptidy (nisin)
e Cyklické bakteriociny (karnocyklin A, enterocin AS 48)
e Sactipeptidy (subtilosin A)

e Linearni azol obsahujici peptidy (streptolysin S)

¢ Glykociny (glykocin F)
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e Lasso peptidy (mikrocin J 25)
o Trida Il

Jedna se o tepelné¢ stabilni nelantibiotika, kterd jsou typicka svou molekulovou
hmotnosti, ktera je mensi nez 10 kDa, a také hodnotou izoelektrického bodu
kolisajici v rozmezi od 8,3 do 10,0. Nelantibiotika se dale d€li do 4 podkategorii,
které jsou 1 se zastupci uvedeny nize (Punia Bangar et al., 2022,

Ahmad et al., 2017):

e Bakteriociny podobné pediocinu (IIa) — Do této podttidy se fadi pediocin

a enterocin.
e Dvoupeptidové bakteriociny (IIb) — Zastupcem je laktocin G.
o ,Leader-less“ bakteriociny (IIc) — Do této skupiny patfi laktocin B.
e Pediocinu nepodobné bakteriociny (Ild) — Zastupcem je laktocin A.
e Trida IIT

Tato tfida zahrnuje vysokomolekularni tepelné nestabilni a citlivé peptidy,
jejichz molekulova hmotnost je vétsi nez 30 kDa. Jsou taktéZ nazyvany jako
bakteriolysiny. Zastupcem této tfidy je helveticin J (Liu et al., 2022, Punia Bangar
et al., 2022).

e Trida IV

Pro tuto tfidu jsou charakteristické velké peptidy, které¢ byvaji vétSinou spojeny
s uhlovodikovymi nebo lipidovymi skupinami. Z tohoto diivodu jsou bakteriociny
této tfidy citlivé na glykolytické a lipolytické enzymy (Punia Bangar et al., 2022,
Ahmad et al., 2017).

1.3 Bakteriociny bakterii mlé¢ného kvaSeni

1.3.1 Charakteristika bakterii mlééného kvaSeni

Bakterie mlécného kvaseni (BMK) jsou grampozitivni, nesporotvorné, kataldza — negativni,
anaerobni, aerotolerantni, ¢i mikroaerofilni bakterie. Jsou snaSenlivé vic¢i kyselinam,
a generuji kyselinu mlé¢nou, jakozto produkt fermentace sacharidi (Bergsma et al., 2022,
Punia Bangar et al., 2022, Mokoena, Omatola a Olaniran, 2021). Kyselina mlécna je vysoce

hygroskopickéa alifaticka kyselina, kterd je dobfe rozpustnd ve vodé (Huang, Wanqiu
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a Yu - Feng, 2023). Siroké vyuziti naléza v potravinafském, chemickém, farmaceutickém

a také kosmetickém primyslu (Ojo a de Smidt, 2023).

Dle vyslednych produkti metabolismu se BMK d¢€li na dvé skupiny. Homofermentativni
BMK produkuji z1 molekuly glukézy 2 molekuly kyseliny mlééné a 2 molekuly
adenosintrifosfatu (ATP). Oproti tomu heterofermentativni BMK pfeménuji nejprve hexozy
na pentdzy, a vyslednym produktem je 1 molekula kyseliny mlé¢né a 1 molekula ethanolu

nebo kyseliny octové (Huang, Wanqiu a Yu-Feng, 2023).

Bakterie mlécného kvaSeni jsou typické svym velkym biotechnologickym potencidlem
v potravinaiském primyslu, kde jsou zndmé pro svlj biokonzervaéni ucinek
(Punia Bangar et al., 2022, Crowley, Mahony a van Sinderen, 2013). BMK ¢asto nalézaji
uplatnéni také jako probiotika, které maji pozitivni a podplrny vliv na lidské zdravi,
nebo se mohou pouzivat jako startovaci kultury do ur€itych druht syrt, kde mohou fungovat
jako  ochrana  proti  patogenni  Listeria = monocytogenes  (Mazguene, 2023,
Rangel - Ortega et al., 2023, Coelho, Malcata a Silva, 2022). V potravinafstvi se také hojné
vyuzivaji predevs§im pro fermentaci mléénych, masnych, zeleninovych a pekaiskych

vyrobkil (Suwanjinda, Eames a Panbangred, 2007).

Pro bakterie mlé¢ného kvaSeni je typické, Ze jsou producenty fady riiznych metabolit
(Suwanjinda, Eames a Panbangred, 2007). Jedna se napiiklad o organické kyseliny,
aminokyseliny, exopolysacharidy, vitaminy a hydroperoxidy, ale také o antimikrobiélni
latky, kter¢é mohou inhibovat rist nezadoucich ¢i  patogennich  bakterii
(Huang, Wanqiu a Yu-Feng, 2023, Zapasnik, Sokotowska a Bryla, 2022,
Suwanjinda, Eames a Panbangred, 2007). Mezi tyto produkované antimikrobidlni latky

se fadi 1 bakteriociny (Suwanjinda, Eames a Panbangred, 2007).

1.3.2 BMK bakteriociny

I kdyz byvaji bakteriociny izolovany zmnoha mikroorganismii, BMK bakteriociny

ptredstavuji nejvice znamou a rozmanitou skupinu té€chto latek (Punia Bangar et al., 2022).

Jedna se o peptidové molekuly se specifickymi chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi,
které¢ ovliviiuji dané specifické interakce s cilovymi bunkami (Todorov et al., 2022).
Tyto molekuly umoziiuji zvyhodnit produkéni organismus v podminkéch ristu oproti jinym

bakteridlnim druhtim, diisledkem ¢ehoz je, Ze jsou jiné bakteridlni druhy riistem pfekonany
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a zacClenéni produkéniho organismu do dané mikrobidlni niky probiha jednoduseji

(Punia Bangar et al., 2022, Perez, Zendo a Sonomoto, 2022).

Ke znakim bakteriocini produkovanych bakteriemi mlééného kvaseni se tadi
naptiklad tepelna stabilita, snaSenlivost rozdilnych hodnot pH a moznost odbouratelnosti
proteolytickymi enzymy (Daba, Elnahas a Elkhateeb, 2022, Lahiri et al., 2022).
Diky témto vlastnostem nalézaji BMK bakteriociny Siroké uplatnéni v potravinarském
prumyslu (Lahiri et al., 2022). Purifikované nebo ¢astecné¢ purifikované BMK bakteriociny,
¢i bakterie mlééného kvaseni byvaji vyuzivany nejéastéji jako ochranné latky ptirozeného
puvodu, coz je technologicka alternativa ke klasickym konzervaénim latkam syntetického
puvodu (Rasheed et al., 2021). NejzndméjSim komeréné vyrabénym bakteriocinem

produkovanym BMK je nisin (Punia Bangar et al., 2022).

Nejvice bakteriocinti produkovanych bakteriemi mlééného kvaseni bylo izolovano prevazné
z rodu Lactobacillus. Tento rod byl v roce 2020 pieklasifikovan do 25 rodi. Taxonomie byla
hodnocena na zikladé¢ sekvenci celého genomu. Upraven byl také popis celedi
Lactobacillaceae, ktera noveé zahrnuje vSechny rody diive fazené do ¢eledi Lactobacillaceae
a Leuconostocaceae (Zheng et al., 2020). Mnoho autor pro zjednoduSeni stale vyuziva

zatazeni do rodu Lactobacillus, které je pro zjednoduSeni vyuZzito i v této praci.

Lactobacillus se vyskytuje ve velkém poctu druhl, a ve velmi rozmanitych prostredich.
BMK bakteriociny byly izolovany i z jinych bakterii. Piiklady BMK bakteriocint a jejich

producentt jsou uvedeny niZe (Rasheed et al., 2021).

Bakteriociny I. tiidy

e Nisin
Tento bakteriocin se fadi do tfidy Ia BMK bakteriocinil a je produkovany bakterii
Lactococcus lactis. Mechanismem Uc¢inku je inhibice syntézy bunécné stény,

k ¢emuz jsou citlivé bakterie naptiklad Staphylococcus aureus nebo Enterococcus.

Uplatnéni naléza nisin pfedevsim v potravinafstvi (Banerji, Karkee a Saroj, 2022).
e Lakticin

Lakticin je zastupcem tiidy Ib BMK bakteriocini a produkénim mikroorganismem
je také Lactococcus lactis. Vyuzivd mechanismu G€inku tvofeni pora

v cytoplazmatické membrané. Citlivymi bakteriemi jsou Lactococcus lactis, Listeria
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monocytogenes a Bacillus subtilis. Lakticin se vyuziva v potravinaiskych aplikacich

(Banerji, Karkee a Saroj, 2022).

Bakteriociny II. tridy

e Leukocin

Leukocin se tadi do tfidy Ila a je produkovany bakterii Leuconostoc gelidum.
Vyuziva mechanismu ucinku tvofeni poru v cytoplazmatické membrané a citlivou
bakterii je Listeria monocytogenes. Uplatnéni nalézd piredev§im jako ptidavek

do cisticich nebo sanitacnich prostiedkii (Banerji, Karkee a Saroj, 2022).
e Pediocin PA-1

Tento bakteriocin se fadi rovnéz do tfidy Ila a je produkovany bakterii Pediococcus
acidilactici. Mechanismus ucinku je stejny jako v predeslém ptipadé. Mezi senzibilni
bakterie se fadi Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Pseudomonas spp.
a FEscherichia coli. Pediocin PA-1 naléza své uplatnéni v potravinarstvi

(Banerji, Karkee a Saroj, 2022).
e Acidocin A

Acidocin A je také bakteriocinem pfisluSicim do tfidy Ila. Producentem
je Lactobacillus acidophilus a mechanismus u¢inku je vyuzivan stejny
jako u leucocinu a pediocinu PA-1. Citlivymi bakteriemi jsou Bacillus cereus
a Staphylococcus aureus. VyuZiti naléza acidocin A piedev§im v potravinafstvi

(Banerji, Karkee a Saroj, 2022).

e Laktokoccin G
Laktokoccin G je zastupcem tiidy IIb a je produkovany bakterii Lactococcus lactis.
Vyuziva mechanismu ucinku tvofeni pori v cytoplazmatické membrané a citlivymi
bakteriemi jsou Lactococcus lactis a Streptococcus pneumoniae. Uplatituje se hlavné
jako terapeutikum (Banerji, Karkee a Saroj, 2022).

e Plantaricin

Tento bakteriocin se fadi rovnéz do tfidy IIb a je produkovany bakterii
Lactiplantibacillus plantarum (dtive Lactobacillus plantarum). K mechanismu

ucinku tvofenim pord v cytoplazmatické membrané jsou senzibilni bakterie
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Listeria monocytogenes a Staphylococcus aureus. Podobn¢ jako laktokoccin G

se plantaricin vyuziva jako terapeutikum (Banerji, Karkee a Saroj, 2022).
e Laktokoccin A

Jedna se o zéstupce tiidy Ilc, ktery je produkovany bakterii Lactococcus lactis.
Vyuzivd mechanismu u¢inku tvofeni porti v cytoplazmatické membrané stejné
jako u zéstupct v piedeslych piipadech a citlivou bakterii je Lactococcus lactis.

Uplatnéni naléza piedevsim v potravinarstvi (Banerji, Karkee a Saroj, 2022).

Bakteriociny III. tridy

e Helveticin

Tento bakteriocin je zastupcem tfidy III a je produkovany bakterii Lactobacillus
crispatus. Usmrcuje citlivé bakterie (Staphylococcus aureus, Staphylococcus
saprophyticus a Enterobacter cloacae) mechanismem naruseni bunécné stény.

Vyuziva se jako biokonzervant v potravinach (Banerji, Karkee a Saroj, 2022).
e Plantaricin S

Plantaricin S se fadi rovnéz do tfidy III a je produkovany bakterii Lactiplantibacillus
plantarum (dtive Lactobacillus plantarum). Mechanismus u¢inku je stejny jako
v pfedeslém piipadé, tedy naruSeni bunécéné stény citlivé bakterie Enterococcus
faecalis. Tento bakteriocin se uplatituje stejné jako helveticin v biokonzervarenském

pramyslu (Banerji, Karkee a Saroj, 2022).

V soucasné dobé¢ neni k dispozici zadné déleni BMK bakteriocini, které by bylo univerzalné
ptijato. V prubéhu let byva védci Casto vytvoreno nove, ¢i aktualizované schéma klasifikace

bakteriocinli produkovanych bakteriemi mlééného kvaSeni (Punia Bangar et al., 2022).

1.4 Srovnani bakteriocini s tradi¢nimi antibiotiky

Prvni vzdjemnou odliSnosti je zpiisob syntézy. Bakteriociny jsou syntetizovany
ribozomaln¢, zatimco antibiotika jsou oznacovéana jako takzvané sekundarni metabolity,
kdy jsou generovéana rliznymi enzymy. Antibiotika jsou vyhodné&jsi tim, Ze vykazuji Sirsi
spektrum ucinku, oproti bakteriocinim, které jsou u¢inné jen na omezené druhy bakterii

(Punia Bangar et al., 2022).
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Obrazek 2 Spektrum ucinku bakteriocind a antibiotik
(Mills, Ross a Hill, 2017)

Nevyhodou antibiotik je Siroké spektrum pisobeni, disledkem ¢ehoz je smrt necilenych
bunék, tedy okolni mikrobioty (viz Obrazek 2). Oproti antibiotikim bakteriociny plisobi
pouze na specificky cil, a tim padem negativné neovliviiuji okolni mikrobiotu (Mills, Ross

a Hill, 2017).

Rozdil je také v rozmezi idedlnich podminek. Bakteriociny nevyzaduji uzce specifické
podminky plisobeni, ale jsou G¢inné v Sirokém rozmezi teplot i pH. Lisi se i mechanismem
u¢inku a mnoZzstvim, které je zapotiebi k projeveni antimikrobni aktivity. Bakteriocinu
je  k projeveni ucinku pottebné velmi malé mnoZstvi oproti antibiotiku

(Punia Bangar et al., 2022).

Vyhodnou vlastnosti bakteriocinil je také to, Ze neplisobi negativné na stfevni mikrofloru
(Punia Bangar et al., 2022). Bezpecnost aplikace bakteriocinll je ovéfena mnoha studiemi,
které potvrdily, Ze tyto ptirodni latky nevykazuji, az na vyjimky, zadné prokazatelné vedlejsi
ucinky (Ahmad et al., 2017).

V soucasnosti jsou bakteriociny povazovany za vhodnou ptirodni alternativu k antibiotiklim

(Punia Bangar et al., 2022). Jejich pomérné jednoduchy mechanismus biosyntézy
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je do budoucna zvyhodnuje oproti antibiotiklim i v bioinZenyrstvi, jelikoz je vyrazné
jednodussi manipulovat s geny bakteriocinu tak, aby mohly byt zacileny proti specifické
skupin¢ bakterii (Daba, Elnahas a Elkhateeb, 2022). Tato podstata by mohla znamenat
zavedeni novych terapeutickych moznosti, které by mohly snizit celkové vyuzivani

tradi¢nich antibiotik (Pérez-Ramos et al., 2021).
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2 MECHANISMUS VZNIKU BAKTERIOCINU

Bakteriociny jsou molekuly proteinového charakteru, které byvaji syntetizovany
ribozomalné€, a které pii urcitych koncentracich vykazuji silnou antimikrobidlni aktivitu
(Soltani et al., 2020). Krtizeni syntézy bakteriocinu slouzi geny umisténé
bud'to v chromozomdlni deoxyribonukleové kyseliné (DNA), nebo geny lokalizované
v plazmidu (Punia Bangar et al., 2022, Kaur Sidhu a Nehra, 2021). Tyto geny se vétSinou
mezi jednotlivymi bakteriociny navzijem 1isi (Daba, Elnahas a Elkhateeb, 2022,
Punia Bangar et al., 2022).

N S
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Obrazek 3 Schéma biosyntézy bakteriocinil
(Banerji, Karkee a Saroj, 2022)

Ve vétsiné pripadi byvaji tyto molekuly syntetizovany (viz Obrazek 3) jako neaktivni
tzv. prekurzorové peptidy obsahujici C — terminalni propeptidovou doménu a N — terminalni
vedouci sekvenci (Antoshina, Balandin a Ovchinnikova, 2022). Tyto molekuly obsahuyji
tzv. ochranny piijimac transportniho signalu, ktery je ur€en k transportu peptidu do vnéjsiho
prostiedi, tedy ven z buiiky, pomoci tzv. transportniho proteinového systému (pumpy) ABC
(Daba, Elnahas a Elkhateeb, 2022, Kaur Sidhu a Nehra, 2021, Soltani et al., 2020,
Ahmad et al., 2017).
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ABC transportni systémy (pumpy) v eukaryotickych a prokaryotickych buiikach slouzi
k pronikani raznych latek skrz membranu. Piikladem téchto latek jsou vitaminy, fosfaty,

aminokyseliny, ionty, peptidy, proteiny a také polysacharidy (Kaur Sidhu a Nehra, 2021).

Vedouci peptidy jsou latky, které chrani producenta bakteriocinu tim, ze udrzuji bakteriocin
v neaktivni formé&. Jakmile dojde k sekreci bakteriocinu ven z buiiky, je tento vedouci peptid
odstépen pomoci transportéru nebo proteaz. Imunita bun¢k produkujicich bakteriocin mize
byt zprostfedkovana také tzv. imunitnimi proteiny, které produkéni bunku chréni
pred ucinkem bakteriocinu, a které jsou produkovany tzv. imunitnimi geny
(Daba, Elnahas a Elkhateeb, 2022, Kaur Sidhu a Nehra, 2021). Imunitni mechanismy

se u jednotlivych bakteriocinil vétSinou lisi (Pérez-Ramos et al., 2021).

V urcitych pripadech dochazi u prekurzorovych peptidi pied exportem mimo buiiku k nékdy

i rozsahlym posttranslacnim Gpravam (Soltani et al., 2020, Mills, Ross a Hill, 2017).

Mechanismus regulace biosyntézy je u gramnegativnich a grampozitivnich bakterii rozdilny.
Je znamo, ze biosyntéza bakteriocinu byva regulovdna vicesloZkovym systémem,
jehoz soucasti je: 1) signdlni peptid, 2) receptor, zabudovany v bunééném povrchu, vazajici
signalni peptid, a 3) regulator odpovédi. V sou€asné dobé bohuZel neni tento mechanismus
regulace presvédcivé a detailn¢ objasnén, proto je pfedmétem dalSiho védeckého badani

(Kaur Sidhu a Nehra, 2021, Ahmad et al., 2017).
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3 MECHANISMUS UCINKU BAKTERIOCINU

3.1 Princip mechanismu acinku bakteriocinii

U bakteriocinii se mechanismy antimikrobidlniho plisobeni navzajem lis§i v z&vislosti
na jejich fyzikalné-chemickych vlastnostech, a také podle toho, zdali jsou, ¢i nejsou
posttranslaéné¢ modifikovany (Soltani et al., 2020). Rozsah antimikrobialniho pisobeni
bakteriocinli je urCen jednak zplUsobem ucinku bakteriocinu, ale také piitomnosti
specifického receptoru, ktery se vyskytuje v cilovém citlivém bakteridlnim kmenu

(Daba, Elnahas a Elkhateeb, 2022).

Z odborné literatury vyplyva, ze rizné tfidy bakteriocini dokazi pusobit riznymi
mechanismy u¢inku proti gramnegativnim a grampozitivnim bakteriim. Mechanismus
ucinku spociva bud'to v naruseni integrity bunétné stény, nebo v inhibici ¢i zamezeni

syntézy proteint nebo nukleovych kyselin (Liu et al., 2022, Ahmad et al., 2017).

Nekteré z bakteriocintl jsou charakteristické vyuzivanim vice zplisobli mechanismu u¢inku
proti citlivym buikdm (zastupcem této skupiny bakteriocinii je napiiklad nisin A),
zatimco jiné bakteriociny vyuzivaji pouze jediny zpiisob mechanismu t¢inku. Pfevazna ¢ast
bakteriocinti cili své pisobeni na bunécny obal bakterii (Daba, Elnahas a Elkhateeb, 2022,

Kaur Sidhu a Nehra, 2021).

Mnoho bakteriocinii, hlavné II. tfidy, jsou kationtové povahy. Elektrostatické interakce
mezi bakteriociny kationtové povahy a zaporné nabitymi slozkami (naptiklad fosfolipidy,
teichoové kyseliny grampozitivnich bakterii, ¢i lipopolysacharid gramnegativnich bakterii),
které¢ jsou obsaZeny v cytoplazmatické membrané bakterie, jsou zakladnim principem,
ktery zahajuje antimikrobidlni aktivitu. Vznikajici vazba mezi témito latkami muize byt
pfiCinou tzv. inzerce bakteriocinu do cytoplazmatické membrany, coz vede k vytvofeni pord,
kterymi  unikaji  dilezit¢  bunécné metabolity, jako jsou aminokyseliny,
adenosintrifosfaty (ATP) nebo ionty hoi¢iku a drasliku. Unik tohoto obsahu z bungk

poté vede k bunécné smrti (Soltani et al., 2020).

K lyze bunky miize dochézet také skrz uvolnéni a aktivaci autolytickych enzymi,
které vznikaji interakci bakteriocinu se sloZkami bunécéné stény grampozitivnich bakterii.
Dals$i moznosti mechanismu puasobeni urcitych bakteriocini je interference se syntézou
nukleovych kyselin. Bakteriociny jsou ucinné také mechanismem narusovani rtznych

transportériit umoziujicich pfijem Zzivin nebo narusenim funkce enzymu, které figuruji
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v zakladnich metabolickych procesech buiiky. K odumirani mikrobidlnich bun¢k muze

dochazet také inhibici kliceni spor bakterii (Soltani et al., 2020).

Vnéjsi membrana gramnegativnich bakterii funguje jako pomérné ucinnd bariéra
proti  kationtovym  bakteriocinim produkovanych grampozitivnimi  bakteriemi,
coZ znamend, ze gramnegativni bakterie jsou vic¢i kationtovym bakteriocintiim odolnéjsi.
Bakteriociny gramnegativnich bakterii jsou schopny tuto bariéru ptekonavat 1épe. Vyuzivaji

tzv. porind, kterymi se dostavaji do periplazmatického prostoru bun¢k (Soltani et al., 2020).

Ukazkou ruznych mechanismi ucinku bakteriocinti je napfiklad nisin putsobici
na cytoplazmatickou membranu gramnegativnich bakterii, nebo mersacidin,
ktery je schopen usmrcovat grampozitivni bakterie omezenim syntézy bunécné stény.
Dalsim prikladem je bakteriocin lysostaphin, spadajici do ttidy III, ktery dokaze usmrtit
Staphylococcus aureus lyzou bunééné stény. Koliciny, které vykazuji antimikrobidlni
aktivitu proti gramnegativnim bakteriim, usmrcuji tyto bakterie riznymi zpisoby,
mezi které se fadi tvorba porti v membrang, ¢i inhibice biosyntézy proteinil nebo nukleovych
kyselin. Bakteriocin pesticin usmrcuje gramnegativni bakterie, konkrétné Yersinia spp.
a Escherichia coli, degradaci bunécéné stény, kdy principialné dochazi k poruseni

glykosidickych vazeb v membrané (Ahmad et al., 2017).

3.2 Rezistence a mechanismus rezistence k bakteriocinum

Patogenni bakterie mohou mit pfirozenou, to znamena vrozenou rezistenci k bakteriociniim,
ktera je popsana u konkrétnich rodii nebo druhii. Rezistence miize byt také urcitymi citlivymi
kmeny ziskana. Pfesna definice pro rezistenci k bakteriocinu neni v literatufe popsana,
jsou vSak charakterizovany nckteré konkrétni ptipady, u kterych jsou popsana kritéria,
kterymi byla rezistence prokazana. Jednim z ptikladii je rezistence bakterie Listeria
monocytogenes na bakteriocin nisin. Tato rezistence je popsana jako vice nez desetinasobné
zvySeni minimalni inhibi¢ni koncentrace, a také dal$imi parametry, které se tykaji schopnosti

rustu tohoto patogena na agarovych pudéch v pfitomnosti bakteriocinu (Ahmad et al., 2017).

Mnoho zbacilt, naptiklad Bacillus  cereus, produkuji enzym  nisinazu,
ktery je schopen degradace C - termindlniho lantioninového kruhu bakteriocini nisinu
a subtilinu. Byl publikovén také popis degradace lantibiotika sublancinu, pomoci protedzy,

ktera je zabudovana v membran¢ (Ahmad et al., 2017).
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4 METODY STANOVENI PRODUKCE BAKTERIOCINU

Pro ziskani novych druhti bakterii, které jsou producenty bakteriocinu, je nutné provadét
skrining pro schopnost produkce téchto antimikrobidlnich latek. VétSinou byvaji bakterie,
které vykazuji schopnost produkce bakteriocinu, izolovany ze vzorki ptidy nebo potravin.
Nejcastéji se jednd o mlééné produkty, ¢i jiné druhy fermentovanych potravin. V zavislosti
na zdrojich, ze kterych bylo zdmérem tyto bakterie ziskat, byly vyvinuty a optimalizovany

rizné systémy a metody skriningu produkce bakteriocinti (Juturu a Wu, 2018).
4.1 Plotnové metody

4.1.1 Vicejamkova desticka pro detekci bakteriocini

Jednd se o metodu slouzici k prokdzani produkce bakteriocinli, nebo bakteriocinim
podobnych inhibi¢nich latek z kefirovych zrn a z fermentovaného mléka. Je testovana
citlivost vybranych indikatorovych organismt (E. coli O157:H45 a Listeria
innocua DPC1770) k bakteriocinim produkovanych danymi BMK nachézejicich
se v testované potravinové matrici. Celkové inhibice nebo sniZeni poctu kolonii tvoficich
jednotek na ml (CFU/ml) indikuje expresi bakteriocinu nebo inhibi¢nich proteinti

(Juturu a Wu, 2018).

4.1.2 Metoda ,,sendvicové“ vrstvy

Tato metoda je pouzivana pro skrining bakteriocin produkujicich bakterii mlé¢ného kvaseni,
které jsou ziskdvany z potravin a z ZivociSnych zdroji. Principem této metody je vyseti
testovaného vzorku na misky s agarem ,,de Mann, Rogosa a Sharpe* (MRS), pfevrstveni
druhou vrstvou agaru MRS, a po inkubaci a zietelném nartstu kolonii prevrstveni treti
vrstvou soft agaru s indikdtorovym organismem. Produkce bakteriocinu u kolonii
viditelnych na miskdch se projevuje vznikem inhibi¢ni zony v disledku difuze

produkovaného bakteriocinu do horni vrstvy soft agaru (Juturu a Wu, 2018).

4.1.3 Metoda dvojité vrstvy agaru pro konfirmaci bakteriocin produkujicich kolonii

Principem této metody je naoCkovani kolonii otestovanych na schopnost produkce
bakteriocinu v pfedchozim skriningu na 2 misky s MRS agarem. Misky jsou po 4 hodinach
inkubace pfevrstveny soft agarem s indikdtorovym mikroorganismem a inkubovany
za podminek vhodnych pro tento indikatorovy mikroorganismus Po inkubaci je sledovana

tvorba inhibi¢nich z6n kolem kolonii (Juturu a Wu, 2018).
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4.1.4 Agarovy jamkovy difuzni test

Tato metoda se vyuziva pro skrining bakterii mlé¢ného kvaseni produkujicich bakteriocin.
Byvaji vyuzivany indikatorové organismy citlivé k bakteriocinim. Principem je zaockovani
téchto indikatorovych organismi do MRS soft agaru, ktery je ponechan k utuhnuti v Petriho
misce. Po zatuhnuti jsou vyfiznuty jamky, do kterych je pipetovan zneutralizovany
supernatant BMK. Po inkubaci je jako pozitivni vysledek vnimana tvorba zony inhibice
kolem jamek. Tato metoda se standardné provadi ve tfech opakovanich, pro ovéteni

a potvrzeni spravnosti vysledki (Parlindungan et al., 2021, Juturu a Wu, 2018).

4.1.5 ,,Agar spot test (spot on the lawn)“

Metoda byla vynalezena pro skrining antimikrobidlni aktivity producentl bakteriocinli

izolovanych z mléka a mlé¢nych vyrobkl (Rahmeh et al., 2019, Juturu a Wu, 2018).

Principem této metody je predkultivace kultury v MRS bujonu, jeji naneseni na plotny
s agarem (MRS, M17 nebo ,,Brain heart infusion (BHI)), inkubace a nasledné pievrstveni
BHI soft agarem, ktery je inokulovan indikatorovym mikroorganismem. Pfitomnost zfetelné
jasné zony inhibice po inkubaci znamend potvrzeni pozitivniho vysledku antagonismu.
Tato metodika se provadi ve tfech opakovanich, pro ovéfeni a potvrzeni spravnosti vysledki

(Parlindungan et al., 2021, Rahmeh et al., 2019, Juturu a Wu, 2018).

4.2 Metoda PCR

Objev metody ,,Polymerase chain reaction® neboli polymerazové fetézové reakce (PCR)
zpusobil v roce 1985 revoluci v detekei a identifikaci patogennich organismi v klinickych
laboratotich (Carter et al., 2010, Schuller et al., 2010). Jedné se o metodu, kterd se pouziva
k namnoZeni neboli amplifikaci specifického tseku DNA, a ktera se zaklada na principu

komplementarity bazi (Bartova, 2011).

Syntéza kopii isekit DNA probiha dle templatové DNA za Gicasti enzymu DNA-polymerazy.
Jednotetézcové vlakno slouzici jako templéat a ziskd se denaturaci dvouretézcové DNA.
Na templatu je nésledné za pomoci dvou primerG vymezen usek DNA, ktery bude
amplifikovan. Primery jsou chemicky syntetizované kratké oligonuklotidy, které se pfipojuji

ke komplementarnim tsekiim fetézciit DNA (Bartova, 2011).
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Samotny prabéh cyklu PCR, ktery obvykle probiha 25 az 35x, se sklada ze tii fazi (viz Faze
PCR), ke kterym se dale fadi pocatecni denaturace (94 °C, 2-5 min) a zavérecna polymeracni

reakce 72 °C, 5 min (Bartova, 2011).
Faze PCR:

1)Denaturace neboli rozvolnéni fetézci DNA probiha vlivem vysoké teploty 94 az 95 °C

po dobu 20 az 45 s.

2),,Annealing* neboli oznaceni pro nasedani primer na vlakno DNA probiha pfi teploté

50 az 60 °C, po dobu 30 az 90 s.

3),,Extension“ je oznaceni pro polymeracni reakci, pfi niz dochdzi k syntéze
komplementarniho fetézce DNA. VSe probiha za ucasti DNA polymerazy, kterd nasedne
na primery a piipojuje volné nukleotidy k vlaknu DNA. Tento proces probiha na zaklad¢
principu komplementarity dusikatych bazi pii definované teplot¢ 72 °C (optimum
pro Taqg DNA polymerasu), v rozmezi 45 az 90 sekund (Bartova, 2011). Touto metodou
se provadi detekce gend kodujicich ptislusné bakteriociny u mikroorganismu izolovanych
ze vzorkll potravin nebo jinych matric Oproti jinym metodam je pomérné jednoducha
a nasledného c¢isténi proteind. Nevyhodou je nutnost sekvenace a literarniho priizkumu
ke zjisténi potfebnych informaci, coz je ¢asoveé ndrocné. V budoucnu by proto mohlo byt
nejvyhodnéjsi vyuzivat metodu detekce pomoci ,,High-performance liquid chromatography*

neboli vysokoucinné kapalinové chromatogratie (HPLC) (Juturu a Wu, 2018).

Principem této metody je navrZzeni primert dle publikovanych gent kddujicich bakteriocin
v databazi ,,National Center for Biotechnology Information* neboli Narodni centrum
pro biotechnologické informace (NCBI), a nasledném provedeni PCR amplifikace
bakteriocinovych genli na genomové DNA potencialnich produkénich kmenit (Juturu a Wu,

2018).

Navrzeni primerd je uzplUsobeno tak, aby poskytly amplikony riznych velikosti,
usnadiiujicich identifikaci jakychkoli geni pro produkci bakteriocinu. Napiiklad PCR
amplikony o velikosti 332, 412 a 608 parti bazi (bp) indikuji pfitomnost genti pro pediocin,
enterocin a nisin. Pfitomnost ¢i nepfitomnost amplikonil je nadsledné zjisStovana gelovou

elektroforézou (Suwanjinda, Eames a Panbangred, 2007).
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5 MOZNOST VYUZITI BAKTERIOCINU

5.1 Soucasny vyznam a moZnost vyuZziti

V dnesni dob¢ maji bakteriociny velky vyznam v Siroké skéle aplikaci. Jedna se predevsim
0 moznost vyuzivani v potravinafskych a 1ékatskych aplikacich. Pro dana uplatnéni jsou
nejdulezitéjsi informace ohledné bezpecnosti a toxicity bakteriocini. Musi byt provedeno
mnoho testtl, které vyzaduji velkou pozornost, aby byla potvrzena bezpecnost bakteriocintl.
Bakteriociny musi splnit definované podminky téchto ¢asové narocnych testd, aby mohly
byt zdkonné schvéleny jako bezpecné a spolehlivé konzervacni nebo terapeutické latky

(Soltani et al., 2020).

5.1.1 Potravinarstvi

Bakteriociny, jakozto pfirodni latky vykazujici antimikrobidlni aktivitu, byly
v potravinaiském primyslu zkoumany jako vhodna alternativa k chemickym konzervantim,
a to predevSim zdlivodu rostoucich pozadavki spotiebiteli na bezpecné potraviny
s minimalnim zpracovanim (Eghbal, Viton a Gharsallaoui, 2022, Choi, Holzapfel a Todorov,

2022, Soltani et al., 2020).

Vyuzivani bakteriocinli v potravinarském pramyslu ma velky vyznam, protoze zajistuje
bezpec¢nost potravin n€kolika zpisoby. PredevSim je to snizeni po¢tu mikroorganismi
zpusobujicich kaZeni potravin, snizeni poctu patogent v potraviné, minimalizace pouZivani
jinych chemickych konzervantli, a v neposledni fad¢ také vyvoj tzv. novych potravin,
které jsou minimalné opracované. VSechny vySe zminéné moznosti vyuziti maji také velky
vyznam ve smyslu snizeni ekonomickych ztrat, které mohou byt zptisobeny kazenim

potravin (Punia Bangar et al., 2022, Juturu a Wu, 2018).

Bakteriociny se velmi €asto vyuZzivaji jako soucasti obalil potravin, do kterych jsou spolu
s jinymi konzervanty zaclenény a vykazuji tak synergicky ucinek ke zvySeni tdrznosti
potravin. Zaroven jsou bez zapachu, ani nijak neovlivituji senzorické vlastnosti potraviny

(Soltani et al., 2020, Ahmad et al., 2017, Mills, Ross a Hill, 2017).

Dané potravina mtize byt doplnéna bakteriocinem, ktery je aplikovan bud’to formou slozky,
ktera je dopfedu fermentovana bakteriocinogenni kulturou (kultura muize byt vyuzita
jako startovaci, ochrannd, ¢i doplikova) nebo také formou piimo purifikovaného

bakteriocinu (viz Obrazek 4) (Bhattacharya et al., 2022, Punia Bangar et al., 2022).
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Purifikovany bakteriocin musi byt schvéaleny riznymi agenturami, ¢imz ziskava status

bezpecnosti (Punia Bangar et al., 2022).
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(Punia Bangar et al., 2022)

MozZnost vyuZzivani bakteriocinu oznacovaného nisin, jakoZto konzervantu v potravinach,
byla poprvé schvilena roku 1969 Organizaci pro vyzivu a zemédélstvi, Organizaci
spojenych narodl a Svétovou zdravotnickou organizaci. V roce 1988 byla jeho aplikace
schvalena i Utadem pro kontrolu potravin a 16¢iv (Punia Bangar et al., 2022,
Ahmad et al., 2017). V soucasné dob¢ je vyuzivani nisinu pii produkci potravin schvaleno

asi v padesati statech svéta (Rasheed et al., 2021).

Ptesnéji se nisin spolecné s laurovou kyselinou aplikoval do plastové folie pro potraviny

na bazi s6ji pro inhibici rastu bakterie Listeria monocytogenes (Ahmad et al., 2017).

Nisin se uplatituje také predevsim v mlékarenském a konzervarenském primyslu. Je velmi
ucinny proti grampozitivnim bakteriim, které jsou patogenni, konktrétné proti bakterii

Staphylococcus aureus a Listeria monocytogenes (Punia Bangar et al., 2022).
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Bakteriociny podléhaji dlouhému procesu schvalovani, jelikoz existuji velké pozadavky
na jejich bezpecnost, coz je i ditvod pro dlouhodoby vyzkum. Dnes je schvaleny a komeréné
dostupny pouze nisin a pediocin PA-1, které se prodavaji pod ndzvem Nisaplin TM
a ALTATM 2431 (Daba, Elnahas a Elkhateeb, 2022). Bakteriociny 1ze komercné potidit
1 ve form¢ bioaktivnich praskl, pod nazvy MicroGARD a DuraFresh. Tyto prasky jsou
ucinné proti bakteriim, plisnim i1 kvasinkam (Soltani et al., 2020). Tyto dané komercné

dostupné latky nesou oznaceni jako tzv. biokonzervacni latky (Punia Bangar et al., 2022).

Bakteriociny, které jsou vylucovany bakteriemi mlécného kvaseni, jsou v potravindiském
a konzervarenském primyslu povazovany za nejvice vhodnou alternativu, ktera by mohla
nahradit syntetické konzervacni latky. PfedevSim je to z diivodu jejich netoxické povahy,
tzn. bezpecnosti, pro eukaryotické buiikky. Vyhodou by mélo byt také snizeni rizika Sifeni
potravinovych patogend, nebo prodlouzeni trvanlivosti a bezpec¢nosti potravin, které nejsou

vibec, nebo jsou pouze omezené osetfeny syntetickymi konzervanty (Rasheed et al., 2021).

5.1.2 Lékarstvi

V soucasné dob¢ je jiz znamo mnoho zplsobu vyuziti bakteriocini v medicing, predevsim
jako tzv. bakteriocinovych Iékd (Ahmad et al., 2017). Tyto léky zastavaji wlohu
napf. v ochrané lidského téla, kdy pomoci riznych mechanismi inhibuji patogenni bakterie,
viry, nebo je také zndmo, Ze brani migraci a proliferaci rakovinnych bunék, u kterych
podporuji procesy apoptdzy a nekrozy (Daba, Elnahas a Elkhateeb, 2022). Dale 1ze pomoci
bakteriocinli 1é¢it samotné tumory, coZ je velmi vyhodné oproti konvencni 1écbé,
protoze bakteriociny lze selektivné zacilit pfimo na nadorové bunky bez znamek toxicity
pro okolni ,,normalni“ buiiky (Yaghoubi et al., 2022). Bakteriociny také brani systémovym
infekcim téla, které jsou zpiisobovany bakteriemi, mezi které se tadi napt. Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Helicobacter spp.,
Samonella spp. ¢i Escherichia coli (Daba, Elnahas a Elkhateeb, 2022). Dalsi oblasti vyuziti
je také lécba infekci ziskanych v nemocnicich, infekci hornich dychacich cest,
urogenitadlniho traktu, nebo 1écba peptického viedu a riznych onemocnéni kuze
(Daba, Elnahas a Elkhateeb, 2022, Ahmad et al., 2017). Bakteriociny se také mnohdy
vyskytuji jako ptidavek do produktli pouzivanych v zubni hygiené. (Daba, Elnahas
a Elkhateeb, 2022, Ahmad et al., 2017). Zajimavou vlastnosti bakteriocinti je také schopnost
modulace nativni mikrobioty hostitele, ¢imz ovliviiuji funk¢énost a ucinnost imunity,

a tim pozitivn¢ piisobi na jeho zdravi (Anjana a Tiwari, 2022).
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5.2 Vyznam a Sance vyuZziti v budoucnosti

Bakteriocinim je do budoucna ptiklddan velky vyznam piedevsim z divodu jejich
antimikrobialni aktivity, kterou vykazuji proti mnoha patogennim mikroorganismim
(Daba, Elnahas a Elkhateeb, 2022). Pozornost védct pfi hledani novych moznosti vyuziti
se v poslednich letech zvySuje (Daba, Elnahas a Elkhateeb, 2022). Hlavnim z divodi
hledani novych moznosti vyuziti je vysoka ucinnost bakteriocinil proti infek¢nim bakteriim,
kter¢ jsou typické nizkou schopnosti vyvoje rezistence k bakteriociniim (Le,
Kawada - Matsuo a Komatsuzawa, 2022). Je kladen velky diraz k objevovani novych druht
bakteriocinti, které jsou typické svymi efektivnimi mechanismy likvidace patogent,
predevS§im patogeni multirezistentnich, jejichz pocet v posledni dobé roste
(Daba, Elnahas a Elkhateeb, 2022).  Pfislibem do budoucna je také vyuzivani
biotechnologickych technik, které¢ by mély vést k vice efektivni produkei bakteriocini,
¢i ke zvySeni aktivity bakteriocini proti danym patogenim (Daba, Elnahas

a Elkhateeb, 2022).

5.2.1 Potravinarstvi

V soucasné dob¢ je pro rozsifeni aplikace bakteriocinll v potravinarstvi nutny dalsi vyzkum.
Dle legislativy musi pro dal$i moznosti vyuzivani probéhnout schvéleni dalSich druht
bakteriocintli, abychom je mohli v potravinach pokladat za bezpe¢na aditiva. Kromé casoveé
narocného procesu schvalovani je dalsi vyzvou také velkovyroba jiz komercné dostupnych
bakteriocinli. Vlastnosti, jako je Cistota precisténého bakteriocinu, ¢i pozadavky
pro dlouhodobou stabilitu béhem skladovani, jsou ndro¢né na dosazeni, a to predevSim
z diivodu vysokych nakladi. Pro rozsifeni vyuzivani bakteriocini v potravinaistvi je tfeba
vymyslet varianty technologické vyroby, které budou ekonomicky efektivni

(Soltani et al., 2020).

5.2.2 Lékarské aplikace

V dne$ni dob& se hojné diskutuje o dalSich moznych formach antikoncepce,
mezi které mizeme zafadit 1 potencialni vyuziti bakteriocini. Konkrétné nisin, subtilosin
a fermenticin se stavaji dilezitymi latkami, které vykazuji spermicidni aktivitu a mohly
by byt vyuzivany jako soucast antikoncepCnich pfipravkid (Soltani et al., 2020,

Ahmad et al., 2017).
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5.2.3 Veterinarni medicina

Antibioticka rezistence je do budoucna zvétSujici se hrozba, jejimz feSenim by mohly byt
bakteriociny, které mohou naplnit sviij potencial i v prevenci a 1é¢be nemoci, které postihuji
zvitata. Tyto peptidy jsou charakteristické nizSimi piedpoklady pro rozvoj rezistence,
nez jako je tomu u konvencnich antibiotik. Nékteré nedavné studie nam naznacuji jejich roli,
napft. jako probiotik ¢i imunomodulatorii u zvitat. Bakteriociny se proto zdaji byt vyznamnou
a mimofadnou alternativou k vyuziti ve veterinarni mediciné (Hernandez-Gonzalez et al.,

2021).

Potencionalni vyuziti by mélo spocivat v pouziti bakteriocinii nebo piimo jejich produkénich
kment jako ptidavkl do krmiv pro zvitata ¢i pro akvakultury (Pereira et al., 2022, Soltani
et al.,, 2020). Naptiklad bakteriociny gramnegativnich bakterii, jako jsou mikrocin J25
a kolicin E1, se zdaji byt uc¢inné pro kontrolu salmonely u driibeze, nebo napft. jako vhodna

podpora rlstu selat (Soltani et al., 2020).
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II. PRAKTICKA CAST
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6 CILPRACE

Cilem teoretické ¢asti této bakalaiské prace bylo zpracovat literarni resersi tykajici se tématu
charakterizace a d€leni bakteriocinti produkovanych grampozitivnimi bakteriemi, vyuZziti

bakteriocinli a metod stanoveni produkce bakteriocind.

V praktické ¢asti prace bylo cilem izolovat grampozitivni bakterie z vybranych potravin,
provést jejich identifikaci, ovéfit, zdali vykazuji schopnost produkce antimikrobnich

latek — bakteriocinti, zpracovat a zhodnotit ziskané vysledky a zformulovat zavéry prace.
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7 MATERIAL

Nize jsou uvedeny pouzité pomicky, pfistroje, roztoky, chemikalie a kultiva¢ni pady.

7.1 Pomiicky a pristroje

Sterilni bakteriologické klicky, hokejky, Pasteurovo kapatko, sdcky uréené k homogenizaci
vzorku, destilovand voda, podlozni sklicka, imerzni olej, oxiddzovy test, automatické
mikropipety, sterilni Spicky, zkumavky Eppendorf, davkovace, kryokrabicky, laboratorni

sklo (zkumavky, Petriho misky, lahve, kddinky, odmérné valce).

Biohazard box (box s laminarnim proudénim), laboratorni pifedvazky, stomacher, autoklav,
vortex, termostaty pro kultivaci, lednice, mrazici box, box pro vodni lazen, kahan, opticky

mikroskop Olympus CX41, fotoaparat Canon EOS 1100 D.

7.2 Roztoky a chemikalie
e 0,85% fyziologicky roztok.
e Krystalova violet.
e Lugollv roztok.
e Aceton.
e Safranin.
e 3% roztok peroxidu vodiku (H20>).
e 3% roztok hydroxidu draselného (KOH).
e 30% roztok glycerolu.

e 96% ethanol (denaturovany).

7.3 Kaultivacni pudy

Pro mikrobiologicky rozbor byly pouzity tyto kultivacni média (vyrobce HiMedia, Bombai,
Indie):

e MRS agar (,,de Mann, Rogosa a Sharpe agar*)

Toto kultivaéni médium slouzi k izolaci, kultivaci a stanoveni po¢tu mlécnych

tyCinek.
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SloZeni:
Proteosovy pepton (10 g / 1000 ml)
Hovézi extrakt (10 g / 1000 ml)
Kvasni¢ny extrakt (5 g/ 1000 ml)
Dextréza (20 g/ 1000 ml)
Polysorbat 80 (1 g/ 1000 ml)
Citran amonny (2 g / 1000 ml)
Octan sodny (5 g/ 1000 ml)
Siran hotecnaty (0,1 g/ 1000 ml)
Siran manganaty (0,05 g/ 1000 ml)
Fosfore¢nan draselny (2 g / 1000 ml)
Agar (12 g/ 1000 ml)
pH (pfti 25 °C) 6,5+0,2

e M17 agar

Na plotnach s M17 agarem se provadi kultivace a stanoveni mlécnych koki

(streptokoky, leukonostoky a laktokoky).
SloZeni:

B-glycerfostat disodny (19 g/ 1000 ml)
Sojovy pepton (5 g/ 1000 ml)

Trypton (5 g/ 1000 ml)

HM pepton B (5 g/ 1000 ml)

Kvasni¢ny extrakt (2,5 g/ 1000 ml)
Kyselina askorbova (0,5 g / 1000 ml)
Siran hotecnaty (0,25 g/ 1000 ml)

pH (pti 25 °C) 6,9 + 0,2
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PCA (,,Plate count agar)

Toto kultiva¢ni médium bylo vyuzito ke stanoveni celkového poctu mikroorganismu.
SloZeni:

Kaseinovy enzymaticky hydrolyzat (5 g/ 1000 ml)

Kvasni¢ny extrakt (2,5 g / 1000 ml)

Dextréza (1 g/ 1000 ml)

Agar (15 g/ 1000 ml)

Indikator rastu (0,1 g/ 1000 ml)

Sladovy extrakt (30 g/ 1000 ml)

Mykologicky pepton (5 g/ 1000 ml)

Médium vyuzité ke kultivaci a ptiprave izolati na identifikaci MALDI-TOF a pro kultivaci

indikatorovych mikroorganismii (vyrobce HiMedia, Bombai, Indie):

BHI (,,Brain heart infusion agar®)

Toto kultiva¢ni médium neboli infuze mozkové a srde¢ni tkdn€ slouzi pro v§eobecné

vyuziti ke kultivaci Siroké Skaly bakterii a hub.
SloZeni:

HM préskova infuze (12,5 g/ 1000 ml)

BHI prasek (5 g/ 1000 ml)

Proteosovy pepton (10 g/ 1000 ml)

Dextréza (glukoza) (2 g / 1000 ml)

Chlorid sodny (5 g/ 1000 ml)
Hydrogenfosfore¢nan sodny (2,5 g/ 1000 ml)
Agar (10 g/ 1000 ml)

pH (pfi 25 °C) 7,4+0,2
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7.3.1 Priprava Kkultiva¢nich pid:

Pro ptipravu kultivacniho bujonu bylo dané mnozstvi kultivaéniho média dle informaci
vyrobce, uvedenych na obalu, navazeno na laboratornich vahach do sklenéné lahve.
Nasledn¢ bylo do lahve ptidano pozadované mnozstvi destilované vody a byla provedena
dikladna homogenizace. Poté byl pomoci davkovace pipetovan pozadovany objem média
do zkumavek umisténych ve stojanu. Zkumavky byly opatieny vicky a vlozeny do autoklavu

ke sterilizaci.

Ptiprava kultivacniho média s agarem probihalo obdobné¢ jako v pfedeslém piipadé,
avsak s rozdilem, ze k navaZzce kultivacniho média bylo pfiddno piislusné mnozstvi Agaru
typ I (vyrobce HiMedia, Bombai, Indie), pokud jiz v médiu nebylo obsazeno.
Po pfidani daného mnozstvi destilované vody byla provedena dikladnd homogenizace.
Lahev byla opatifena vickem a vloZena dovniti autoklavu ke sterilizaci. Po prob&hnuti
sterilace byla lahev ponechana k dostatecnému vychladnuti, avSak tak, aby nedochdzelo
k tuhnuti agaru. Poté bylo kultivaéni médium z lahve vylito do pfipravenych sterilnich
Petriho misek v biohazard boxu. Misky byly po utuhnuti média skladovany pfi teploté 12 °C
do doby pouziti.
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8 METODIKA

8.1 Izolace grampozitivnich bakterii
Byl proveden mikrobiologicky rozbor vybranych potravin:
e Parmazan (Bio Parmigiano Reggiano. Pfirodni extra tvrdy syr, Billa).

e Syr Madeland (Madeland Original, Madeta, Klasa).

vvvvv

Klasa).

e Syr Gouda (Syr Gouda platkovand, 48 % tuku v suSiné, polotvrdy, ptirodni,
plnotu¢ny, Ranko, COOP).

e Balkansky syr (Balkansky syr pfirodni, bily, 48 % tuku v susin¢, Ranko, COOP).

e Syr Krolewski (Krolewski original 45 %, pfirodni polotvrdy syr Svycarského typu
s velkymi oky, O5M Sierpc, Polsko).

e Syr Mozzarella (Mozzarella Bianca classic, pafeny plnotu¢ny syr ve slaném nélevu,

Moravia).
e Zakysana smetana (Bio zakysana smetana, 15 % tuku, Billa).

Vzorky potravin byly zakoupeny v bézné obchodni siti. Steriln¢ bylo odebrano 5 g vzorku
do sacku uréeného k homogenizaci, a nasledné bylo pfidano 45 ml sterilniho fyziologického
roztoku. Sacek byl vlozen do Stomacheru, kde byl jeho obsah po dobu 2 min
homogenizovan. Po vyjmuti ze Stomacheru bylo provedeno desitkové fedéni, kdy ze sacku,
jehoz obsah jiz predstavoval fedéni 10!, byl odebran objem 0,5 ml do sterilni zkumavky,
a bylo pfidano 4,5 ml sterilniho fyziologického roztoku a homogenizovano, ¢imz bylo
ziskano fedéni 102, Pro ziskani fedéni 10 bylo odebrano 0,5 ml ze zkumavky oznacené
fedénim 1072, a opét bylo pridano 4,5 ml sterilniho fyziologického roztoku. Timto zptisobem

bylo postupovano az do ziskani dostate¢ného fedéni potiebného pro vyseti na Petriho misky.

Stanoveni pozadované skupiny mikroorganismti bylo provedeno naockovanim 0,1 ml
prislusného tedéni vzorku paralelné na 2 Petritho misky s danou ptidou a néslednym
rozhokejkovanim. Celkovy pocet mikroorganismii (CPM) byl stanovovadn na puadé
Plate count agar (PCA), mlécné koky byly stanovovany na pidé M17 a pro stanoveni

mlécnych ty€inek byl vyuzit de Mann, Rogosa a Sharpe agar (MRS). Po inokulaci byly
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misky vlozeny do termostatu (30 °C — PCA a M17, 37 °C — MRS) k inkubaci na dobu
48 hodin. Jakmile uplynula pfedepsana doba kultivace, byly provedeny odecty.

Z kazdé misky byly vybrany dostate¢né od sebe vzdalené kolonie, které byly pireockovany
kiizovym roztérem na misky s pfislusSnou pidou. Misky byly poté opét ponechany
ke kultivaci, jejiz podminky odpovidaly stanovovanym skupindm mikroorganismu viz vyse.

Dalsi fazi postupu po kultivaci byla identifikace ziskanych izolati.

8.2 PredbézZna typizace ziskanych izolati

Ziskané izolaty byly postupné podrobeny barveni dle Grama, kdy byly selektovany
pouze grampozitivni bakterie. Diivodem pro selekci byl potencial produkce bakteriocinii
bakteriemi mlééného kvaseni, které spadaji do skupiny grampozitivnich bakterii. Bakterie
mlécného kvaSeni jsou oznacovany jako neSkodné a bezpecné, coz je hlavnim divodem
selekce, jelikoZ se tyto bakterie s potencidlem produkce bakteriocinli bézné vyskytuji
v mlé¢énych a fermentovanych potravinach, ze kterych byly izolovany. Pro ovéteni spravné
provedené identifikace barvenim dle Grama byl doplnén KOH test, coz je jednoduchy
sklickovy test, kterym lze odliSit grampozitivni a gramnegativni bakterie na zakladé
rozdilného sloZeni bunécné stény. Dale byl proveden oxiddzovy (OXI) test a test pro dikaz

produkce katalazy.

8.2.1 Gramovo barveni

Princip:

vvvvvv

které¢ se v oblasti mikrobiologie vyuzivaji. Toto barveni ndm umoziuje rozliSit bakterie
grampozitivni (G*) a gramnegativni (G"), a to dle principu rozdilného chemického slozeni,
struktury a permeability bunécné stény. Uvniti buiiky dochézi k reakci krystalové violeti
a jodu, coz zpusobuje vznik komplexu, ktery u grampozitivnich bakterii neprojde
zp&t membranou a je nerozpustny v alkoholu, protoZe alkohol neprostupuje bunécnou sténu,
coZ znamena, 7Ze se grampozitivni bakterie alkoholem neodbarvuji a zlistdvaji zbarvené
tmave¢ fialoveé. Gramnegativni bakterie se naopak alkoholem odbarvuji, pfedevsim z divodu
odlisného slozeni bunécné stény, kterou alkohol prostupuje. Nasledné obarveni safraninem

zpiisobi to, Ze gramnegativni bakterie byvaji zbarvené &erven& (Rihova Ambrozova, 2007).
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Postup prace:

Po provedeni kiizového roztéru bylo sterilni klickou odebrdno malé mnozstvi biomasy,
anasledné bylo pfeneseno do kapky sterilniho fyziologického roztoku na podloznim sklicku.
Poté bylo provedeno suspendovani biomasy ve fyziologickém roztoku a nasledné bylo
sklicko se suspenzi ponechano k zaschnuti. Dal§im krokem bylo provedeni fixace natéru

na sklicku protazenim plamenem.

Ptipraveny fixovany preparat byl nejprve prevrstven krystalovou violeti (60 s), oplachnut
destilovanou vodou (5 s), poté byl prevrstven Lugolovym roztokem (30 s), oplachnut
96% ethanolem (1 s), nasledné byl dobarven safraninem (60 s) a na zavér byl oplachnut

destilovanou vodou (5 s) a ponechan k ususeni.

Obarvené preparaty byly zhlédnuty mikroskopem, kdy byly pozorovany pod imerznim
olejem pii celkovém zvétSeni 1000x. Po zhlédnuti a fotografickém zdokumentovani
byly selektovany a dale zamrazeny a uchovavany pouze grampozitivni bakterie,

u kterych byly provedené dalsi testy.

8.2.2 KOH test
Princip:

Pro konfirmaci, zda se jednad o grampozitivni izolaty, byl proveden KOH test. Principem
tohoto sklickového testu je odliSné sloZeni bakteridlni bunécné stény. U gramnegativnich
bakterii je bunécnd sténa citliva k pisobeni ziedénych alkalickych roztokt, které maji
schopnost ji pomérné jednoduSe naruSovat. Po naruSeni tenké peptidoglykanové vrstvy
bunécné stény gramnegativnich bakterii vznika suspenze, kterd vykazuje viskozni vlastnosti,
jelikoZ probiha uvoliiovani vlaken deoxyribonukleové kyseliny. U grampozitivnich bakterii
nelze Gcinek zredénych alkalickych roztokl na bunéénou sténu pozorovat, coZ znamena,
ze nedochazi k poruseni bunétné stény, a tim padem ani k tvorbé viskozni suspenze

(Kopecka a Rotkova, 2017, Halebian et al., 1981).
Postup prace:

Na podlozni sklicko byla asepticky za pomoci Pasteurova kapatka aplikovana kapka
3% roztoku KOH, do které byla pomoci sterilni plastové klicky vnesena
¢tytiadvacetihodinova kultura daného izolatu a rozmichdna. Poté byla klicka ze suspenze
tazena smérem vzhiiru do vzdalenosti cca 2 cm, pfi ¢emz bylo pozorovano, jestli dochazi

k tvorbé viskodzniho vlakna. Pokud vlakno vznika, vysledek se oznacuje jako pozitivni,
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a jedna se o gramnegativni bakterie, pokud vlakno nevznikd, vysledek je negativni a jedna

se o bakterie grampozitivni.

8.2.3 Oxidazovy test (OXI test)

Princip:

Dalsim provedenym testem byl oxidadzovy test, ktery je urCen pro mikroorganismy
produkujici enzym cytochrom c¢ oxidazu. Jedna se o posledni enzym dychaciho fetézce,
ktery se uc€astni u aerobnich bakterii pfenosu elektront na kyslik v systému elektronového
transportniho fetézce. Vyuzivané oxiddzové Ccinidlo je slozeno z chromogenniho
oxidacné - redukéniho ¢inidla, které béhem oxidace méni svou barvu na modrou az tmave

fialovou (Kopecka a Rotkova, 2017).
Postup prace:

Na detekéni zonou testu byla asepticky plastovou sterilni klickou nanesena
¢tyfiadvacetihodinova kultura daného izolatu. Vysledek je povazovan jako pozitivni
v piipad¢, Ze detekéni zona zmodra do 30 s. V piipadé, Ze zona zmodra do 2 min, je vysledek
povazovan za opozdéné pozitivni. Pokud dojde ke zméné barvy po dob¢ delsi nez 2 min,

nebo se barva nezméni viibec, je vysledek testu povazovan jako negativni.

8.2.4 Dukaz produkce katalazy

Princip:

Poslednim provedenym testem byl dikaz produkce katalazy. Kataldza je enzym,
ktery je schopen rozklddat peroxid vodiku na vodu a volny kyslik. Nékteré z bakterii
vykazuji schopnost redukce kysliku na peroxid vodiku. Peroxid vodiku je vSak pro bunky
toxicky, proto existuje obranny mechanismus jeho odbouravani. Principem tohoto
mechanismu je rozklad peroxidu vodiku na volny kyslik a vodu, coz je zprostfedkovano
enzymem katalazou (Kopecka a Rotkova, 2017).

Postup prace:

Na podlozni sklicko byla asepticky za pomoci Pasteurova kapatka aplikovana kapka
3% roztoku peroxidu vodiku (H20O»), do které byla pomoci sterilni plastové klicky vnesena
Ctyfiadvacetihodinova kultura daného izolatu a rozmichana. Pozitivita testu se projevuje

okamzitym uvoliiovanim bublinek kysliku.
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8.2.5 ZamraZeni ziskanych izolati

Vybrané grampozitivni bakterie byly uchovavany zamrazenim. Vybrané izolaty byly
zaockovany do MRS (ty¢inky) ¢i M17 (koky) bujonu, dle jejich morfologie. Poté byly
zkumavky vlozeny do termostatu nastaveného na 37 °C na dobu inkubace 48 hod.
Po uplynuti doby inkubace bylo 750 ul suspenze pomnoZzeného izolatu pieneseno
do sterilnich Eppendorfovych zkumavek, ke kterym bylo nasledné¢ ptidano 750 ul sterilniho
30% glycerolu. Pomér suspenze a glycerolu byl 1:1. Tyto zkumavky byly nésledné
uchovavany v kryokrabickach umisténych v mrazicim boxu, ktery byl nastaveny na - 80 °C.

Jeden izolat byl zamraZen ve tfech Eppendorfovych zkumavkach.

8.3 Identifikace izolatii pomoci hmotnostni spektrofotometrie
MALDI - TOF

Princip:

MALDI-TOF MS neboli Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass
Spectrometry, je rychld a pfesnd metoda identifikace a typizace mikroorganismi,
ktera se fadi k chemotaxonomickym metoddm. Principem identifikace je analyza
ribosomalnich a jinych proteinti v buiice, které maji jednotlivé bakteridlni druhy specifické
(Bursové et al., 2014).

Proteiny bunécnych extraktli jsou ionizovdny pomoci matrice za vyuZziti dusikového
UV laseru. Matrice slouZi k tomu, aby analyt nebyl v pfimém kontaktu s laserem. Je nutné,
aby byla energie pfenesena na molekuly analytu ionizaci, tedy pienosem protonu
z excitovanych molekul matrice. lonty, které pfesly do plynné faze se dale pohybuji silnym
elektrickym polem, ve kterém dochézi k jejich urychleni a zaostieni. Nasledné ionty vstupuji
do vakuové trubice hmotnostniho analyzatoru doby letu, kde rychlost jejich pohybu
odpovidd jejich hmotnosti a naboji. Vyslednou hodnotou je doba letu Ccastice,
leh¢i ¢i vice nabité. Detektor je propojen se specifickym softwarem, pomoci né¢hoz jsou data

zpracovavana (Bursova et al., 2014).
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Principem identifikace mikroorganismi je srovnani proteinového spektra konkrétniho
izolatu se spektry referen¢nich kment, které jsou k dispozici v databdzi MALDI Biotyper
(Bursova et al., 2014).

Postup prace (pFiprava izolatu):

Zamrazené kultury byly nejprve inokulovany do BHI bujonu a ponechany ke kultivaci
po dobu 24 hodin pfi teploté 37 °C. Poté byla ziskana biomasa z bujonu pfenesena asepticky
sterilni bakteriologickou kli¢kou na misky s BHI agarem a byl proveden kiiZzovy roztér.
Misky byly vlozeny do termostatu a inkubovany (37 °C, 24 hod). Po inkubaci bylo
do Eppendorfovy zkumavky napipetovano 150 pl destilované vody, do které byla sterilni
klickou vnesena dostatecné hustd biomasa kultury odebrand z misky s BHI agarem
a byla provedena suspendace. Na zavér bylo do zkumavky ptidano 450 pl 96% ethanolu.
Nasledné byly zkumavky vloZeny do kryo krabicky a uchovavany v mrazdku nastaveném
na -20 °C, dokud nebyly ptevezeny do laboratofe AgroBioTech v Nitfe, ve které prob&hla
analyza pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF.

8.4 Ovéreni schopnosti produkce bakteriocinu u izolovanych bakterii

Posledni fazi postupu v této praci bylo provedeni skriningu antimikrobidlni aktivity
u vybranych izolati. Celkem bylo testovano 150 izolati na 15 vybranych indikatorovych

mikroorganismu. Test byl proveden tfikrat.

8.4.1 Agar spot test, agar spot antimicrobial assay

Tato metoda je urCena pro skrining antimikrobidlni aktivity producenti bakteriocina

nebo bilkovin podobnych bakteriociniim (Rahmeh et al., 2019, Juturu a Wu, 2018). Celkovy
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postup agar spot testu byl s mirnou modifikaci sestaven dle odbornych publikaci autort
Parlindungan et al. (2021), Rahmeh et al. (2019), Juturu a Wu (2018) a Crowley, Mahony
a van Sinderen (2013).

1. faze — Prvotni pomnozeni izolati v bujonu.

Prvnim krokem pracovniho postupu bylo pfedmnozeni bakterialni kultury v MRS bujonu.
Zamrazené izolaty byly rozmrazeny, promichany a v objemu 200 upl zaockovany
do zkumavek s 5 ml MRS bujonu. Zkumavky byly umistény do termostatu nastaveného

na 37 °C ke kultivaci na dobu 18 hod.

2. faze — Kultivace bakterialni kultury v bujonu (1% inokulum):

Z narostlé kultury v MRS bujonu bylo po promichdni odebrano 50 pl a pifeneseno
do zkumavek s5 ml MRS bujonu, ¢imz bylo ziskano 1% inokulum. Nasledn¢ byly
zkumavky umistény, stejn¢ jako v 1. fazi, do termostatu. Kultivace probihala pii 37 °C
po dobu 18 hodin.

3. faze — Davkovani bakterialni kultury na misky:

Dalsim krokem bylo davkovani kultury na misky s MRS agarem. 2 ul pfes noc narostlé
kultury byly nadavkovany na misky s 1,2 % MRS agarem. Na jedné misce bylo rozmisténo
celkem 10 riiznych izolatd, kdy jednotlivé izolaty byly od sebe dostatecné vzdaleny,
aby nedochazelo k interferenci. Misky byly uloZeny do termostatu ke kultivaci pti 37 °C
na dobu 24 hod.

4. faze — Prevrstveni izolati soft agarem inokulovanym indikatorovou kulturou:

Den pfedem byly indikatorové kultury z misek ve formé kiizovych roztérti (48hodinové
kultury) pteneseny do zkumavek s 5 ml BHI bujonu. Zkumavky byly vloZeny do inkubatoru
nastavené¢ho na 37 © a kultivace probihala po dobu 24 hod.

Misky s nadavkovanymi kulturami byly po 24 hodinach inkubace vytdhnuty z termostatu
a prevrstveny 0,8% soft agarem BHI, ktery byl inokulovan indikatorovym
mikroorganismem. Postup inokulace byl takovy, ze bylo nejprve 100 ml soft agaru v lahvi
zchlazeno pod studenou tekouci vodou na teplotu, kterd by indikatorové mikroorganismy
neusmrtila (cca 40 az 50 °C), a poté¢ bylo do soft agaru inokulovano 1,7 ml pfisluSné
indikatorové kultury, kterd byla piedtim dikladné homogenizovana. Indikatorova kultura
byla v soft agaru dikladné promichana a nésledovalo pfevrstveni misek s nadavkovanymi
izolaty. Na 1 misku bylo davkovano 5 ml soft agaru s indikatorovou kulturou (0,1 ml kultury
v 5 ml soft agaru), aby doslo ke spravnému pievrstveni celé plochy. Po utuhnuti byly misky

umistény do termostatu ke kultivaci pti 30 °C na dobu 48 hodin.
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Indikatorové mikroorganismy:

e Gramnegativni bakterie:
1) Salmonella Typhimurium
2) Escherichia coli
e Grampozitivni bakterie:
3) Staphylococcus aureus
4) Enterococcus faecalis
5) Bacillus cereus
6) Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141
7) Lactococcus cremoris CCDM 946
8) Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CCDM 364
9) Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004
10) Lactococcus cremoris CCDM 824
11) Streptococcus thermophilus CCDM 224
12) Lactiplantibacillus plantarum RIBM P89
13) Levilactobacillus brevis RIBM P20
14) Lactiplantibacillus plantarum RIBM P96
15) Lactiplantibacillus plantarum RIBM P94
e Pozitivni kontrola: Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 731 (producent nisinu)

5. faze — Pozorovani vzniku inhibicéni zony:

Po ptedepsané dob¢ inkubace byly provedeny odecty, kdy byl pozorovan vznik inhibicni
z6ny kolem nadavkovaného izoldtu. Za pozitivni vysledek byla povaZovana ¢ird zoéna
o minimalni velikosti 1 aZ 2 mm. Vzniklé zony byly zméfeny a byl zaznamendn jejich

pramér v mm.
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9 VYSLEDKY A DISKUZE

V této ¢asti prace jsou piedstaveny a okomentovany ziskané vysledky.

9.1 Izolace grampozitivnich bakterii

Pocet izolovanych bakterii z danych
potravin

40
35
30
25
20
1
1

o n

Obrazek 6 Pocet ziskanych izolatl z danych potravin

Na Obrazku 6 Ize sledovat grafické zndzornéni celkovych poctl izolovanych
grampozitivnich bakterii z danych, pfedem vytypovanych, potravin. Seznam vyuZitych
potravin je uveden v podkapitole 8.1. Celkem bylo zpotravin izolovano
152 grampozitivnich bakterii. Pocty vyizolovanych bakterii z ptislusnych potravin jsou
nasledujici: 34 izolat ze syru Parmazan, 29 ze syru Madeland, 24 z bilého jogurtu,
21 ze syru Gouda, 19 z Balkanského syru, 16 ze syru Krolewski, 8 ze syru Mozzarella
a 1 izolat ze zakysané smetany. Dlivodem, pro¢ se ze zakysané smetany podafilo ziskat
pouze 1 izolat, je pravdépodobné narocnost kultivacnich podminek pro pfitomné bakterie
(smetanova kultura), ktera se projevovala nedostatenym rastem. DalSim divodem byla
1 pfitomnost gramnegativnich bakterii na miskach, které nebyly selektovany a byly

vytazeny.

Grafické zndzornéni poméru zastoupené¢ morfologie grampozitivnich bakterii vSech
ziskanych izolatl 1ze pozorovat nize na Obrazku 7. Z celkového poctu 152 izolath byly
pozorovany 3 typy morfologie — tyCinky, koky a kokotyCinky. Nejvice bakterii mélo

morfologii tyc¢inek, jejichz pocet odpovidal 133 izolatim, coz ¢ini 87 %. Izolovanych
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bakterii s morfologii koki bylo 18, coz odpovida 12 %. Bakterie v morfologii kokoty¢inky

byla ziskdna pouze 1, coz odpovida zastoupeni 1 % z celkového poctu izolatt.

Pomeér vyizolovanych bakterii dle morfologie

Grampozitivni  Grampozitivni
kokotycinky koky

1% 12%

Grampozitivni koky

Grampozitivni tyCinky

Grampozitivni
kokotycinky
Grampozitivni
tyCinky
87%

Obrazek 7 Zastoupeni izolatt dle morfologie
9.2 Identifikace ziskanych izolati

Celkové vysledky typizace a identifikace izolovanych bakterii jsou uvedeny v Priloze 1.
V této Casti jsou uvedeny pouze vysledky identifikace ziskanych izolatlh pomoci metody
MALDI-TOF (Tab. 1 — Tab. 8). Tabulky jsou pro lepsi pfehlednost rozdéleny dle potraviny,

ze které byly bakterie izolovany. Celkem bylo uspésné identifikovano 106 ze 152 izolath.

mikroorganismu nebo rovnéZz absenci spektra, charakteristického pro dany MO.

Tabulka 1 Vysledky identifikace izolati pomoci MALDI-TOF (syr Mozzarella)

Potravina Izolat Identifikace MALDI-TOF Skore
Syr Mozzarella 3 Nespolehliva identifikace
Syr Mozzarella 4 Staphylococcus epidermidis 1.734
Syr Mozzarella 5 Staphylococcus epidermidis 1,812
Syr Mozzarella 6 Staphylococcus warneri 1.908
Syr Mozzarella 39 Staphylococcus haemolyticus 1.995
Syr Mozzarella 40 Staphylococcus warneri 1.895
Syr Mozzarella 41 Staphylococcus warneri 1.990
Syr Mozzarella 42 Staphylococcus warneri 1.844
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Mozzarella je druh mékkého syru, ktery byva skladovéan ve vlastni syrovatce v uzavienych
obalech. Ze vzorku syru Mozzarella byly izolovany a identifikovany 3 druhy stafylokoka.
Jednalo se konkrétn€ o Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus warneri
a Staphylococcus haemolyticus. Jedna se o doprovodnou mikrofloru a vyskyt téchto
mikroorganismil je mozny pravé z divodu skladovani tohoto syru ve vlastni syrovatce
(Devirgiliis et al., 2010). Ze tohoto druhu syra dale byva nejcastéji izolovany kmeny
Lacticaseibacillus casei a Lactobacillus acidophilus, které jsou soucasti startovaci kultury

(Losito et al., 2014). V této praci se nepodatrilo ziskat izolaty danych druhd.

Tabulka 2 Vysledky identifikace izolatd pomoci MALDI-TOF (zakysana smetana)

Potravina 1zolat Identifikace MALDI-TOF Skore

Zakysana smetana | 51 Nespolehliva identifikace

Smetanova kultura byva slozena z druhii Lactococcus lactis, Lactococcus lactis subsp. lactis
var. diacetylactis, Lactococcus cremoris a Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris,
subsp. dextranicum (Bunikova, 2022). V této praci se ze vzorku zakysané smetany podafilo

izolovat pouze 1 izolat, ktery nebyl uspésné identifikovan pomoci metody MALDI-TOF.

Tabulka 3 Vysledky identifikace izolati pomoci MALDI-TOF (Balkansky syr)

Potravina Izolat Identifikace MALDI-TOF Skore
Balkansky syr 1 Kocuria varians 2.195
Balkansky syr 35 Lactococcus lactis 2.309
Balkansky syr 36 Lactococcus lactis 2.240
Balkansky syr 37 Lactococcus lactis 2.244
Balkansky syr 94 Leuconostoc pseudomesenteroides 1,898
Balkansky syr 96 Lacticaseibacillus paracasei 1,897
Balkansky syr 99 Leuconostoc pseudomesenteroides 1,84
Balkansky syr 102 Lacticaseibacillus paracasei 2,342
Balkansky syr | 139 - 143 Nespolehliva identifikace
Balkansky syr 144 Leuconostoc pseudomesenteroides
Balkansky syr 145 Nespolehliva identifikace
Balkansky syr 147 Lacticaseibacillus rhamnosus 2.148
Balkansky syr 148 Leuconostoc pseudomesenteroides 1,712
Balkansky syr | 149 - 150 Nespolehliva identifikace H

Balkansky syr je dlouhodob¢ zrajici druh mé&kkého syra ve slaném nélevu. V tomto syru

zpravidla nebyvaji pfitomny patogenni mikroorganismy. Pfi podminkach vysoké
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koncentrace soli se vSak muze mnozit Staphylococcus aureus (Bunikkova, 2022). Z celkem
19 izolath ziskanych ze vzorku syra bylo Uspé$né identifikovano 11 izolatd, které se fadi
mezi  druhy  Lactococcus  lactis,  Lacticaseibacillus paracasei,  Leuconostoc
pseudomesenteroides, Kocuria varians a Lacticaseibacillus rhamnosus. Az na Lactococcus
lactis, ktery je soucasti zakysové kultury, se jedna o doprovodnou mikrofloru balkanského

syru.

Tabulka 4 Vysledky identifikace izolati pomoci MALDI-TOF (syr Krolewski)

Potravina Izolat Identifikace MALDI-TOF Skore
Syr Krolewski 43 Staphylococcus warneri 2,032
Syr Krolewski 44 Lacticaseibacillus paracasei 2.197
Syr Krolewski 45 Lacticaseibacillus paracasei 1.717
Syr Krolewski 46 Nespolehliva identifikace -
Syr Krolewski 47 Lacticaseibacillus paracasei 1.976
Syr Krolewski 48 Lacticaseibacillus paracasei 1.849
Syr Krolewski 64 Nespolehliva identifikace
Syr Krolewski 65 Lacticaseibacillus paracasei
Syr Krolewski 66 Nespolehliva identifikace ‘
Syr Krolewski 67 Lacticaseibacillus paracasei 2.152
Syr Krolewski 68 Latilactobacillus curvatus 1,808
Syr Krolewski 69 Nespolehliva identifikace -I
Syr Krolewski 92 Lacticaseibacillus paracasei 1,718
Syr Krolewski 97 Lactiplantibacillus paraplantarum 1,908
Syr Krolewski 146 Lacticaseibacillus paracasei 2,171
Syr Krolewski 151 Nespolehliva identifikace -I

Uspésné identifikovanymi bakteriemi ziskanymi ze syru Krolewski, coZ je syr §vycarského
typu s oky, byly nejCastéji Lacticaseibacillus paracasei (8 z 11 izolata). Dalsi izolaty byly
identifikovany jako Lactiplantibacillus paraplantarum (1), Latilactobacillus curvatus (1)
a Staphylococcus warneri (1). Az na Staphylococcus warneri se jednd o béznou
doprovodnou mikrofloru daného syru. Staphylococcus warneri je kontaminaci, kterd mohla
vzniknout chybou pii mikrobiologickém rozboru. Obecné byvé v syrech Svycarského typu
ptitomen Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii nebo Lactobacillus

helveticus, jako starterova kultura (Bachmann et al., 2011).
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Tabulka 5 Vysledky identifikace izolati pomoci MALDI-TOF (syr Madeland)

Potravina Izolat Identifikace MALDI-TOF Skore
Syr Madeland 70 Lacticaseibacillus paracasei 2.053
Syr Madeland 71 Lacticaseibacillus paracasei 1,88
Syr Madeland 72 Lacticaseibacillus paracasei 1,932
Syr Madeland 73 Lacticaseibacillus paracasei 1.940
Syr Madeland 74 Lacticaseibacillus paracasei 1,803
Syr Madeland 75 Lacticaseibacillus paracasei 2.104
Syr Madeland 76 Lacticaseibacillus paracasei 2.082
Syr Madeland 77 Lacticaseibacillus paracasei 1.741
Syr Madeland 78 Lacticaseibacillus paracasei 1.968
Syr Madeland 79 Lacticaseibacillus paracasei 2,147
Syr Madeland 80 Lacticaseibacillus paracasei 1.728
Syr Madeland 81 Lacticaseibacillus paracasei 1.787
Syr Madeland 82 Lacticaseibacillus paracasei 1,889
Syr Madeland 83 Lacticaseibacillus paracasei 1,842
Syr Madeland 84 Lacticaseibacillus paracasei 1,884
Syr Madeland 85 Lacticaseibacillus paracasei 1,764
Syr Madeland 86 Lacticaseibacillus paracasei 2,221
Syr Madeland 87 Lacticaseibacillus paracasei 1,966
Syr Madeland 88 Lacticaseibacillus paracasei 1,879
Syr Madeland 89 Lacticaseibacillus paracasei 1,961
Syr Madeland 90 Nespolehliva identifikace
Syr Madeland 91 Lacticaseibacillus paracasei 1,816
Syr Madeland 93 Lacticaseibacillus paracasei 2,127
Syr Madeland 95 Nespolehliva identifikace
Syr Madeland 98 Lacticaseibacillus paracasei 1,849
Syr Madeland 100 Lacticaseibacillus paracasei 2,128
Syr Madeland 101 Lacticaseibacillus paracasei 1.813
Syr Madeland 129 Lacticaseibacillus paracasei 1.948
Syr Madeland 137 Lacticaseibacillus paracasei 2,119

Syr Madeland se fadi mezi polotvrdé syry holandského typu, ve kterém se uvnitt hmoty tvofi
oka. Dle literatury by v syrech tohoto typu mél byt nejvice (az z 90 %) ptitomen Lactococcus
lactis jako startérova kultura (Duru et al., 2018). V této praci byla vétSina bakterii
izolovanych ze syru Madeland identifikovana jako Lacticaseibacillus paracasei, podobné
jako v ptipadé syru Krolewski. Jednd se o béZnou nonstartérovou kulturu BMK vyskytujici

se v syrech holandského typu (Pachlova et al., 2018).
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Tabulka 6 Vysledky identifikace izolath pomoci MALDI-TOF (Parmazan)

Potravina Izolat Identifikace MALDI-TOF Skore
Parmazéan 103 Lacticaseibacillus casei 1.714
Parmazan 104 Leuconostoc pseudomesenteroides 1,905
Parmazéan 105 Nespolehliva identifikace

Parmazéan 106 Lacticaseibacillus rhamnosus

Parmazan 107 - 108 Nespolehliva identifikace

Parmazan 109 Lacticaseibacillus rhamnosus

Parmazan 110- 115 Nespolehliva identifikace

Parmazan 116 Lacticaseibacillus paracasei

Parmazan 117 Nespolehliva identifikace

Parmazan 118 Lacticaseibacillus rhamnosus 1.807
Parmazan 119 Lacticaseibacillus rhamnosus 1.786
Parmazan 120 Lacticaseibacillus paracasei 2,233
Parmazan 121 Lactobacillus sp. 1,793
Parmazan 122 - 124 Nespolehliva identifikace

Parmazan 125 Lacticaseibacillus casei 1.752
Parmazan 126 Lacticaseibacillus rhamnosus 1,861
Parmazan 127 Lacticaseibacillus rhamnosus 1,97
Parmazén 128, 130 Nespolehliva identifikace

Parmazén 131 Lactobacillus sp. 1,78
Parmazan 132 -133 Nespolehliva identifikace

Parmazan 134 Lacticaseibacillus rhamnosus 2,003
Parmazan 135 Lacticaseibacillus paracasei 2,215
Parmazén 136 Nespolehliva identifikace

Parmazan 138 Lacticaseibacillus rhamnosus 2.079

Parmazan je extra tvrdy syr zrajici 12 az 24 mésicl. V Parmazanu byla identifikaci

prokdzana piitomnost bakteridlnich druhl: Leuconostoc pseudomesenteroides (1),

sp- (2),

a Lacticaseibacillus rhamnosus (8). Lacticaseibacillus paracasei a Lacticaseibacillus

Lacticaseibacillus casei (2),  Lactobacillus Lacticaseibacillus paracasei (3)
rhamnosus jsou prevladajicimi nonstartérovymi druhy mikrofléry tohoto syru (Tagliazucchi
et al., 2020). Pfitomn4 mikroflora na Parmazéanu byla nejvice rozmanita ze vSech potravin.
Ptevladajici mikrobiotou tohoto syra dle jiné studie miize byt 1 Lactobacillus helveticus,

ktery se vSak nepodafilo izolovat (Sola et al., 2022).
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Tabulka 7 Vysledky identifikace izolath pomoci MALDI-TOF (bily jogurt)

Potravina Izolat Identifikace MALDI-TOF Skore
Bily jogurt 7 Limosilactobacillus fermentum 1.961
Bily jogurt 8 Limosilactobacillus fermentum 1.749
Bily jogurt 9 Limosilactobacillus fermentum 1.704
Bily jogurt 10 Limosilactobacillus fermentum 1.894
Bily jogurt 11 Limosilactobacillus fermentum 2.014
Bily jogurt 12 Limosilactobacillus fermentum 1.793
Bily jogurt 13 Limosilactobacillus fermentum 1.965
Bily jogurt 14 Limosilactobacillus fermentum 1,925
Bily jogurt 15 Limosilactobacillus fermentum 1,797
Bily jogurt 16 Limosilactobacillus fermentum 1.875
Bily jogurt 17 Limosilactobacillus fermentum 1.904
Bily jogurt 18 Limosilactobacillus fermentum 1.846
Bily jogurt 19 Limosilactobacillus fermentum 2.015
Bily jogurt 20 Limosilactobacillus fermentum 2.060
Bily jogurt 21 Limosilactobacillus fermentum 1.966
Bily jogurt 22 Limosilactobacillus fermentum 1.889
Bily jogurt 23 Limosilactobacillus fermentum 1.943
Bily jogurt 24 Limosilactobacillus fermentum 1.875
Bily jogurt 25 Limosilactobacillus fermentum 1.876
Bily jogurt 26 Limosilactobacillus fermentum 2.035
Bily jogurt 27 Limosilactobacillus fermentum 1.831
Bily jogurt 28 Limosilactobacillus fermentum 2.003
Bily jogurt 29 Limosilactobacillus fermentum 1.837
Bily jogurt 30 Limosilactobacillus fermentum 1.819

Z bilého jogurtu bylo ziskdno 24 izolatd, jejichZ identifikace odhalila, Ze se jedna pouze
o jednoho =zastupce, kterym je Limosilactobacillus fermentum (diive Lactobacillus
fermentum). Tento bakterialni druh se hojné vyskytuje v zékysu a v riiznych fermentovanych
mlécnych vyrobcich. Déle jsou ptitomny jogurtové kultury Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus a Streptococcus thermophilus v idedlnim poméru 1:2 (Hassanpour et al., 2019).

V této praci se tyto mikroorganismy nepodatilo izolovat.
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Tabulka 8 Vysledky identifikace izolatd pomoci MALDI-TOF (syr gouda)

Potravina Izolat Identifikace MALDI-TOF Skore
Syr Gouda 2 Staphylococcus warneri 1.931
Syr Gouda 31-32 Nespolehliva identifikace

Syr Gouda 33 Latilactobacillus curvatus

Syr Gouda 34, 38 Nespolehliva identifikace

Syr Gouda 49 Staphylococcus capitis

Syr Gouda 50, 52 Nespolehliva identifikace

Syr Gouda 53 Lacticaseibacillus paracasei

Syr Gouda 54 -55 Nespolehliva identifikace

Syr Gouda 56 Latilactobacillus curvatus 1,85

Syr Gouda 57 Latilactobacillus curvatus 1,866
Syr Gouda 58 Latilactobacillus curvatus 1,76

Syr Gouda 59 Latilactobacillus curvatus

Syr Gouda 60 - 61 Nespolehliva identifikace

Syr Gouda 62 Latilactobacillus curvatus

Syr Gouda 63 Nespolehliva identifikace

Syr Gouda 152 Lacticaseibacillus rhamnosus

Jedna se o polotvrdy syr s nizko-dohfivanou syfeninou, k jehoZ vyrobé se vyuziva zékladni
kultura, ke které miize byt pfidana i kultura doplikova, ktera je vyuzivand pii zrani.
Startovaci kulturou byva zéstupci rodu Lactococcus a Leuconostoc (Park et al., 2019).
Déale se mohou  vyskytovat nonstartérové  kultury  Latilactobacillus curvatus,
Lacticaseibacillus paracasei nebo Lacticaseibacillus rhamnosus (Park et al., 2019), coZ je
vsouladu snadimi vysledky. Sest ziskanych izolatd bylo identifikovano jako
Latilactobacillus curvatus, 1 izolat jako Lacticaseibacillus paracasei a 1 1izolat byl
identifikovan jako Lacticaseibacillus rhamnosus. Rovnéz byl ve vzorku syru pfitomen kmen
Staphylococcus capitis a Staphylococcus warneri. Tyto kmeny stafylokoka jsou
pravdépodobnou kontaminaci, ktera mohla vzniknout chybou lidského faktoru,

pii mikrobiologickém rozboru.

Celkem bylo tspésné hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF identifikovano 106 izolati ze
(39 %),

rhamnosus (9 %)

152. NejcastéjSimi zastupci byly

(23 %),

Lacticaseibacillus paracasei
Limosilactobacillus fermentum Lacticaseibacillus
a Latilactobacillus curvatus (7 %). Zastoupeni jednotlivych bakterii, které se podatilo

identifikovat, je graficky znadzornéno na Obrazku 8.
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Zastoupeni poctu jednotlivych identikovanych bakterii

Saphylococcus capitis
Saphylococcus haemol yticus
Kocuria varians
Lactiplantibacillus paraplantarum
Saphylococcus epidermidis
Lactobacillus sp
Lacticaseibacillus casei
Lactococcus lactis

L euconostoc pseudomesenteroides
Saphylococcus warneri
Latilactobacillus curvatus
Lacticaseibacillus rhamnosus
Limosilactobacillus fermentum

Lacticaseibacillus paracasei
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Obrazek 8 Pocty jednotlivych identifikovanych bakterii

9.3 Antimikrobialni aktivita ziskanych izolatu

9.3.1 Vysledky antimikrobialni aktivity proti potravinovym patogenim

Antimikrobidlni aktivita 150 ziskanych izolati (izolat 35 a 36 vynechan z divodu Spatného
rustu) byla testovana proti 15 indikatorovym mikroorganismtim. Metodika prace ,,agar spot™
testu a pouzité indikatorové mikroorganismy jsou uvedeny v podkapitole 8.4.1. Tento test
byl proveden celkem tfikrat. Za pozitivni vysledek byl povaZzovan vznik zény o velikosti
alespont 2 mm kolem ,,spotu (misto naneseni definovaného objemu daného izolatu), jehoz
prumér byl kolem 5 mm. Celkovymi vysledky jsou tedy priméry inhibi¢nich zon, vCetné
primé&ru ,,spotu“. Celkové vysledky antimikrobidlni aktivity izolovanych bakterii jsou
uvedeny v tabulkdch v Ptiloze II, kde jsou popsdny primeéry inhibi¢nich zén spolu se
smérodatnou odchylkou. Z diivodu analyzy velkého mnozstvi dat a ziskdni mnoha
pozitivnich  vysledki antimikrobidlni aktivity, bylo pro kazdy indikatorovy
mikroorganismus vybrano 20 izolatd, u kterych byla pozorovana tvorba zon inhibice

o nejveétsich primérech.

V grafech na Obrazku 9 a na Obrazku 10 jsou uvedeny nejvétsi praméry inhibi¢nich zon
vytvoifenych u vybranych potravinovych patogenii. Testovanymi gramnegativnimi

bakteriemi pro citlivost k antimikrobidlnim latkdm produkovanych zkoumanymi izolaty
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byly Salmonella Typhimurium a Escherichia coli. Grampozitivni bakterie byly
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis a Bacillus cereus. U vSech potravinovych
patogent byla antimikrobidlni aktivita v nejvetsi mife pozorovana u izolati ziskanych ze
syru Parmazan. Nejvétsi primeér zon inhibice u izolata ziskanych z tohoto syru se pohyboval

od 10 do 16 mm.

Salmonella Typhimurium Staphylococcus aureus
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Obrazek 9 Velikost inhibi¢nich z6n u patogennich mikroorganismu

Celkové se pruméry vybranych inhibi¢nich z6én u izolati ucinnych proti Salmonella
Typhimurium pohybovaly od 8,3 mm az do 13 mm. Nejvyssi antimikrobialni aktivitu vici
tomuto patogenu vykazovaly izolaty identifikované jako Lacticaseibacillus paracasei
ziskané¢ ze syru Krolewski (izolaty €. 44, 47, 48, 65, 67 a 146). Naopak kmeny
Lacticaseibacillus paracasei izolované ze syru Madeland (izolaty ¢. 98, 100 a 137)
vykazovaly niZ$i aktivitu oproti izolatim ze syru Krolewski. Priméry jejich inhibi¢nich zén
se pohybovaly kolem 8,6 mm, kdeZto u izolath ze syru Krolewski byly detekovany zony
o velikosti 10 az 13 mm. RovnéZ podobna citlivost S. Typhimurium byla pozorovana vici
pusobeni kmenil izolovanych zParmazénu (priméry inhibi¢nich zén kolem 9 mm):
Leuconostoc pseudomesenteroides (izolat €. 104), Lacticaseibacillus casei (izolat ¢. 103),
Lacticaseibacillus paracasei (izolat €. 135) a izolat €. 111. Dale po piisobeni izolata (€. 99,

144 a 148 - Leuconostoc pseudomesenteroides, . 147 - Lacticaseibacillus rhamnosus,
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aizolat ¢. 150) z Balkanského syru byly zaznamenany praméry zén o velikosti 8,6 az 12
mm. Ve studiich od autord Lando, Valduga a Moroni (2023) a Meleh et al. (2020) byla
zaznamenana antimikrobidlni aktivita proti bakterii Salmonella Typhimurium u kmeni
Limosilactobacillus  fermentum, Lacticaseibacillus casei a Lactobacillus delbrueckii.
Antimikrobialni aktivita téchto bakterii nebyla v této praci zaznamenana, avSak na rozdil
od této studie se podafilo izolovat jiné druhy BMK, které inhibi¢ni ucinky na Salmonella

Typhimurium vykazuji.

Jak mizeme vidét na Obrazku 9, u bakterie Escherichia coli se projevila citlivost ke kmeniim
Staphylococcus epidermis (izolét €. 5) a Staphylococcus warneri (izolét €. 6) ziskanych ze
syru Mozzarella. U téchto izolati byly detekovany inhibi¢ni zény o priméru 8,6 mm.
Nejvétsi zona inhibice proti E. coli, jejiz pramér dosahoval 12 mm, byla zaznamenana
uizolatu ¢. 66, ziskaného ze syru Krolewski. U izolatd ¢. 65 a 67 z tohoto syru byly
evidovany mensi zony inhibice produkované kmenem Lacticaseibacillus paracasei, jejichz
priamér ¢inil 9,7 mm. Podobné citliva byla E. coli 1 na izolaty ziskané ze syru Parmazan.
Jednd se o kmeny Lacticaseibacillus rhamnosus (izolat ¢. 109, 118, 119, 134, 138),
Lactobacillus sp. (izolat €. 121) a Lacticaseibacillus paracasei (izolat €. 135). 1zolaty ¢. 107,
108,110, 111,112, 114, 117 a 122 nebyly spolehlivé identifikovany. Primér inhibi¢nich zon
u izolatu z Parmazanu se pohyboval v rozmezi od 8,6 mm do 10,3 mm. Obdobn4 studie byla
provedena autory Liu et al. (2013) a Rahmeh et al. (2019), kteti zjistili citlivost E. coli viici
pusobeni BMK kment Lactiplantibacillus plantarum, Lactobacillus delbrueckii subsp.

bulgaricus, Lactobacillus helveticus a Ligilactobacillus salivarius a Lactobacillus sp.

V ptipad¢ bakterie Staphylococcus aureus byla zaznamendna antimikrobidlni aktivita
iuizolati ziskanych ze syru Gouda. Jednalo se o kmeny Staphylococcus warneri (izolat
€. 2) a Lactobacillus curvatus (izolét €. 57). Jak lze pozorovat v grafu na Obrazku 9, primeér
vytvofenych inhibi¢nich zén v ptipadé téchto dvou kment byl 13 a 10,3 mm. Izolaty ze syru
Krolewski, které inhibovaly rast  Staphylococcus  aureus, byly  kmeny
Lacticaseibacillus paracasei (izolat ¢. 65 a 67). Byl pozorovan vznik inhibi¢ni zony
o pruméru 10,3 mm. Inhibi¢ni zény s primérem kolem 10 mm byly také zaznamenany
u kmenu Lacticaseibacillus rhamnosus (izolat €. 147), Leuconostoc pseudomesenteroides
(izolat ¢. 144 a 148) a u izolatu ¢. 150, které byly izolovany z Balkanského syru.
Antimikrobialni aktivita byla zaznamenana 1 v ptipad¢ Lacticaseibacillus rhamnosus (izolat
¢. 106 a 109), Lactobacillus sp. (izoléat €. 131), a u ostatnich nespolehlivé identifikovanych
izolath (¢. 105, 107, 108, 110, 111, 115, 117, 133, 136) ziskanych ze syru Parmazan.
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V piipadé izolath z Parmazanu se primér vytvotrenych inhibi¢nich zon pohyboval v rozmezi
10 az 12 mm. Vysledkim zjisSténym vtéto praci u bakterii Leuconostoc
pseudomesenteroides a Lactobacillus sp., které vykazovaly antimikrobidlni aktivitu
proti Staphylococcus aureus, odpovidaji 1 vysledky publikované v praci Rahmeh et al.
(2019). Rovnéz autoti Meleh et al. (2020) ve své studii zaznamenali antimikrobialni aktivitu
proti Staphylococcus aureus v BMK bakterii Limosilactobacillus fermentum a Lactobacillus

delbrueckii.

Podobna studie byla provedena autory Yi et al. (2020), ktefi zjistili, Ze inhibi¢ni aktivita
na potravinové patogeny Staphylococcus aureus, Salmonella Typhimurium a E. coli byla
evidovana u bakterii mlécného kvaseni kmenG Lacticaseibacillus paracasei
a Lactiplantibacillus plantarum. Plsobeni antimikrobialni aktivity téchto kmena bakterii

bylo zaznamenano i v této praci.

Oproti jinym indikatorovym mikroorganismiim se Enterococcus faecalis jevil nejvice citlivy
vuci izolatim €. 103 — 122 ziskanych pouze ze syru Parmazan. Jednalo se o zastupce
Lacticaseibacillus casei (izolat ¢. 103), Leuconostoc pseudomesenteroides (izolat ¢. 104),
Lacticaseibacillus paracasei (izolat €. 116 a 122) a Lacticaseibacillus rhamnosus (izolat
¢. 106, 109, 118 a 119). Priméry inhibi¢nich zén vytvotenych produkci téchto kmenii byly
kolem 10 mm. Autofi Shaaban et al. (2022) vypracovali studii, ve které zaznamenali
antimikrobialni aktivitu kmena Lactiplantibacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus
a Lacticaseibacillus rhamnosus proti bakterii Enterococcus faecalis. V této praci, podobné
jako v uvedené studii, byla zaznamendna schopnost inhibovat riist Enterococcus faecalis

u kmenu Lacticaseibacillus rhamnosus.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 60

Bacillus cereus

=

-]
BH
BH
]

BH

BH
BH

|
]

]

o s - A T T
Lo B B B ]
L B B B B |

Pramér inhibiéni zény [mm]
=
O N B OO ®BO®ORN
PV i —
47 e
48 T
65 I
]
H_|
]
'_H
]
=
142 T

67
107

8

110
118
121
122
133
134
135

Cislo 1zoltu
m Syr Krolewski Parmazian  m Balkansky syr

Obrazek 10 Velikost inhibi¢nich zon u Bacillus cereus

V ptipad€¢ bakterie Bacillus cereus (Obrazek 10) byly oproti ostatnim patogeniim
pozorovany tvorby inhibi¢nich zén o nejvétsich primérech. Viibec nejvétsi zona inhibice
(16 mm) byla pozorovana po pusobeni antimikrobidlnich latek kmenu
Lacticaseibacillus rhamnosus (izolat €. 118) izolovaného z Parmazanu. Nejvice ucinné
se proti této bakterii jevily prave izolaty ziskané z tohoto syru. Jak je mozné vidét v grafu
na Obrazku 10, po plisobeni deviti z patnécti izolatd byly detekovany inhibi¢ni zony
o velikosti 14 az 16 mm. Projevy antimikrobialni aktivity byly detekovany také u dalSich
kmeni: u 4 kmenl Lacticaseibacillus paracasei (izolath ze syru Krolewski) a u jednoho
izolatu z Balkénského syru (izolat ¢. 142). Po ptsobeni téchto kment byly zjiStény praméry

inhibi¢nich zo6n o velikosti kolem 10 mm.

Tirloni et al. (2020) ve své studii zjistili schopnost inhibovat rist B. cereus ukmenti
Lactococcus cremoris a Lactococcus lactis ssp. lactis. Schopnost inhibice rlstu této bakterie
izolatem Lactococcus lactis ze syru Krolewski v této studii nebyla prokdzana. V dosud
publikované literatuie neni mnoho studii tykajicich se antimikrobialni aktivity laktobacili
vuc€i Bacillus cereus. Vysledky této prace naznacuji, ze 1 kmeny laktobacili mohou mit

inhibi¢ni ucinek vici tomuto patogenu.

9.3.2 Vysledky antimikrobialni aktivity proti pfibuznym BMK

Stejné jako v ptipadé potravinovych patogend, jsou i zde nize uvedeny nejvetsi primeéry

inhibi¢nich zén vytvorenych u danych bakterii mlééného kvaseni. Pro kazdy indikatorovy
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kmen BMK bylo rovnéz vybrano 20 izolatl, které vykazovaly nejvétsi antimikrobialni

aktivitu.
Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141 Lactococcus cremoris CCDM 946
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Obrazek 11 Velikost inhibi¢nich zon u kmentit BMK

Jako indikatorové mikroorganismy byly vybrany i 2 kmeny Lactococcus lactis subsp. lactis.
Jednalo se o kmeny s ozna¢enim CCDM 141 a CCDM 1004. V obou piipadech byly na tyto
kmeny v nejvétsi mife ucinné izolaty ziskané z Parmazanu, u kterych byly pozorovany
inhibiéni zény o priméru kolem 10 mm. Konkrétné¢ Slo o kmeny Leuconostoc
pseudomesenteroides (izolat €. 104), Lacticaseibacillus rhamnosus (izolaty ¢. 106, 118, 119,
126 a 134), Lacticaseibacillus paracasei (izolaty €. 116 a 120), Lacticaseibacillus casei
(izolat €. 125) a o Lactobacillus sp. (izolat ¢. 131). Na oba kmeny laktokoka také shodné
ptsobily kmeny Lacticaseibacillus paracasei (izolaty €. 44, 47, 48 a 67). Tyto izolaty ze
syru Krolewski tvofily zony inhibice o priméru kolem 10 mm. Antimikrobidlni aktivita
dalSich izolatd se mezi uvedenymi kmeny laktokoku lisila. Zatimco na Lactococcus lactis
subsp. lactis CCDM 141 byly uc¢inné izolaty ¢. 98 a 137 (Lacticaseibacillus paracasei)
ziskané ze syru Madeland, v ptipad¢€ Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004 byla zona
inhibice pozorovdna po plsobeni izolath =z Balkdnského syru Leuconostoc

pseudomesenteroides (izolat €. 144) a Lacticaseibacillus rhamnosus (izoléat €. 147).

Pfi analyze vysledkl nejvétsi antimikrobialni aktivity v ptipadé Lactococcus cremoris

CCDM 946 byla nejvétsi antimikrobidlni aktivita pozorovdna u izolatd
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¢. 104 —-108 ac. 111 —122 ziskanych z Parmazanu, jejichz primér inhibi¢ni zény Cinil
10 mm, a dale uizolatd ¢. 65 a 67 (Lacticaseibacillus paracasei) ze syru Krolewski.
Oproti kmenu Lactococcus cremoris CCDM 824, jehoz vysledky jsou popsany nize pod
Obrazkem 12, byla vi¢i tomuto kmenu Lactococcus cremoris CCDM 946 pozorovana
antimikrobialni aktivita Staphylocuccus warneri (izolat. €. 2), izolovaného ze syru Gouda.

Prtimér vznikl¢é inhibicni zony byl 12 mm.

V ptipad¢ bakterie Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CCDM 364 byla nejvétsi
antimikrobidlni aktivita pozorovana u izolatli se schopnosti tvorby zény inhibice o priméru
8 az 9 mm, ziskanych ze syru Madeland (izolat ¢. 71 — 79, 82 a 90) a ze syru Parmazan
(izolat ¢. 116 —120, 123). Identifikovanymi izolaty ze syru Madeland byly kmeny

Lacticaseibacillus paracasei.

Lactococcus cremoris CCDM 824 Streptococcus thermophilus CCDM 224
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Obrazek 12 Velikost inhibi¢nich zon u kmenu BMK

Vyse na Obrazku 12 si muzete vSimnout, ze kmen Lactococcus cremoris CCDM 824
vykazoval citlivost vii¢i plisobeni izolatd Leuconostoc pseudomesenteroides (izolaty €. 94,
99, 144), Lacticaseibacillus paracasei (izolat €. 102) a Lacticaseibacillus rhamnosus (izolat
¢. 147). Byly detekovany inhibi¢ni zony o pruméru 9 az 10 mm. Tyto kmeny byly ziskané
z Balkénského syru. Obdobna citlivost L. cremoris byla pozorovéna i vii¢i pisobeni izolath
z Parmazanu (inhibi¢ni zoény o priméru 8,3 az 10 mm), znichz jediny uspésne

W

identifikovany kmen byl Lacticaseibacillus rhamnosus (izolat ¢. 134). Antimikrobialni
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aktivita byla také zaznamenana u kment izolovanych ze syrit Krolewski a Madeland,
kdy byly detekovany inhibi¢ni zény o priméru 8,6 mm az 9,7 mm. Jedna se o izolaty

identifikované jako Lacticaseibacillus paracasei.

V ptipadé Streptococcus thermophilus CCDM 224 byla nejvetsi antimikrobidlni aktivita
(primér inhibi¢ni zény 8 az 9 mm) pozorovana u izolatu z Balkanského syru
Lacticaseibacillus paracasei (izolat ¢. 102) a ve vSech izolatech syru Madeland, které¢ 1ze
vidét na Obrazku 12. Podobna aktivita byla zachycena i v ptfipadé parmazanovych izolatt
Lacticaseibacillus paracasei (izolaty ¢. 116 a 120) a ostatnich netspésné identifikovanych

izolatd z tohoto syru.

U bakterie Lactiplantibacillus plantarum RIBM P89 muizeme vidét, Ze byly vytvofeny
inhibicni zény o pruméru kolem 9 mm. Jednalo se zejména o izolaty
Lacticaseibacillus paracasei ziskané¢ ze syru Madeland a z Balkédnského syru. Dale

se antimikrobialni aktivita projevila i v pfipad¢ izolatu €. 117, ziskaného z Parmazanu.

Pii pozorovani vysledkli u indikdtorového mikroorganismu Levilactobacillus brevis
RIBM P20 si muzeme vSimnout inhibi¢niho plisobeni Lacticaseibacillus casei (izolat
€. 103) a Lacticaseibacillus paracasei (izolaty ¢. 116 a 120), které byly izolovany
z Parmazénu. Antimikrobidlni aktivitu u Lacticaseibacillus paracasei mizeme pozorovat
1u izolatd ziskanych z ostatnich druhl syrt viz Obrazek 12. Na Levilactobacillus brevis
RIBM P20 také inhibicné€ plisobily kmeny Leuconostoc pseudomesenteroides (1zolaty ¢. 94

a 99), které se podatilo izolovat z Balkanského syru.

Lactiplantibacillus plantarum RIBM P96 Lactiplantibacillus plantarum RIBM P94
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Obrazek 13 Velikost inhibi¢nich zon u kmenu BMK

Bakterie Lactiplantibacillus plantarum RIBM P96 a Lactiplantibacillus plantarum RIBM
P94 byly nejvice citlivé vici izolatim ziskanych ze syru Madeland. Jednalo se kmeny

identifikované jako Lacticaseibacillus paracasei. Pro vzéjemné porovnani pramér
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inhibi¢nich z6n dosahoval 8 mm v pfipadé¢ indikatorového kmene Lactiplantibacillus
plantarum RIBM P94, a 9 mm v ptipadé Lactiplantibacillus plantarum RIBM P96. Izolat
¢. 111 (Lacticaseibacillus paracasei) tvoril proti kmenu Lactiplantibacillus plantarum
RIBM P96 oproti jinym izolatim vétsi zonu inhibice. Velikost zony c¢inila 10 mm.
Antimikrobidlni aktivita Lacticaseibacillus paracasei se projevila 1u potravinovych

patogennich bakterii (viz vySe) a byla zaznamendana i v literatuie (Yi et al., 2020).

Antimikrobidlni aktivita danych izolath je v pfipadé produkce bakteriocinu mifena
proti kmentim bakterii blizce piibuznym produkénimu kmenu (Fathizadeh et al., 2022; Yap,
Lai a Tan, 2022; Soltani et al., 2020). V literatufe nebyvaji vétSinou uvedeny informace
o vysledcich antimikrobidlni aktivity testované na piibuzné BMK. Divodem je bezpecnost
a vyuziti téchto bakterii v potravinaistvi. Publikace uvadi vétsinou vysledky antimikrobidlni

aktivity mifené proti patogennim indikatorovym mikroorganismtm.
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Shrnuti

Antimikrobidlni  aktivita BMK je v pfipadé produkce bakteriocinu mifena
proti kmentm bakterii blizce pfibuznym produkénimu kmenu (Fathizadeh et al., 2022, Yap,
Lai a Tan, 2022, Soltani et al., 2020). Protoze byly testovany vétSinou bakterie mlécného
kvaseni izolované z danych potravin, bylo ocekavéano ziskani vysledk antimikrobialni

aktivity ¢astéji u indikatorovych organismtt BMK nez u potravinovych patogenii.

Celkové Ize vsak zhodnotit, ze tvorba zon inhibice se u danych izolatt projevila v piipade
kazdého z 15 testovanych indikatorovych mikroorganismii. Vznik zény inhibice byl
v nejvetsi mitfe evidovan proti Staphylococcus aureus, kdy byla antimikrobidlni aktivita
prokazéanau 84 % z celkového poctu 150 izolatl. Ve studii provadéné autory Yi et al. (2020)
byla zjisténa antimikrobidlni aktivita vaci S. aureus pouze u 45 % ziskanych izolath.
Naopak nejmensi antimikrobialni aktivita izolati byla v této studii evidovana vuaci
testovanému kmenu Lactiplantibacillus plantarum RIBM P94, kdy schopnost tvorby

inhibi¢ni zony vykazovalo 32 % z celkového poctu 150 izolatd.

Na zavér je nutno poznamenat, Ze celkové ziskané vysledky antimikrobialni aktivity nelze
vnimat pouze jako antimikrobidlni aktivitu zpiisobenou produkci bakteriocinii. Pfitomnost
bakteriocintl je tieba prokézat dalSimi testy (napf. pfidanim proteinaz) (Leslie et al., 2021,
Yietal., 2020), coz z ditvodu ¢asové narocnosti této prace nebylo provedeno. Pro potvrzeni,

zdali se jedna opravdu o bakteriociny, je nutny dalsi vyzkum.
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ZAVER

V této bakalaiské praci byla sledovana antimikrobialni aktivita, konkrétné schopnost
produkce bakteriocint, grampozitivnich bakterii izolovanych z potravin. Celkem bylo
testovano 150 izolatl k 5 druhtim potravinovych patogenti a k 10 pfibuznym druhtim bakterii

mlécného kvaSeni. Tvorba zon inhibice se u danych izolatl projevila v ptipad¢ kazdého z 15

testovanych indikatorovych mikroorganismil.

Vznik zony inhibice byl v nejvétsi mife evidovan proti Staphylococcus aureus, kdy byla
antimikrobidlni aktivita prokdzana u 84 % z celkového poctu 150 izolat. Naopak nejméné
citlivy indikatorovy mikroorganismus byl Lactiplantibacillus plantarum RIBM P94,
kdy schopnost tvorby inhibi¢ni zony vykazovalo 32 % z celkového poctu 150 izolatt.

Celkové lze vyhodnotit, Ze inhibi¢ni aktivita na Staphylococcus aureus, Salmonella
Typhimurium a Escherichia coli byla pozorovana u ziskanych izolath Lacticaseibacillus
paracasei a Lactiplantibacillus plantarum. U vSech potravinovych patogenti byla
antimikrobidlni aktivita v nejvétsi mife pozorovana u izolata ziskanych ze syru Parmazan.
Tvorba inhibi¢ni zony o nejveétsim priméru (16 mm) bakterii Lacticaseibacillus rhamnosus
byla pozorovana u indikatorového mikroorganismu Bacillus cereus. Identifikované izolaty
vykazujici antimikrobidlni aktivitu na vice indikatorovych MO byly izolaty z Parmazanu
(Leuconostoc pseudomesenteroides, Lacticaseibacillus rhamnosus,
Lacticaseibacillus paracasei), syru Krolewski (Lacticaseibacillus paracasei), Balkdnského
syru (Leuconostoc pseudomesenteroides a Lacticaseibacillus rhamnosus) a syru Madeland
(Lacticaseibacillus paracasei). Antimikrobidlni aktivita Limosilactobacillus fermentum
1zolovaného z bilého jogurtu nebyla zaznamenana, stejné tak i aktivita izolatu ze zakysané

smetany. Pro potvrzeni, zdali se jedna o aktivitu bakteriocint, je nutny dal$i vyzkum.

Ziskané vysledky antimikrobidlni aktivity by mohly nalézt své uplatnéni v potravinaiském
primyslu nebo v lékafstvi. V potravinaiském primyslu by mohlo vyuziti spocivat
v konzervaci potravin, konkrétn¢ ke kontrole patogennich mikroorganismil v potravinach.
V 1ékatstvi by se mohlo jednat o aplikaci v kontrole mikroorganismi zptsobujicich infekce,
nebo by se vbudoucnu mohly bakteriociny vyuzivat jako ptirodni alternativa
k antibiotiklim, k nimz se v posledni dobé zvySuje rezistence mnoha druhi bakterii.
Antimikrobidlni aktivita bakteriocini je ztéchto diavodi velmi zajimavym tématem
vyzkumu, na ktery se v posledni dob¢ soustfedi mnoho védct z celého svéta, kteti provadéji

dalsi studie a testy pro mozné zavedeni vyuZzivani bakteriocint.
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PRILOHA P I: VYSLEDNA TABULKA TYPIZACE A IDENTIFIKACE
ZISKANYCH IZOLATU

Tabulka la -Vysledna typizace a identifikace izolata

Potravina Puda | Izolat | Morfologie | Gram | KOH | Kat | Oxi Identifikace MALDI-TOF Skoére
Balkansky syr | PCA 1 Koky G+ | G+ | POZ | NEG Kocuria varians 2.195
Balkansky syr | M17 | 35 Koky G+ | G+ | NEG | NEG Lactococcus lactis 2.309
Balkansky syr | M17 | 36 Koky G+ | G+ | NEG | NEG Lactococcus lactis 2.240
Balkansky syr | M17 | 37 Koky G+ | G+ | NEG | NEG Lactococcus lactis 2.244
Balkénsky syr | M17 | 94 Koky | G+ | G+ | NEG | NEG Leuconostoc. 1,898

pseudomesenteroides
Balkansky syr | M17 | 96 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei | 1,897
Balkénsky syr | M17 | 99 Koky | G+ | G+ | NEG | NEG Leuconostoc. 1,84
pseudomesenteroides
Balkansky syr | M17 | 102 | Tyc¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei | 2,342

Balkansky syr | M17 | 139 | Tyc¢inky G+ | G+ | NEG | NEG Nespolehliva identifikace

Balkansky syr | M17 | 140 | Tyc¢inky G+ | G+ | NEG | NEG Nespolehliva identifikace

Balkansky syr | M17 | 141 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG Nespolehliva identifikace
Balkansky syr | M17 | 142 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG Nespolehliva identifikace
Balkansky syr | M17 | 143 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG Nespolehliva identifikace

Balkansky syr | M17 | 144 | Koky | G+ | G+ | NEG | NEG Leuconostoc 1,779
pseudomesenteroides

Balkansky syr | PCA | 145 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG Nespolehliva identifikace
Balkansky syr | MRS | 147 | Tycinky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus rhamnosus | 2.148

Balkénsky syr |MRS| 148 | Koky | G+ | G+ | NEG | NEG Leuconostoc. 1,712
pseudomesenteroides

Balkansky syr | MRS | 149 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG Nespolehliva identifikace
Balkansky syr | MRS | 150 | Tycinky G+ | G+ | NEG | NEG Nespolehliva identifikace

Bily jogurt MRS| 7 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Limosilactobacillus fermentum | 1.961

Bily jogurt MRS | 8 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Limosilactobacillus fermentum | 1.749

Bily jogurt MRS| 9 Ty¢inky | G+ | G+ | NEG | NEG | Limosilactobacillus fermentum | 1.704

Bily jogurt MRS | 10 Ty¢inky | G+ | G+ | NEG | NEG | Limosilactobacillus fermentum | 1.894

Bily jogurt MRS| 11 Ty¢inky | G+ | G+ | NEG | NEG | Limosilactobacillus fermentum | 2.014

Bily jogurt MRS | 12 Tyc¢inky | G+ | G+ | NEG | NEG | Limosilactobacillus fermentum | 1.793

Bily jogurt MRS | 13 Tyc¢inky | G+ | G+ | NEG | NEG | Limosilactobacillus fermentum | 1.965

Bily jogurt MRS| 14 Ty¢inky | G+ | G+ | NEG | NEG | Limosilactobacillus fermentum | 1,925

Bily jogurt MRS| 15 Ty¢inky | G+ | G+ | NEG | NEG | Limosilactobacillus fermentum | 1,797

Bily jogurt MRS | 16 Tyc¢inky | G+ | G+ | NEG | NEG | Limosilactobacillus fermentum | 1.875

Bily jogurt MRS | 17 Ty¢inky | G+ | G+ | NEG | NEG | Limosilactobacillus fermentum | 1.904




Tabulka la - Vysledna typizace a identifikace izolati - pokracovani

Potravina | Puda | Izolat | Morfologie | Gram | KOH | Kat | Oxi Identifikace MALDI-TOF Skore
Bily jogurt | MRS 18 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Limosilactobacillus fermentum | 1.846
Bily jogurt | MRS | 19 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Limosilactobacillus fermentum | 2.015
Bily jogurt | MRS | 20 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Limosilactobacillus fermentum | 2.060
Bily jogurt | MRS | 21 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Limosilactobacillus fermentum | 1.966
Bily jogurt | MRS | 22 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Limosilactobacillus fermentum | 1.889
Bily jogurt | MRS | 23 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Limosilactobacillus fermentum | 1.943
Bily jogurt | MRS | 24 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Limosilactobacillus fermentum | 1.875
Bily jogurt | MRS | 25 Tyc¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Limosilactobacillus fermentum | 1.876
Bily jogurt | MRS | 26 Tyc¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Limosilactobacillus fermentum | 2.035
Bily jogurt | MRS | 27 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Limosilactobacillus fermentum | 1.831
Bily jogurt | MRS | 28 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Limosilactobacillus fermentum | 2.003
Bily jogurt | MRS | 29 Tyc¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Limosilactobacillus fermentum | 1.837
Bily jogurt | MRS | 30 Tyc¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Limosilactobacillus fermentum | 1.819
Parmazan | PCA | 103 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG Lacticaseibacillus casei 1.714
Parmazan | PCA | 104 | Koky | G+ | G+ | NEG | NEG pseuzi‘:’feos’g; ’eorzl s 1,905
Parmazan | PCA | 105 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG Nespolehliva identifikace

Parmazan | PCA | 106 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus rhamnosus
Parmazén | PCA | 107 Tyc¢inky G+ | G+ | NEG | NEG Nespolehliva identifikace

Parmazdn | PCA | 108 Tyc¢inky G+ | G+ | NEG | NEG Nespolehliva identifikace

Parmazan | MRS | 109 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus rhamnosus
Parmazan | MRS | 110 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG Nespolehliva identifikace

Parmazan | MRS | 111 Tyc¢inky G+ | G+ | NEG | NEG Nespolehliva identifikace

Parmazén | MRS | 112 Tyc¢inky G+ | G+ | NEG | NEG Nespolehliva identifikace

Parmazan | MRS | 113 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG Nespolehliva identifikace

Parmazan | MRS | 114 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG Nespolehliva identifikace

Parmazan | MRS | 115 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG Nespolehliva identifikace

Parmazan | MRS | 116 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei

Parmazéan | MRS | 117 Tycinky G+ | G+ [ NEG | NEG Nespolehliva identifikace

Parmazan | MRS | 118 Tycinky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus rhamnosus | 1.807
Parmazan | MRS | 119 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus rhamnosus | 1.786
Parmazan | MRS | 120 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei 2,233
Parmazéan | MRS | 121 Tycinky G+ | G+ [ NEG | NEG Lactobacillus sp. 1,793
Parmazéan | MRS | 122 Tycinky G+ | G+ [ NEG | NEG Nespolehliva identifikace

Parmazan | MRS | 123 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG Nespolehliva identifikace

Parmazan | MRS | 124 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG Nespolehliva identifikace

Parmazén | MRS | 125 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG Lacticaseibacillus casei 1.752




Tabulka 1b - Vysledna typizace a identifikace izolatd - pokracovani

Potravina | Pada | Izolat | Morfologie | Gram | KOH | Kat Oxi Identifikace MALDI-TOF Skore
Parmazan | MRS | 126 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus rhamnosus | 1,861
Parmazan | MRS | 127 Tyc¢inky G+ | G+ | NEG NEG | Lacticaseibacillus rhamnosus | 1,97
Parmazan | M17 | 128 Ty¢inky G+ | G+ | NEG NEG Nespolehliva identifikace

Parmazan | M17 | 130 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG Nespolehliva identifikace

Parmazan | M17 | 131 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG Lactobacillus sp. 1,78
Parmazan | M17 | 132 Ty¢inky G+ | G+ | NEG NEG Nespolehliva identifikace

Parmazén | M17 | 133 Ty¢inky G+ | G+ | NEG NEG Nespolehliva identifikace [
Parmazan | M17 | 134 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus rhamnosus | 2,003
Parmazan | M17 | 135 Ty¢inky G+ | G+ | NEG NEG | Lacticaseibacillus paracasei | 2,215
Parmazan | M17 | 136 Tyc¢inky G+ | G+ | NEG NEG Nespolehliva identifikace !
Parmazan | M17 | 138 Tyc¢inky G+ | G+ | NEG NEG | Lacticaseibacillus rhamnosus | 2.079
Syr Gouda | PCA 2 Koky G+ | G+ POZ NEG Staphylococcus warneri

Syr Gouda | MRS | 31 Ty¢inky G+ | G+ | NEG NEG Nespolehliva identifikace

Syr Gouda | MRS | 32 Tyc¢inky G+ | G+ | NEG NEG Nespolehliva identifikace

Syr Gouda | MRS | 33 Tyc¢inky G+ | G+ | NEG NEG Latilactobacillus curvatus

Syr Gouda | MRS | 34 Ty¢inky G+ | G+ | NEG NEG Nespolehliva identifikace

Syr Gouda | M17 | 38 Ty¢inky G+ | G+ | NEG NEG Nespolehliva identifikace

Syr Gouda | MRS | 49 Tyc¢inky G+ | G+ POZ NEG Staphylococcus capitis

Syr Gouda | MRS | 50 Tyc¢inky G+ | G+ | NEG NEG Nespolehliva identifikace

Syr Gouda | MRS | 52 Ty¢inky G+ | G+ | NEG NEG Nespolehliva identifikace

Syr Gouda | MRS | 53 Ty¢inky G+ | G+ | NEG NEG | Lacticaseibacillus paracasei

Syr Gouda | MRS | 54 Tyc¢inky G+ | G+ | NEG NEG Nespolehliva identifikace

Syr Gouda | MRS | 55 Tyc¢inky G+ | G+ | NEG NEG Nespolehliva identifikace

Syr Gouda | MRS | 56 Ty¢inky G+ | G+ | NEG NEG Latilactobacillus curvatus 1,85
Syr Gouda | MRS | 57 Ty¢inky G+ | G+ | NEG NEG Latilactobacillus curvatus 1,866
Syr Gouda | M17 | 58 Tyc¢inky G+ | G+ | NEG NEG Latilactobacillus curvatus 1,76
Syr Gouda | M17 | 59 Tyc¢inky G+ | G+ | NEG NEG Latilactobacillus curvatus 1,882
Syr Gouda | M17 [ 60 Ty¢inky G+ | G+ | NEG NEG Nespolehliva identifikace

Syr Gouda | M17 | 61 Ty¢inky G+ | G+ | NEG NEG Nespolehliva identifikace

Syr Gouda | M17 [ 62 Ty¢inky G+ | G+ | NEG NEG Latilactobacillus curvatus
Syr Gouda | M17 | 63 Ty¢inky G+ | G+ | NEG NEG Nespolehliva identifikace

Syr Gouda | MRS | 152 Ty¢inky G+ | G+ | NEG NEG | Lacticaseibacillus rhamnosus | 2.055
Kro?zvrvski PCA | 43 Koky G+ | G+ POZ NEG Staphylococcus warneri 2,032
Kro?Zvrvski MRS | 44 Ty¢inky G+ | G+ | NEG NEG | Lacticaseibacillus paracasei | 2.197
Kro?e};lvrvski MRS | 45 Ty¢inky G+ | G+ | NEG NEG | Lacticaseibacillus paracasei | 1.717
Kro?zvrvski MRS | 46 Ty¢inky G+ | G+ | NEG NEG Nespolehliva identifikace -
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Tabulka 1c - Vysledna typizace a identifikace izolatl - pokracovani

Potravina | Puda | Izolat | Morfologie | Gram | KOH | Kat | Oxi Identifikace MALDI-TOF Skore

S. Krolewski | MRS | 47 Tycinky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei 1.976
S. Krolewski | MRS | 48 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei 1.849
S. Krolewski | M17 | 64 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG Nespolehliva identifikace

S. Krolewski | M17 | 65 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei
S. Krolewski | M17 | 66 Tycinky G+ | G+ | NEG | NEG Nespolehliva identifikace

S. Krolewski | M17 | 67 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei 2.152
S. Krolewski | M17 | 68 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG Latilactobacillus curvatus 1,808
S. Krolewski | M17 | 69 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG Nespolehliva identifikace -
S. Krolewski | M17 | 92 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei 1,718
S. Krolewski | M17 | 97 | Tyeinky | G+ | G+ | NEG | NEG L‘;ﬁ%ﬁ;‘lﬁfgﬁ” 1,908

. Krolewski | PCA | 146 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei 2,171

. Krolewski | MRS | 151 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG Nespolehliva identifikace !

. Madeland | PCA | 70 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei 2.053

.Madeland | PCA | 71 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei 1,88

.Madeland | PCA | 72 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei 1,932

.Madeland | PCA | 73 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei 1.940

.Madeland | PCA | 74 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei 1,803

. Madeland | PCA | 75 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei 2.104

. Madeland | MRS | 76 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei 2.082

. Madeland | MRS | 77 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei 1.741

. Madeland | MRS | 78 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei 1.968

. Madeland | MRS | 79 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei 2,147

. Madeland | MRS | 80 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei 1.728

. Madeland | MRS | 81 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei 1.787

. Madeland | MRS | 82 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei 1,889

. Madeland | MRS | 83 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei 1,842

. Madeland | MRS | 84 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei 1,884

.Madeland | MRS | 85 Tycinky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei 1,764

.Madeland | MRS | 86 Tycinky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei 2,221

.Madeland | MRS | 87 Tyc¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei 1,966

.Madeland | MRS | 88 Tyc¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei 1,879

.Madeland | MRS | 89 Tycinky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei 1,961

.Madeland | M17 | 90 Tycinky G+ | G+ | NEG | NEG Nespolehliva identifikace -

.Madeland | M17 | 91 Tyc¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei 1,816

.Madeland | M17 | 93 Tyc¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei 2,127

Nl n nl nln i nl n n L L in n L L inl nl n L Ll nl n| nn|wvn | L

.Madeland | M17 | 95 Tycinky G+ | G+ | NEG | NEG Nespolehliva identifikace




Tabulka 1d - Vysledna typizace a identifikace izolatd - pokracovani

Potravina Puda | Izolat | Morfologie | Gram | KOH | Kat | Oxi Identifikace MALDI-TOF Skore
Syr Madeland | M17 98 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei | 1,849
Syr Madeland | M17 | 100 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei | 2,128
Syr Madeland | M17 | 101 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei | 1.813
Syr Madeland | M17 | 129 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei | 1.948
Syr Madeland | M17 | 137 Ty¢inky G+ | G+ | NEG | NEG | Lacticaseibacillus paracasei | 2,119

Syr Mozzarella | PCA 3 Ty¢inky G+ | G+ | POZ | POZ Nespolehliva identifikace !
Syr Mozzarella | PCA 4 Koky G+ | G+ | POZ | NEG | Staphylococcus epidermidis | 1.734
Syr Mozzarella | PCA 5 Koky G+ | G+ | POZ | NEG | Staphylococcus epidermidis | 1,812
Syr Mozzarella | PCA 6 Koky G+ | G+ | POZ | NEG Staphylococcus warneri 1.908
Syr Mozzarella | M17 | 39 Koky G+ | G+ | POZ | NEG | Staphylococcus haemolyticus | 1.995
Syr Mozzarella | M17 | 40 Koky G+ | G+ | POZ | NEG Staphylococcus warneri 1.895
Syr Mozzarella | M17 41 Koky G+ | G+ | POZ | NEG Staphylococcus warneri 1.990
Syr Mozzarella | M17 42 Koky G+ | G+ | POZ | NEG Staphylococcus warneri 1.844
Zsi‘rll‘ey;i‘;a PCA | 51 | Kokotyé. | G+ | G+ | NEG | NEG |  Nespolehliva identifikace -




PRILOHA P II: VYSLEDNA TABULKA TVORBY INHIBICNICH ZON

Tabulka 2a - Vysledna tabulka tvorby inhibi¢nich z6n

IZC;::L‘ Priméry inhibi¢nich zén + SD [mm]
Indikatorové mikroorganismy*

ST  2)EC 3)SA 4EF  5BC 6LLl 7LC1  8§LD  9LL2 10)LC2 11)SCT 12)LP 13)LB 14LP1 15 LP2
1 [00£00 0000 0000 00£00 00=00 00£00 00£00 00£00 00£00 00=00 00£00 0000 0000 0000 0,000
2 | 00+£00 8306 13,0£00 77+06 7,0+00 83+06 120£00 00x00 0000 00£00 00+00 00%00 0000 00=00 00=00
3 10000 0000 00+00 00£00 00+00 00+00 00x00 00x00 0000 00£00 00%00 00%00 0000 00=00 00=00
4 |60£00 80+00 100+00 80+00 80+00 83+06 80£00 00£00 00+00 00=00 00£00 00£00 00£00 00£00 0000
5 |60£00 90+00 100£00 80+00 83+06 83+06 83+06 00+00 0000 00£00 00+00 00=00 00=00 00=00 00=00
6 |60£00 90£00 100£00 77+06 80+00 83+06 80x00 00x00 0000 00£00 00%00 00%00 0000 0000 00=00
7 |63£06 80+00 80+00 00+00 00+00 00+00 80+00 00+00 0000 00£00 00+00 00%00 00=00 00=00 00=00
8 |[60<00 00£00 80+20 00+00 00+00 00+00 00+00 0000 00£00 00£00 0000 00£00 00£00 00£00 00£00
9 |60£00 0000 80+£20 00£00 00+00 00+00 00x00 00x00 0000 00£00 00%00 00%00 0000 0000 00=00
10 |67+06 0000 100£00 80+00 83+06 83+06 83+06 00£00 00%00 00£00 00+00 00=00 00=00 00=00 00=00
11 [00+00 00£00 00£00 00+00 00+00 00+00 00£00 00+00 00+00 00£00 00+00 00=00 00=00 00=00 00=00
12 |53£06 0000 00=00 00£00 00+00 00+00 00+00 00%00 0000 00£00 00%00 00%00 0000 0000 00=00
13 5000 00£00 00£00 00+00 00+00 00+00 00£00 00+00 00+00 00£00 00+00 00=00 00=00 00=00 00=00
14 [00+00 00£00 00£00 00+00 00+00 00+00 00£00 00+00 00=00 00£00 00+00 00=00 00=00 00=00 00=00
15 ]00£00 0000 6000 00£00 00+00 00+00 00+00 00%00 0000 00£00 00%00 00%00 0000 0000 00=00
16 [00+00 00£00 60£00 00+00 00+00 00+00 00£00 00+00 00=00 00£00 00+00 00=00 00=00 00=00 00=00
17 5706 60+£00 63+06 67+06 00+00 00+00 00+00 00+00 00+00 00£00 00+00 00=00 00=00 00=00 00=00
18 | 00£00 0000 00=00 00£00 00+00 00+00 00+00 00%00 0000 00£00 00x00 00%00 0000 0000 00=00
19 [87+£06 60+00 60£00 57+06 70+00 00+00 10000 00+00 00=00 00£00 00+00 00=00 00=00 00=00 00=00
20 100£00 00£00 70+00 6706 00£00 00+00 90+00 00+00 00+00 00+00 00+00 00+00 00£00 00%00 00=00




Tabulka 2b - Vysledna tabulka tvorby inhibi¢nich zén pokracovani

o Priiméry inhibicnich z6n & SD [mm]
Indikatorové mikroorganismy*

1)ST  2)EC  3)SA 4) EF 55BC  6)LL1  7)LCl 8§)LD 9 LL2 10)LC2 I11)SCT 12)LP 13)LB 14)LP1 15 LP2
21 | 00£00 00+00 00+00 00£00 00£00 00+00 00+00 00+00 00+00 00£00 00£00 00+00 00+00 00%00 00=00
22 | 00£00 00+00 80+00 80+00 00£00 00£00 00+00 00+£00 00+00 00£00 00£00 00+00 00+£00 0000 00=00
23 | 00+00 00+00 80+00 00£00 00£00 00£00 00+00 00+00 00+00 00£00 00£00 00+00 00+00 00+00 00=00
24 | 00+00 00+00 00+00 00£00 00£00 00£00 00+00 00+00 00+00 00£00 00£00 00+00 00+00 00+00 00=00
25 | 00+£00 00+00 80+00 00+00 00£00 00+00 00+00 00+£00 7,0+00 60+00 00£00 00+00 0000 0000 00=00
26 | 00£00 80+00 80+1,0 73%06 7,0£00 00£00 90%00 00%£00 7,0£00 60£00 00£00 00+00 00+£00 00%£00 00=00
27 | 00£00 00£00 70+00 00£00 00£00 00£00 00%00 00%£00 00+00 00£00 00£00 00+00 00%00 00%£00 00=00
28 | 00£00 00+00 00+00 00+00 00£00 00+00 00+00 00+£00 00+00 00£00 00£00 00+00 00+£00 0000 00=00
29 | 00£00 00£00 73+06 70£00 00£00 00£00 00%00 00+£00 00+00 00£00 00£00 00+00 00%£00 00%£00 00=00
30 |00£00 00£00 67+06 00£00 00£00 00£00 00£00 00%£00 00+00 00£00 00£00 00+00 00+00 00%£00 00=00
31 | 00£00 00+00 00+00 00+00 00£00 00+00 00+00 00+£00 00+00 00£00 00£00 00+00 00+£00 0000 00=00
32 |57+£06 00£00 70+00 00£00 00£00 00£00 100+00 00%£00 00£00 00£00 00£00 00+00 00%00 00%£00 00=00
33 |53+06 00+00 70+00 00£00 00£00 00£00 00+00 00+£00 00+00 00£00 00£00 00+00 00+00 0000 00=00
34 | 60+£10 00+00 70+00 00+00 00+00 00+00 100+00 00+£00 00+00 00+00 00+00 00+00 00+00 0000 00=00
37 | 00£00 70+00 80+00 60£00 00£00 00£00 70+00 00+£00 7,0+00 00£00 00£00 00+00 00+00 0000 00=00
38 | 70514 7,0£00 77+06 90£00 7,0£00 00£00 73%06 65+07 00+00 7,0£00 00£00 00+00 00+00 00%£00 00=00
39 | 60+£00 00+00 80+00 00+00 00+00 00+00 00+00 70+00 00+00 00+00 00+00 00+00 00+00 0000 00+00
40 0000 60+00 80£00 00£00 6706 0000 7,0£00 00+00 00%£00 00%00 00=00 0000 00+00 00+00 0000
41 0000 7,0+£00 80£00 00£00 6706 0000 00£00 00+00 70£00 00%00 00+00 0000 00+00 00+00 0000
42 [00+£00 00+00 80+00 00+00 6706 00+£00 00+00 00+00 70+00 00+00 00+00 00+00 00+00 00+00 0000




Tabulka 2¢ - Vysledna tabulka tvorby inhibi¢nich z6n pokracovani

o Priiméry inhibicnich zon & SD [mm]
Indikatorové mikroorganismy*

1) ST 2) EC 3)SA 4) EF 5)BC 6LLl 7)LC1 §LD  9LL2 10)LC2 I1)SCT 12)LP 13)LB 14)LP1 15)LP2
43 | 8000 7,0£00 80+00 00+00 00+00 6706 80+00 00+00 80+00 80+00 00+00 00+00 00+00 00£00 0000
44 | 120£10 7,000 90+00 83+06 100+00 97+06 83+06 67+06 80+00 80+00 70+00 70+00 70+£00 7,0£00 0,000
45 | 00£00 7,0£00 90+00 00+00 00+00 00+00 00£00 00+00 80+00 80+00 67+06 00+00 70+00 00£00 0000
46 | 00£00 00£00 00+00 00+00 80+00 00+00 00£00 67+06 80+00 80+00 00+00 00+00 70+00 00£00 0,000
47 | 123+£06 7,000 97+06 83+06 100+00 100+00 87+12 70+00 10000 7,0£00 70+00 70+00 7,000 7,3+06 73+06
48 | 133+£06 7,0£00 93+06 80+00 103+06 100+00 87+12 70+00 10000 77£06 70+00 77+06 7,0£00 7,0£00 7,0£00
49 | 0000 67£06 00+£00 00+00 00£00 7000 00£00 60+00 0000 7,0£00 00+00 70£00 7,0+00 00£00 0,000
50 | 00£00 00+00 00+£00 00+00 00+00 00£00 00+00 0000 00+00 73+06 6010 00+00 7,0£00 00+00 0000
51 0,0£00 00%00 00£00 0000 00%00 00+00 0000 00+00 00£00 8000 6312 00£00 00+00 00%00 00=00
52 | 00£00 00£00 00£00 00£00 00£00 00£00 70+00 0000 00+00 00+00 00%£00 00£00 00£00 0000 0000
53 | 00£00 00+00 80+17 73+06 70+00 67+06 00+00 0000 00+00 00+00 00+£00 00+00 00+00 00+00 0000
54 | 00£00 77%06 90£00 73£06 70£00 7,0£00 70%00 00+£00 00+£00 00+00 00%£00 00£00 00£00 00£00 0000
55 | 00£00 70+00 7,7+06 00£00 00+00 7,0£00 00+00 0000 00+00 00+00 00%00 00£00 00£00 00+00 0000
56 | 00£00 00+00 93+06 73+06 77+06 00+00 70+00 00+00 80+00 67+06 60+00 00+00 00+00 00+00 0000
57 | 8306 00+00 103+06 73+06 77+06 7,7+£06 70+00 0000 7,0+£00 70+00 6000 00£00 00£00 00+00 0000
58 | 00£00 67+06 100£00 7,0£00 77+06 73+£06 70+00 0000 73+06 70+00 6306 00+00 00£00 00+00 0000
59 | 00£00 00+00 00+00 00+00 00+00 00+00 00+00 0000 00+00 00+00 00+00 00+00 00+00 00+00 0000
60 | 0000 00+00 70%00 00£00 70+00 00£00 00+00 0000 00+00 00+00 00%00 00+00 00£00 00+00 0000
61 00£00 70%00 00+£00 00+00 70%00 00+00 0000 00+00 00+00 0000 00£00 00£00 00+00 00%00 0000
62 | 00£00 70+00 6706 00+00 00+00 7,7+06 00+00 00+00 7,706 00+00 00+00 00+00 00+00 00+00 0000




Tabulka 2d - Vysledna tabulka tvorby inhibi¢nich zén pokracovani

o Priiméry inhibicnich zon & SD [mm]
Indikatorové mikroorganismy*

1) ST 2) EC 3)SA 4) EF 5BC  6LLI 7)LCI  8LD 9 LL2 10)LC2 11)SCT 12)LP 13)LB 14LPl 15)LP2

63-64 | 0000 00+00 00£00 00+00 00+00 00+00 00+00 00+00 00£00 00+00 00+00 00+00 00£00 00+00 0000
65 | 103+06 100+26 103+0,6 93+06 10000 73+06 103+06 7,0+17 87+06 93+06 7306 80+00 87+06 73+06 7,0%0,0
66 | 0000 120£00 00£00 00+00 00+00 00£00 70+00 00=00 00£00 00+00 00+00 00+00 00£00 00+00 0000
67 | 127£21 97+23 10306 93+06 100£00 8706 11,0£00 7,7+12 90£00 90+1,0 73+06 80x00 87+06 70£00 7,0%00
68 | 00£00 00+00 6706 00+00 00+00 00+00 70+00 00+00 00£00 00+00 00+£00 00+00 00+00 00+00 0000
69 | 00£00 00+£00 7,0£00 00+00 00£00 00£00 00£00 00£00 00£00 00+00 7706 00£00 00£00 0000 0000
70 | 7,0£00 67+06 93%06 73+06 00+£00 77%06 70£00 7,0£00 80£00 80+00 8706 87+£06 73+£06 8000 80%0,0
71 70£00 6706 93+06 70£00 00£00 7,7%06 7,0:00 8010 8000 80+00 87:06 8706 7,0£00 80x00 80x0,0
72 | 7,0£00 67+06 93%06 70+00 00+£00 77%06 70+00 83+12 80£00 80+00 8306 87+£06 7,7+£06 83+06 80%0,0
73 | 7,706 80+00 90£00 70+00 00%£00 77%06 9000 87+06 80£00 80+00 80+00 8706 67£06 90+00 80%0,0
74 | 7,706 80+00 9,0+00 70+00 00+00 77+06 90+00 87+06 80+00 80+00 8000 90+00 67+06 90+00 80%0,0
75 | 7706 80£00 9,0£00 73+06 73+06 77%06 90+00 87+06 80£00 80+00 8306 90£00 67£06 90+00 90%0,0
76 | 6312 80+00 9,0£00 70+00 00+00 77%06 90+00 83+06 80£00 80+00 8000 90+00 67+06 90+00 83%06
77 | 77+£06 83+06 9,0£00 70+00 7,0£00 7,7+06 90+00 87+06 80+00 80+00 8000 90+00 63+06 87+06 80%0,0
78 | 7,706 80+00 93+06 70+00 7,0%£00 77%06 90+00 87+06 80£00 80+00 80+00 83+06 67+06 90+00 80%0,0
79 | 73£06 80+00 9,0£00 73+06 7,000 77%06 90+00 80=00 80£00 80+00 80+00 87+£06 67+06 90+00 80%0,0
80 | 77+06 80+00 90+00 7,0+00 00+00 77+06 97+06 80+00 87+06 80+00 80+00 90+00 67+06 8706 80=00
81 70400 80+£00 87+06 70+00 00£00 77+06 90+00 80+00 80+00 80+00 80+00 87+06 67+06 90+00 87=06
82 | 7000 80+£00 9000 70+00 00£00 77+06 90+00 83+06 80+00 80+00 83+06 90£00 67+06 90+00 80=00
8 | 7000 67+06 93+06 80+00 00+00 57+06 7,706 77+06 70+00 7,7+06 80+00 90+00 80+00 90+00 7,7+06




Tabulka 2e - Vysledna tabulka tvorby inhibi¢nich z6n pokracovani

o Priiméry inhibicnich zon & SD [mm]
Indikatorové mikroorganismy*

1) ST 2) EC 3)SA 4EF  5BC 6LLl 7LCl 8LD 9 LL2 10LC2 I1)SCT  12)LP  13)LB 14 LP1 15)LP2
84 |73+06 7312 93+06 80£00 70+00 50£00 7706 77+06 7000 7306 80+£00 90£00 80x00 90%00 7306
85 | 70£00 67+06 90+00 80£00 70£00 50£00 7,0+00 7,000 7,0£00 7,0£00 80+00 9000 80x00 87%06 7,000
8 |7.0£00 67+06 90+00 80£00 70+00 50£00 70£00 70£00 70400 7,0£00 80+00 90+00 80+00 90%00 7,000
87 |7.0£00 67+06 90+00 80£00 70+00 50£00 70£00 70£00 7000 7,0£00 80+£00 90£00 80+00 90%00 7,000
88 |70£00 6706 90+00 80£00 70£00 50£00 7,0%00 7,0£00 73:06 7,0£00 80£00 8706 80x00 90£00 7,000
89 |70£00 7312 90£00 80£00 70+00 50£00 70£00 70£00 70+00 73+06 80+£00 90£00 80+00 90+00 7,000
90 | 7,0£00 67+06 10306 80+00 73+06 83£06 7,0+£00 80£1,0 70+£00 7306 8000 90£00 80+00 90£00 7,0£00
91 | 00+00 67+06 97+06 80+00 7,0£00 87+06 7,0+00 77+06 7,0+00 70+00 80+00 90+00 80+00 90+00 7,0+00
92 | 70£00 63+06 90+00 80£00 7,0£00 83£06 73+06 7,0£00 70+£00 70£00 8000 00£00 7,7+£06 00£00 0,0£00
93 | 77+£06 70£00 77£06 73+06 00+00 60+00 80+00 77£06 7,7+06 87+06 80£00 8706 90+00 87£06 7,7+06
94 | 77+06 70+00 80+00 7,0+£00 7,0£00 57+06 80+00 67+06 73+06 93+06 00+00 00+00 90+00 00£00 0,0+00
95 | 7,7+£06 7,0£00 70£00 7,7+12 67£06 60£00 80+00 7,0£00 77+06 60£00 00+£00 90£00 90£00 00£00 80x00
9 | 80+00 70£00 70+00 77+12 00£00 60£00 77+06 00£00 70+00 90£00 00+00 00£00 00+00 00£00 0,0+00
97 | 87+06 7,0+00 70+00 77+12 00+00 90+00 00+00 00+00 00+00 70+00 00+00 00+00 00+00 00+00 0,0+00
98 | 87+06 73+06 73+06 7,0£00 00£00 97£06 77+06 73%06 80+00 9706 80+00 90£00 90+00 83+06 83+06
99 | 87+06 73+06 80+00 7,0£00 7,0£00 00£00 7,0+00 50£00 80+00 8706 00+00 00£00 90+00 00£00 80x00
100 [90£00 7,0£00 83+06 7,000 00+00 7,7+06 7,0£00 80+00 80+00 00+00 77+06 00+00 93+06 90+00 80=00
100 | 00£00 77+06 77+06 7,0£00 00+00 70%00 70+00 77+06 80+00 9706 8000 90+00 90£00 90£00 80+00
102 |00£00 73+06 77+06 7,0£00 00+00 70%00 70400 77+06 80+00 9706 8000 87+06 90+00 90£00 80+00
103 [90+£00 83+21 93423 97+06 7,0£00 7,0£00 87+12 7,000 7,0+17 60+00 00+00 00+00 8000 00+00 7,0%00




Tabulka 2f - Vysledna tabulka tvorby inhibi¢nich z6n pokracovani

o Priiméry inhibicnich zon & SD [mm]
Indikatorové mikroorganismy*

1) ST 2) EC 3)SA 4) EF 5BC  6LLI 7)LC1  8LD 9 LL2 10)LC2 11)SCT 12)LP  13)LB  14LPl 15 LP2
104 |93+06 73+12 93+23 100+00 00=00 90+00 10000 00£00 00£00 0000 00£00 00+00 00£00 00+00 0,0+00
105 [93+06 83+21 120+£00 100+00 8000 90+00 100+00 63+06 80+10 65+07 00+00 63+06 70+1,0 80+00 63=06
106 |00£00 87+23 120£00 100+00 00+00 93+06 10000 63+06 90+1,0 00+00 7,0£00 83+06 73+06 00+00 0,0+00
107 |9,0£00 100+00 12,0£00 100+00 14706 90+00 10000 63+06 93+06 97+06 87+06 83+06 77+06 80+00 0,0+0,0
108 [00+00 100+00 12000 10,0+00 14706 90+00 100+00 6706 90+10 100+00 7,7+06 83+06 77+06 83+06 0000
109 |0,0£00 100+£00 12,0£00 100+£00 00+00 00+00 9706 63+06 87+06 0000 00£00 83+06 80+00 80+00 0,0£00
110 | 87+06 97+06 11,7406 10000 140£00 87+0,6 10000 00£00 90£00 9306 80£00 75+07 8000 7,706 63+06
11 [90+£00 100+00 120+£00 97+06 14306 80+00 100+00 73+06 90+00 90+1,0 80+00 80+00 77+06 73+06 10,0+00
112 | 0,0£00 10306 00+00 100+£00 00+00 83+06 10000 7,0£00 80£00 00400 83+06 00+00 8000 7,0£00 65+07
113 | 0,0£00 00£00 10,0£00 10000 143£06 90+00 100+£00 00£00 93+06 9000 90+17 83406 8306 7,706 67+06
114 [00+00 100+1,0 100+£00 100+00 10306 90+00 103+06 7,706 97+06 90+00 90+17 80+00 87+06 77+06 63=06
115 ] 0,0£00 80+00 103£06 10306 10,0£00 90+00 10306 7,7+06 87+06 0000 00£00 73406 90£00 7,706 0,0£00
116 | 0,0£00 00+00 90+00 97+06 00+00 90+00 10306 80+00 87+06 00+00 80+00 80+00 90+00 6507 0,0+00
117 [00+00 93+06 107+06 10,0+00 14706 90+00 103+06 80+00 87+06 00+00 85+07 87+06 90+00 60+00 0000
118 | 0,0£00 93+06 10,0£00 100+00 160+00 90+00 10306 80+00 87+06 0000 00+00 80+00 70£00 00+00 0,0+00
119 ] 0,0£00 93+06 10,0£00 100+00 00+00 90+00 10306 80+00 87+06 0000 00£00 77406 00£00 00+00 0,0+00
120 [00+00 00+00 100+00 100400 0000 90+00 103+06 83+06 87+06 00+00 90+00 83+06 80+00 00+00 0000
121 | 00£00 87+06 10,0£00 100+00 103+06 90+00 10306 00+00 83+06 83+06 63+06 00+00 90+00 00+00 00+00
122 | 0,0£00 87+06 10,0£00 10000 150£00 90+00 100+00 7,0£00 87+06 87+06 63+06 77+12 90+00 6706 63+06
123 |87+06 80+00 100+£00 80+00 90+00 83+06 90+00 80+00 90+00 00+00 6000 00+00 73+06 00+00 0000




Tabulka 2a - Vysledna tabulka tvorby inhibi¢nich z6n pokracovani

o Priiméry inhibicnich z6n & SD [mm]
Indikatorové mikroorganismy*

1)ST  2)EC 3)SA 4) EF 5)BC 6LLl  7)LC1  8LD 9 LL2 10LC2 11)SCT 12)LP 13)LB 14)LPl 15)LP2
124 |83+06 80+00 97+06 80+00 90+00 83+06 93+06 90£00 90+00 00+00 60+00 00+00 70+00 7,0£1,0 67+06
125 |83+06 80+00 90+00 80+£00 90+00 90+00 90+00 00+00 90+00 00£00 60+00 00+00 70+00 73+06 67=06
126 |83+06 80+00 100+00 80+00 90+00 90+00 90+00 90£00 90+00 00+00 60+00 6000 7,000 00+00 0,0£00
127 |83+06 80+00 100+00 80+00 90+00 87+06 90+00 00£00 87+06 00+00 60+00 7706 7,0£00 00+00 0,0£00
128 |83+06 83+06 90+00 80+£00 90+00 87+06 93+06 90+00 90+00 00£00 63+06 80+00 00+00 70+10 6507
129 |83+06 80+00 100+00 80+00 00+00 8306 93+06 7,0£00 87+06 00+00 85+07 7000 7,0£00 85+07 7,3+06
130 | 0,0£00 80+00 100+00 80+00 90+£00 9000 90+00 77£06 90+00 00%00 00+00 7000 6706 00£00 0,0£00
131 |87+06 83+06 123+06 8000 90+00 90+00 90+00 00+00 90+00 00£00 00+00 00+00 00+00 00+00 0000
132 | 0,0£00 8000 100+00 80+00 90+£00 90+00 90+00 00£00 90+00 00%00 00+00 7000 7,000 80£00 0,0£00
133 |0,0£00 00+00 11,014 00£00 100£00 10712 90+1,0 75£07 00+00 00%00 00+00 6507 6507 00£00 65+07
134 |83+06 93+06 100+17 83+06 140£00 113+06 90+10 00+00 6706 83+06 60+00 00+00 00+00 73+06 0000
135 | 9,0£00 9306 97+21 77+06 11,312 73+06 00%00 00£00 63+06 57+06 60+00 6706 00+00 73+06 65+07
136 | 0,0£00 00+00 120+00 80+00 00+00 00£00 00+00 00£00 00+00 00+00 00+00 00%00 00+00 00+00 0,0£00
137 [9,0£00 83+12 100+00 7,706 80+00 93+06 7,3+06 7,7+£06 00+00 00£00 7,0£00 70+00 70+00 67+06 7,507
138 | 0,0£00 90+00 100+1,7 80+00 00+£00 9306 00+00 00£00 00+00 00+00 00+00 00+00 00+00 00+00 0,0£00
139 | 0,0£00 00+00 00+00 80+00 00+£00 00£00 00+00 00£00 00+00 00+00 00+00 00%00 00=00 00+00 0,0£00
140 [ 00+00 00£00 00+00 7706 00+00 00+00 00+00 00+00 00+00 00+00 00+00 00+00 00+00 00+00 0000
141 ] 0,0£00 00+00 00+00 77+06 00+00 00£00 00+00 00£00 00+00 00+00 00+00 00+00 00+00 00+00 0,0£00
142 |87+£12 80+00 00+00 77+06 10507 00+00 83+06 00£00 00+00 00+00 00+00 00+00 00+00 00+00 0,0£00
143 [00+00 83+06 100+00 7,000 80+00 80+00 90+00 65+07 83+06 00£00 00+00 00+00 00+00 00+00 0000




Tabulka 2b - Vysledna tabulka tvorby inhibi¢nich zén pokraCovani

Cislo
izolatu Priméry inhibi¢nich zén + SD [mm]

Indikatorové mikroorganismy*

1) ST 2) EC 3) SA 4) EF 5) BC 6) LL1 7) LC1 8) LD 9) LL2 10) LC2 11) SCT 12) LP 13) LB 14) LP1 15) LP2

144 120£0,0 8,7+12 103+0,6 7,0+0,0 80+£0,0 80+00 9,0+00 65+07 90+00 90+£00 00+£00 00+00 00+0,0 00+00 0,0+0,0

145 0,0+0,0 8,0+ 0,0 9,7+ 0,6 00+00 85+0,7 7,706 90£00 6507 90+x00 00+00 0,000 0000 00£00 00£00 00+£0,0

146 103£0,6 8,7+12 9,0+ 0,0 7306 80+00 83+0,6 90+00 75+07 8706 83+06 00+00 0000 00+00 00£0,0 00£0,0

147 10,0+0,0 87+06 11,0£0,0 73+06 80+0,0 80+£00 90+00 75+07 90+00 97+06 0,0+00 00+00 00£00 00£00 00+00

148 10,0+0,0 80+0,0 103+0,6 7,0+0,0 83+0,6 80+£00 97+06 00+£00 77+06 73+06 0,0+00 00+£00 00£00 00£00 00+00

149 0,0+0,0 8,0+ 0,0 9,7+ 0,6 6,7+06 8000 0,000 87+06 00x00 80x10 00+00 0000 0000 00£00 00£00 00+£00

150 9,0+0,0 8,0+0,0 10,000 6,7+0,6 80£0,0 00£00 87+06 60x00 70+00 00+00 0,0+£00 0000 00£00 00£00 00+£00

151 8,3+0,6 8,0+ 0,0 9,7+0,6 6,7+0,6 80«00 0,0+00 90£00 00£00 00+00 00+00 0,0+00 00+00 00£00 00£00 00+0,0

152 8,3+ 0,6 7,7+0,6 9,7+ 0,6 6,7+06 8000 0,000 80£10 00£00 00x00 00+00 0000 0000 00£00 00£00 00+£00

*Indikatorové mikroorganismy:

1) Salmonella Typhimurium ST
2) Escherichia coli EC
3) Staphylococcus aureus SA
4) Enterococcus faecalis EF
5) Bacillus cereus BC
6) Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 141 LL1
7) Lactococcus cremoris CCDM 946 LC1
8) Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CCDM 364 LD
9)  Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004 LL2
10) Lactococcus cremoris CCDM 824 LC2
11) Streptococcus thermophilus CCDM 224 SCT
12) Lactiplantibacillus plantarum RIBM P89 LP
13) Levilactobacillus brevis RIBM P20 LB
14) Lactiplantibacillus plantarum RIBM P96 LP1

15) Lactiplantibacillus plantarum RIBM P94 LpP2
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