Produkce bakteriocinu izolovanymi bakteriemi
mlécného kvaseni

Bc. Jana Vancurikova

Diplomova prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2010 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka

Ustav biochemie a analyzy potravin
akademicky rok: 2009/2010

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pfijmeni:  Bc. Jana VANCURIKOVA

Osobni ¢islo: T08825

Studijni program: N 2901 Chemie a technologie potravin

Studijni obor: Technologie, hygiena a ekonomika vyroby potravin
Téma prace: Produkce bakteriocini izolovanymi bakteriemi

mlééného kvaseni

Zasady pro vypracovani:
l. Teoreticka cast

1. Charakteristika bakterii mlééného kvaseni.
2. Bakteriociny bakterii mlééného kvaseni.

3. Metody stanoveni produkce bakteriocinli bakteriemi mlééného kvaseni.

Il. Prakticka ¢ast
1. Izolace a identifikace bakterii mlééného kvaseni.

2. Stanoveni produkce bakteriocinii bakteriemi mlééného kvaseni metodou PCR



Rozsah diplomové prace:
Rozsah pfiloh:
Forma zpracovani diplomové prace: tisténa/elektronicka

Seznam odborné literatury:

[11 SALMINEN, S., VON WRIGHT, A., OUWEHAND, A. Lactic Acid Bacteria, Microbiological
and Functional Aspects. 3. ed, New York, U.S.A. 2004. 633 s. ISBN 0-8247-5332-1.

[2] RILEY, M.A., GILLOR, O. Bacteriocins, Current Research and Applications. Norfolk,
U.K.: Horizon Bioscience, 2007. 218 s. ISBN-10 1-904933-23-8.

[31 RODRIGUEZ, J.M., MARTINEZ, M.l HORN, N., DODD, H.M. Heterologous production
of bacteriocins by lactic acid bacteria. International Journal of Food Microbiology 80,
2003. s. 101-116.

[4]1 CLEVELAND, J., MONTVILLE, T.J., NES, L.F., CHIKINDAS, M.L. Bacteriocins: safe, natural
antimicrobials for food preservation. International Journal of Food Microbiology 71,
2001. s. 1-20.

Vedouci diplomové prace: Ing. Zuzana Vahatkova
Ustav technologie a mikrobiologie potravin
Datum zadani diplomové prace: 4. ledna 2010

Termin odevzdani diplomové prace:  19. kvétna 2010

Ve Zliné dne 8. dubna 2010

/

nac- /

prof. Ing. Ignac Hoza, CSc.
reditel tistavu

doc. Ing. Petr Hlavaéek, CSc.
dékan




Pifjmeni ajméno: .....0.0.0 e Obor: &ITLL ATV

(P

/ v ) !
VANCURIKIVA JANA Obor: CHTP JTHEVT

PROHLASENI

Prohlasuji, ze

beru na v&domi, Ze odevzdanim diplomové/bakalaiské prace souhlasim se zvefejnénim
sve prace podle zdkona ¢. 111/1998 Sb. o vysokych $kolach a 0 zméné a doplnéni dalsich
zékonti (zékon o vysokych 3kolach), ve znéni pozd&jsich pravnich predpisi, bez ohledu
na vysledek obhajoby ;

beru na v€domi, Ze diplomové/bakalaiskd prace bude uloZena v elektronické podobé
v univerzitnim informacnim systému dostupnd k nahlédnuti, Ze jeden vytisk
diplomové/bakaléafské prace bude uloZen na piislusném ustavu Fakulty technologické
UTB ve Zlin€ a jeden vytisk bude uloZen u vedouciho préce;

byl/a jsem sezndmen/a s tim, Ze na moji diplomovou/bakaléfskou praci se plné vztahuje
zékon ¢. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym
a o zme&n€ nékterych zakonl (autorsky zakon) ve znéni pozd&jsich pravnich piedpis,
zejm.§ 35 odst. 3 7;

beru na védomi, %e podle § 60 ¥ odst. 1 autorského zdkona mé UTB ve Zling pravo
na uzavieni licen¢ni smlouvy o wziti $kolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského
zakona;

beru na v&domi, Ze podle § 60 ¥ odst. 2 a 3 mohu uzit své dilo — diplomovou/bakalaiskou
praci nebo poskytnout licenci k jejimu vyuZiti jen s pfedchozim pisemnym souhlasem
Univerzity TomaSe Bati ve Zling, kterd je oprdvnéna v takovém piipadé ode mne
poZadovat pfiméfeny ptispévek na ihradu nakladd, které byly Univerzitou Tomase Bati
ve Zlin€ na vytvofeni dila vynaloZeny (az do jejich skutecné vyse);

beru na védomi, Ze pokud bylo k vypracovani diplomové/bakalarské prace vyuzito
softwaru poskytnutého Univerzitou Toméase Bati ve Zlin& nebo jinymi subjekty pouze
ke studijnim a vyzkumnym u¢elim (tedy pouze k nekomerénimu vyuziti), nelze vysledky
diplomové/bakalaiské prace vyuzit ke komerénim Gceltim;

beru na vé€domi, Ze pokud je vystupem diplomové/bakalaiské prace jakykoliv softwarovy
produkt, povazuji se za soucést prace rovnéz i zdrojové kody, popf. soubory, ze kterych
se projekt sklada. Neodevzdani této sou¢dsti mize byt diivodem k neobhajeni préce.

Ve Zliné ...................

.......................................................



D zaékon ¢. 111/1998 Sb. o vysokych Skolach a o zméné a dopInéni dalSich zakond (zdkon o vysokych Skolach), ve znéni
pozdéjSich pravnich predpisd, § 47 Zverejriovani zavérecnych praci:

(1) Vysoka Skola nevydélecné zverejriuje disertaéni, diplomové, bakalarské a rigorézni prace, u kterych probéhla obhajo-
ba, véetné posudkd oponentd a vysledku obhajoby prostrfednictvim databaze kvalifikacnich praci, kterou spravuje. Zpusob
zverejnéni stanovi vnitmi predpis vysoké Skoly.

(2) Disertac¢ni, diplomové, bakalarské a rigorozni prace odevzdané uchazecem k obhajobé musi byt téZ nejméné pét pra-
covnich dnd pfed konanim obhajoby zvefejnény k nahlizeni verejnosti v misté uréeném vnitinim predpisem vysoké Skoly
nebo neni-li tak uréeno, v misté pracovisté vysoké Skoly, kde se méa konat obhajoba prace. Kazdy si muze ze zvefejnéné
prace porizovat na své naklady vypisy, opisy nebo rozmnozeniny.

(3) Plati, ze odevzdanim prace autor souhlasi se zvefejnénim své prace podle tohoto zékona, bez ohledu na vysledek
obhajoby.

2 zakon ¢. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a o zmené nékterych zakond
(autorsky zakon) ve znéni pozdéjSich pravnich predpisd, § 35 odst. 3:

(3) Do prava autorského také nezasahuje Skola nebo Skolské ¢i vzdélavaci zarizeni, uzije-li nikoli za Gcelem pfimého nebo
nepfimého hospodéarského nebo obchodniho prospéchu k vyuce nebo k vlastni potrfebé dilo vytvorené zakem nebo studen-
tem ke splnéni Skolnich nebo studijnich povinnosti vyplyvajicich z jeho pravniho vztahu ke Skole nebo Skolskému ¢i vzdeé-
lavaciho zarizeni (Skolni dilo).

% zakon ¢&. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a o zmené nékterych zakond
(autorsky zékon) ve znéni pozdéjSich pravnich pfedpist, § 60 Skolni dilo:

(1) Skola nebo 3kolské &i vzdélavaci zafizeni maji za obvyklych podminek pravo na uzavreni licenéni smlouvy o uZiti
Skolniho dila (§ 35 odst. 3). Odpira-li autor takového dila udélit svoleni bez vazného ddvodu, mohou se tyto osoby doméhat
nahrazeni chybéjiciho projevu jeho vile u soudu. Ustanoveni § 35 odst. 3 zustava nedotéeno.

(2) Neni-li sjednano jinak, muze autor Skolniho dila své dilo uzit ¢i poskytnout jinému licenci, neni-li to v rozporu s opréav-
nénymi zajmy Skoly nebo Skolského ¢i vzdélavaciho zarizeni.

(3) Skola nebo skolské & vzdélavaci zafizeni jsou opravnény pozadovat, aby jim autor kolniho dila z vydélku jim dosaze-
ného v souvislosti s uzitim dila ¢i poskytnutim licence podle odstavce 2 pfiméfené prispél na Uhradu nakladd, které na
vytvoreni dila vynalozily, a to podle okolnosti az do jejich skute¢né vySe; pritom se prihlédne k vysi vydélku dosazeného
Skolou nebo Skolskym ¢i vzdélavacim zarfizenim z uziti Skolniho dila podle odstavce 1.



ABSTRAKT

Cilem této préce byla izolace a identifikace baktatécného kvaSeni ze zakysané smeta-
ny, biojogufi a klobas. Déle se tato prace z#ia na charakteristiku bakteriodira na-
sledné stanoveni produkce bakteridgcinolovanymi bakteriemi. Identifikace izolovanych
bakterii ml€éného kvaSeni byla provedena z morfologického, fggického a biochemic-
kého hlediska a spravnost byla nastedwiena sekvenaci. Stanoveni produkce bakterio-

cina bylo provedeno metodou PCR &ienim optické denzity.

Kli¢cova slova: bakterie mi@éého kvaSeni, bakteriociny, polymerazawkzova reakce
(PCR),pediocin PA-1, thermophilin.

ABSTRACT

The aim of this thesis was isolation and identtfma of lactic acid bacteria from sour cre-
am, bioyogurts and sausages. Further, this workf@@sed on characteristics of bacterio-
cins and subsequent determination of bacterioaiogdyztion by isolated bacteria. Identifi-
cation of isolated lactic acid bacteria was perfednon the basis of morphological, physio-
logical and biochemical aspects and then the acgwas verified by sequencing. Deter-
mination of bacteriocin production was performedi&yR and by measuring optical densi-
ty.

Keywords: lactic acid bacteria, bacteriocins, patyase chain reaction (PCR), pediocin
PA-1, thermophilin.
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UvoD

Bakterie mléného kvaSeni jsou skupinodilpuznych bakterii, kterééhem fermentace
cukna produkuji jako hlavni metabolicky produkt kyselimiénou. Vyskytuji se jakoip
rozena mikrofléra v syrovém mléce a vyuZivaji sekikaSeni potravin nejmémi000 let.
Jedna se o heterotrofni organizmy vyZadujici zpifavsoubor Zivin (aminokyseliny a vi-
taminy), neb6 postradaji mnoho biosyntetickych schopnosti. Didghu jsou bakterie
mléného kvaSeni obvykle petné jen ve spotenstvich, kde tyto naroky mohou byt spl-

nény.

Bakterie mléného kvaSeni se vyuzivaji v potravisiém pimyslu z rEkolika divodi.
Jejich Gst sniZuje v potravinach jak obsah sachgrideré zkvasuiji, tak i pH diky produkci
kyseliny ml&€né. Tento proces okyseleni je jeden z nejvice Zddbutinka jejich nistu.
Hodnota pH mZe klesnout az na 4,0. Toto pH je dostatenizké k inhibici fistu WtSiny
dalSich mikroorganiziy véetné negasgjSich lidskych patogen coZz umo#uje prodlouzit

dobu trvanlivosti potravin.

Bakteriociny produkované bakteriemi rate€ho kvaseni jsou heterogenni skupina antibak-
teridlnich proteifi s iznym spektrem dinku, mechanizmu isobeni, molekularni hmot-
nosti, genetickym jwvodem a biochemickymi vlastnostmi. Produkce antiotialnich
peptidi, nalezena uiznych kmea, je v prvnifad obranna, ale je také ststi ffirozené
imunity. Nekdy bakteriociny ginkuji proti specifické skupikonkurergnich mikroorgani-
zmi, jindy mé jejich obranny mechanizmus Siroké spehtritinku. Bakteriociny jsou
¢asto zamnovany s antibiotiky, hlavni rozdil mezi nimi je, aatibiotika nejsou ribozo-
malns syntetizovana. Dale se bakteriociny od antibitiikna zaklad mechanizmu {so-

beni, antimikrobialniho spektra, toxicity a meclzamii odolnosti.
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1 CHARAKTERISTIKA BAKTERI MLE CNEHO KVASENI

Bakterie mléného kvaSeni zahrnuji skupinu bakterii s podobnymifologickymi, meta-
bolickymi a fyziologickymi vlastnostmi. Obeé&psou bakterie miéneho kvaseni definova-
ny jako grampozitivni, katalazanegativni, nespgfai, fakultativié anaerobni, nepohyb-
livé ty¢inky nebo koky, které obsahuji v DNA m&nez 55 % mol G+C. Hlavnim ko&e
nym produktem fermentace sachérjd kyselina mléna [1, 2, 3, 4, 9, 10, 60, 72].

Bakterie mléného kvaSeni jsou pouzivanii pyrob¢ fermentovanych potravin po staleti.
Jsou povazovany za GRAS (vSeohewrznavané za bezfigé) organizmy a p#t me-
Zi nejlépe prostudované. Detailni znaldady fyziologickych vlastnosti otésla nove
moznosti vyuziti &chto mikroorganizra v potravindském péimyslu a v poslednich letech

se staly pedmétem zajmu bakteriociny produkovariénito bakteriemi [3, 12].

Oproti mikrobim schopnym respirace rostou bakterie dmé&ho kvaSeni pomaleji a produ-
kuji mensi kolonie 2-3 mm diky nizkym energetickyyimosim. Jedna se obe€io mezo-
filni mikroorganizmy, avSak mohouist v rozmezi teplot od 5 do 45 °C. Bakterie ik
ho kvaSeni jsou tolerantni ke kyselym podminka&tsina kmeid je schopna tust
pii pH 4,4. OvSemirstové optimumdchto bakterii je fi pH 5,5 — 6,5. Bakterie mié@ého
kvaseni vyzaduji komplex Zivin jako aminokyselipgptidy, nukleotidové baze, vitaminy,

sacharidy, mineralni latky a mastné kyseliny [46@®, 72].

1.1 Taxonomie bakterii ml&ného kvasSeni

Pouziti molekularé genetickych metod k &eni pgibuznosti bakterii miého kvaSeni
souvisejicich s potravinami do za nasledek vyznamné Zny v jejich taxonomickém
zarazeni. Bhem osmdesatych let 20. stoleti byl rStteptococcusozctlen do ti roda,
a toEnterococcuslLactococcusa StreptococcusV sowtasné dob skupina bakterii mte
ného kvaSeni zahrnuje nasledujici rodgctobacillus LactococcusEnterococcusStrep-
tococcus PediococcusCarnobacterium TetragenococcysAerococcusOenococcusVa-

gococcusLeuconostoaWeisselld2, 9, 10, 11].

Fylogeneticky jsou grampozitivni bakterie rélhy do dvou hlavnichavi. VSechny vyse
uvedené rody p&tdo kmene s nizkym obsahem G+C (< 50 %). Bifidtéxdé nepai me-
Zi bakterie mléného kvaSeni, pouze s nimi sdili podobné fyziok@ia biochemické

vlastnosti a ufitou spolénou ekologickou niku, jako n&pGIT (gastro-intestinalni trakt).
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Druhové pedstavitele danych raédnizeme nalézt v GIT lidi a zkdt a také ve fermento-

vanych potravinach [9].

1.1.1 Probiotika

Kmeny pouZivané jako probiotika obvykle Patio rodi Lactobacillus Enterococcus,
StreptococcusaBifidobacterium Predmétem zajmu u probiotickych bakterii jsou jejich
fyziologické charakteristiky, na&ppredpoklad peZiti v GIT. Zmirgny predpoklad je zalo-
Zen na odolnostithto bakterii k nizkému pH a Ziua na jejich teplotnimiistovém roz-

sahu. Tyto schopnosti jsou vSak z taxonomickéhdisita més dulezité [9].

Dulezité fyziologické vlastnosti pro taxonomickéazeni jsou typ fermentace sachayid
odolnost k iznym koncentracim NaClsst na fiznych nutrénich médiich, st za defino-
vanych teplot a odolnostwi antibiotikam. Taxonomie laktobadilbyla po desetileti zalo-

Zena nadgchto fenotypovych vlastnostech [9].

Rod Lactobacillusje rozmanity s vice nez 60 druhy (obsah G+C v ra@ir88 — 55 % mol)

Z nichz je asi 1/3 strikthheterofermentativni [11].

1.2 Déleni BMK

Na z&klad metabolizmu sacharidse bakterie miného kvaSenidi na homofermentativ-
ni (hlavni a konény produkt fermentace je kyselina @) a heterofermentativni (krém
kyseliny ml&né vznikaji i jiné sloteniny, nap. kyselina octova, C§) etanol, aromaticke

sloweniny...) [4, 5, 7, 8].

Podle optimalnitstové teploty Ize bakterie ndiéého kvaSeni roztlt na mezofilni a ter-

mofilni. Mezofilni maji teplotni dstové optimum mezi 20 az 30 °C a termofilni mezi
30 az 45 °C. Neni tedyfgkvapenim, Ze trathi fermentované vyrobky ze subtropickych
zemi obsahuji termofilni bakterie mi@ho kvaSeni, zatimco produkty s mezofilnimi druhy

pochazi ze zapadnich a severnich zemi Evropy [26].

1.3 MIlééné kvaSeni

Ochrana potravin fermentaci je velmi vyuZivand taras vyrobni technika. Fermentace

nezaji¥uje pouze zvysSenou trvanlivost a mikrobialni be&nopst potravin, ale takéini
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n¢které potraviny Iépe stravitelnymi, nay pripace manioku jedlého fermentace redukuje

toxicitu substratu [5].

VSechny bakterie mé&ého kvasSeni produkuji kyselinu rhu z hexéz. Produkovana

kyselina mléna mize byt L(+), nebo méncasto D(-) izomer, paiipadct smes obou izome-

ra. Fermentace hexdz probiha drahami, které jsowleragl do dvou skupin na homofer-

mentativni a heterofermentativni fermentaci. Obestt@ma fermentace glukdzy bakteri-

emi ml&ného kvaseni je zndzamo na Obr. 1 [5, 60]. Kyselina ndiéa je hlavni kongy

produkt mléného kvaseni, coziigpiva ke kyselé chuti, ale ndini daného vyrobku.

Za vini a ch fermentovanych miénych vyrobki je zodpo¥dna kyselina octova, acetal-

dehyd a diacetyl [8, 72].

Homoferementativni

Heterofermentativni

v

Glukéza-6-P

|

Frukt6za-6-P

|

Frukt6za-1,6-DP

A\

Glyceraldehyd-3-P <—» Dihydroxyaceton-P

l\‘ H,0

2 Pyruvat

|

2 Lakat

Glukéza-6-P
6-fosfoglukonat
Ribul6za-5-P
Xyluléza-5-P
Glyceraldehyd-3-P Acetyl-P
Pyruvat Acetaldehyd
Lakat Etanol

Obr. 1. Obecné schéma fermentace glukézy bakten@meho kvaserb].
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Homofermentativni bakterie ni#éého kvasSeni produkuji vice nez 85 % kyselinycmée
z glukézy. Fermentuji 1 mol glukdzy na 2 moly kysgimléiné pomoci Embden - Meyer-
hof - Parnasovy drahy a ttic@isty vynos 2 mol ATP na molekulu metabolizovanéglzy.

Kyselina ml€né je hlavni produkt této fermentace [4, 5, 7, 8].

Hlavni rody homofermentativniho kvaSeni jstactococcusPediococcusEnterococcus

Streptococcusa rekteré druhy roddactobacillus[5, 7, 8].

Heterofermentativni bakterie ndléeho kvaseni produkuji pouze 50 % kyseliny amé
z glukozy. Fermentuji ekvimolarni mnoZzstvi kyselmiginé, etanolu a C&£pomoci hexo-
za monofosfatové nebo pentézoveé drahy. Jeden mél @Tvytvden z 1 molu glukdzy,
to ma za nésledek horSist. Na 1 mol metabolizované glukozy totiz tvpouze polovinu

energie oproti homofermentativnim dtuh [4, 5, 7, 8].

Mezi zastupce heterofermentativniho kvaSenii patly: LeuconostocWeissellaa rekteré

druhy roduLactobacillus[5, 7].

N¢které druhy roduactobacillusjsou homofermentativni, jiné heterofermentativimiéa

které jsou schopny vyuzivat oba druhy kvaSeni].7, 8

1.4 Charakteristika vybranych rod u bakterii mlééného kvaseni

1.4.1 Rod Streptococcus

Rod Streptococcudyl pavodns popsan na zakladmorfologickych, fyziologickych, séro-
logickych a biochemickych charakteristik. To zalvalo Siroky rozsah organizimvcetrg
vysoce patogennich bakte8treptococcus pneumonigtreptococcus pyogenasStrepto-
coccus agalactigedale stevni skupinu D streptokdkStreptococcus faecalia Strepto-
coccus faeciuma ekonomicky dlezitou skupinu N startovacich bakte8ireptococcus

cremoris Streptococcus lactia Streptococcus thermophil{®, 11].

Od poloviny osmdesétych let 20. stoleti bylo prareal rekolik hlavnich taxonomickych
zmeén v tomto rodu. Nkteré z &échto znen byly zvlasé vyznamné pro potraviigkeé mik-
robiology. Behem poslednich 50 let byly streptokoky réledy do 4 hlavnich skupin: pyo-
genni, stevni, viridujici a mléné. Tyto skupiny byly zalozeny dle tzv. Shermansghé-
matu, které obeeénslouZzilo jako zakladni nastroj pro organizaci drustreptokok.

V nasledujicich letech byly navrzeny i@gty dvé¢ zmeny [2, 11].
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Nejdtive skupina sevnichstreptokok, ktera zahrnoval&treptococcus faecaliStrepto-
coccus faeciuma Streptococcus duranbyla gesunuta do nového rodinterococcusPoté
byly dalSi dva druhyStreptococcus lactia Streptococcus cremorisivadné jako ,ml€ne
streptokoky” perazeny do nového roduactococcusStreptococcus thermophilijs tedy
nyni jediny¢len rodu Streptococcuvyuzivany jako startovaci mikroorganizmus fer-

mentaci potravin, hlavnv jogurtech a syrech [2, 11, 14, 17].

Obecr jsou streptokoky grampozitivni, fakultat&anaerobni, nepohyblivé, katalazanega-
tivni mikroorganizmy s obligathhomofermentativnim metabolizmem. Rostou jako linea
ni fetizky elipsovitych bukk a nejsou schopnéstu @i 10 °C, pH 9,6 a 6,5% NaCl. Strep-
tokoky vyZaduji komplex nug#nhich poZzadavk a d&i se jim v prostdi s dobrou zasobou
sacharid a proteiri zahrnujicich tk&ha stevni trakt zvifat, mliéko, mléné produkty, ze-

leninu a dalSi potraviny [2, 11, 30].
Streptococcus thermophilus

IdentifikaceStr. thermophiluge zaloZzena na hydrolyze argininu a eskulinu, Kyt&rmen-
taci amygdalinu, celobi6zy, inulinu, maltézy, mahit rafin6zy a N-acetylglukézaminu
a schopnostiustu @i 45 °C [30].

Podobr jako laktokoky jeStr. thermophilusvysoce adaptabilni v migém prostedi,
kde rychle fermentuje laktozu a produkuje kyselmig&¢nou homofermentativnim kvaSe-
nim. Str. thermophilusnd tSi optimalni éstovou teplotu 40 — 45 °Cgt&i teplotni ma-
ximum (52 °C) i teplotni toleranci nad 60 °C nektékoky a pod 15 °C tento mikroorga-
nizmus neroste. V poZadavcich na vyzZiviSge. thermophilushar@ngjSi nez laktokoky.
Str. thermophiluge totiz slaks proteolyticky, a proto pétbuje ve svém prasdi i volné
aminokyseliny. Aminokyselinové pozadavi8tr. thermophilugsou splgny vykonnosti
jeho biosyntetické kapacity a spolupraci s dalSimakterialnimi kmeny rostoucimi
v mléném progtedi jako jeLactobacillus delbrueckisubspbulgaricus Str. thermophilus
je pra¥ sLb. delbrueckiisubspbulgaricusve vzajemné symbiozéb. delbrueckiisubsp.
bulgaricusrozklada kasein natislusné peptidy a aminokyseliny, které pak ke svéistu
vyuziva Str. thermophilusStr. thermophiluzase tvéi kyselinu ml€énou a mraveti. Ky-
selina miéna snizi pH prostdi na optimum proast bakterieLb. delbrueckiisubspbul-

garicusa kyselina mraveti jeji rast stimuluje [6, 73, 74].
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Charakteristickymi vlastnostmétr. thermophilusjsou také tolerance k NaCl, citlivost
ke ZIi a omezena metabolicka diverzita. Dale na rozdilaitokoki obsahujeStr. ther-
mophilusmalo plazmid a pokud jsou plazmidy nalezeny, jsou malé a keigti( tj., maji

neznamou funkci) [2, 29].

1.4.2 Rod Pediococcus

Pediokoky pdily mezi prvni bakterie studované Louisem Pasteurdiky asociaci

s bakteriemi kazicimi pivo. Jedna se o grampoditifiakultativre anaerobni, katalazanega-
tivni koky uspgadané do dvojic, tetrad a shiukl etradové formace a sféricky tvar slouzily
jako klicové charakteristiky k jejich brzkému rozpoznanidiBkoky jsou homofermenta-
tivni a z glukozy produkuji DL-laktaRod Pediococcuszahrnuje pt druhi: Pediococcus
acidilactici, Pediococcusdamnosus Pediococcusdextranicus Pediococcusparvulus

aPediococcupentosaceufll, 28].

Pediokoky secasto nachazi v nizkych gech spoléné s laktobacily a leukonostoky
na rostlinnych materialech, na potravinach a také gkodliva agens v alkoholickych na-

pojich jako je pivo [11].

Pediokoky jsou dlezité startovaci bakterie vyuzivan#& pyrobé fermentovanych uzenin
v n¢kterych regionech. &které Siroce vyuzivané startovaci kmeny,in®ed. acidilactici
aPed. pentosaceusprodukuji bakteriociny. | kdyZz jsou pediokoky pdesany
za ekonomicky dlezité startovaci kultury, ne vSechny jejich ferta&ni drahy jsowisté.
Pediokoky pro skj rust vyzaduji zkvasitelné cukry. Spatrostou tyto bakterie v mléku,
protoze laktéza proénneni pohoto¥ vyuzitelna. Glukdzu za optimalnich podminek fer-
mentuji po Embden - Meyerhof - Parnasalvdze na laktat jako hlavni kafmg produkt.
Pyruvat mize byt gfeménén na dalSi konsé produkty jako jsou diacetyl a acetoin, ktery
je ¢asto produkovarPed. damnosuyszatimcoPed. pentosaceuprodukuje ekvimolarni

mnozZstvi laktatu a acetatu z pentoz [11].

Nékteré kmeny pediokak vykazuji extrémni odolnost k teptotpH a NaCl.Ped. acidi-
lactici roste pi 50 °C a je tepekodolny. Ped. damnosua Ped. parvulugsou odolné
ke kyselym podminkam a rostoki pizkych teplotach, obeérvsak vyZzaduji vice anaerob-
ni rastové podminky nez ostatni kmemed. pentosaceus Ped. acidilacticijsou blizce
piibuzné kmeny, které nemusi byt jasozliSitelné fenotypickymi charakteristikami, akSa
Ize je rozliSit DNA-DNA homologii [11].
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Ped. halophilugoste v pitomnosti 18 % NaCl. Tento druh byitgmisén do nového rodu
Tetragenococcysktery je vice fibuzny enterokokm a karnobakteriim neZ pediokok
a laktobaciim [11].

1.4.3 Rod Lactobacillus

Rod Lactobacillustvori grampozitivni, nesporulujici, fakultativranaerobni, katalazanega-
tivni ty¢inky. Jednd se o heterogenni skupinu (doloZeni a&dad obsahu G+C
s odlisSnymi druhy DNA, které kolisaji mezi 33 a% obsahuijici asi 135 drata 27 pod-
druhi, piicemz se jejich Kklasifikace neustéle upravuje dikyderaim genetickym meto-
dam. Kompletni genomova sekvence je vydana prokéestu rodu Lactotobacillus kam
pafti druhy: Lactobacillus acidophilusLactobacillus bulgaricusLactobacillus johnsonji
Lactobacillus sakeiLactobacillus salivariusa Lactobacillus plantarumLaktobacily hraji
velmi dalezitou roli @i vyrobé fermentovanych potravin zejména zeleniny, maseas#

fermentovanych mtgych vyrobki [11, 13].

Laktobacily mizeme nalézt na mistech s vysokym obsahem saéhaldde na mistech
jako jsou sliznini membrany lidi a zvat (dutina Ustni, sVvo), na rostlinach a materialech
rostlinného gvodu, v organickych hnojivech a syntetickych stagstieh jako jsou kanali-
zani splasky a fermentované nebo kazici se potraviagtobacily jsou vSudyftomné

v potraw a jsou nalézany v GITéd brzy po narozeni. U zdravych lidi jsou laktolaci
bézr¢ pritomné v dutig ustni, v kgelniku, tlustém $ew a jsou dominantnimi mikoorga-

nizmy ve vagia [13].

Klasické rozdleni laktobacii vhodné pro potravirfaké mikrobiology je zaloZzeno na je-
jich fermenté&nich charakteristikdch, jedné se o obligatomofermentativni, fakultativn
heterofermentativni a obligatrheterofermentativni laktobacily. &ité obligat& homo-
fermentativni, fakultativé heterofermentativni a oblig&tmeterofermentativni laktobacily
(nag. Lb. delbrueckiisubsp.bulgaricus Lb. acidophilu$ se vyuzivaji i vyrobé fermen-
tovanych potravin. Oproti tomuékteré obligatd heterofermentativni laktobacily (niap
Lb. brevis Lb. fructivoran$ bézné doprovazeji kazeni potravin. Obligatheterofermenta-
tivni laktobacily fermentuji hexdzy na kyselinu @iéu, octovou a C® Charakteristic-

kym znakem obligathheterofermentativnich bakterii je produkce plyrglukozy [11].
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SkupinalLb. caseizahrnujeLb. zeaelLb. casejLb. paracasealLb. rhamnosusPoslednii
jsou pouzivany jako probiotika u lidi i zat. AvSak historicky zahrnovala skupina
Lb. casei pouze jeden druh, ktery byl ragen do 5 poddruin Lb. caseisubspcasej Lb.
caseisubsp.alactosus Lb. caseisubsp.pseudoplantarumlLb. caseisubspitoleransalb.
caseisubsprhamnosusCollins a kol. pak navrhl reklasifikaci skupihy. caseia popsal
dva nové druhyLb. paracaseia Lb. rhamnosusBuns¢na stnaLb. rhamnosusobsahuje

rhamndzu a je to jeden z mala knigktery je schopen rhamnozu fermentovat [9, 11].

1.4.4 Rod Enterococcus

Enterokoky jsou grampozitivni, fakultati#¥ranaerobni, nesporulujici, katalaza a oxidaza
negativni koky vyskytujici se jednotliyv parech nebgetizcich. Optimalnitstova teplota
enterokok je 35 °C, avSak &Sina druli tohoto rodu roste v teplotnim rozmezi 10 —
45 °C. Tyto bakterie dokazast také v pitomnosti 6,5 % NaCl, pH 9,6 d&qZivaji zabev

60 °C po dobu 30 minut. &5ina enterokok hydrolyzuje eskulin vitomnosti 40% Zlu-
¢ovych soli [16, 18].

Kmeny enterokok jsou pouzivany jgdevsim ve vyzi zvirat. AvSak existuji také farma-
ceutické produkty obsahujici enterokoky jako prébie@ kultury pro lidskou Klinickou
lécbu [9].

Na rozdil od ostatnich bakterii mifé&ho kvaseni nejsou enterokoky povazovany za GRAS

a jejich detekce ve véde povazovana za indikator fekalniho &is&ni [18].
Enterococcus faecium a Enterococcus faecalis

Rod Enterococcugzahrnuje mnohoiznych druli, ale pouze dva z nich jsouldzité jako
probiotika: Enterococcus faeciurpouzivany jako probiotikum hlagnu zviat, ale také
u lidi, aEnterococcus faecaligrimarré pouzivané probiotikum u lidi. Tyto dva druhy jsou
od sebe snadno rozlisitelné fermeniareakci (arabin6za, sorbitol) @nou teplotoutstu
(nag. 50 °C). Kmenydchto dvou drufi jsou¢asto izolovany z klinického materialu. Mo-
hou v3ak také Zpsobovat nemoctini infekce u hospitalizovanych paciénbhroZzenych

poklesem imunity [9].
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Ent. faeciuma Ent. faecaligsou girozenou mikroflérou zazivaciho traktu lidi. Entieo&y
jsou také Bzr¢ izolovany z potravin, rostlin, vody aigy, Z'ejm¢ nésledkem roz&ni
z fekalnich zdraj a jejich girozenou odolnosti k né@nivym podminkamEnt. faecium

aEnt. faecaligsou &Zn¢ nalézany v mléku a syrovych produktech [18].

V nekterych gipadech jsou tyto enterokoky odolné proti antilkidtn nagiklad k ampili-
cinu a mohou ziskat dodateu rezistenci. Oba druhy mohouispbit grenosnou rezisten-
ci ke glykopeptidovym antibiotikn pouzivanym $ lécbé multirezistentnich enterokak
nag. vankomycin a teicoplanin. Jestlize se tyto kmstanou odolné Wi glykopeptido-
vym antibiotikim, infekce je nelételna. Glykopeptido¥ odolné enterokoky by neity byt
rozSkovany potravnimiettzcem v nemockinich kuchynich a dostat se tak k paaiemt

s ohroZenou imunitou [9, 15, 16, 17].

1.4.5 Rod Lactococcus

Laktokoky jsou grampozitivni, fakultati¢gnanaerobni, nepohyblivé koky. Jsou homofer-
mentativni a z glukézy produkuji vyhradi.(+) kyselinu mlénou. Rostou f 10 °C,
ale ne pi 45 °C. Pouzivani laktokdkjako startovacich kultur je roz8hé a ma v mléka
ském ptimyslu dlouhou tradici, diky jejich spolehlivoststabilitt. Genetické studie lakto-
kokua byly zangfeny na mlénou fermentaci, 8peni kaseinu, produkci diacetylu z citratu
a odolnost k bakteriofagovym Utirk. Laktokoky ziskavaji esenciélni aminokyseliny

pro rist hydrolyzou kaseinu, hlavniho proteinu v mlékul[2, 19, 20].

Rod Lactococcuszahrnuje 5 druln Lactococcusgarvieae Lactococcuspiscium Lacto-
coccusplantarum Lactococcusaffinolactis Lactococcudactis. Lactococcudactis je dale
rozcklen na poddruhytactococcusactis subsplactis, Lactococcugactis subspcremoris

a Lactococcusactis subsphordniae[2, 19, 20].

Rod LactococcustaktéZz obsahujeékolik malo obvyklych drub: Lactococcusgarvieae
izolovany z mastitid kra,actococcugpisciumz lososovitych rybl.actococcugplantarum

ze zmrazeného hraskl.actococcusaffinolactisze syrového miéka [11, 72].
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Lactococcus lactis

Poddruhylc. lactisjsou nejvyznamgjsi komekné vyuzivané bakterie mi@eho kvaseni.
Tyto bakterie jsou zria¢ prostudované z hlediska jejich biochemickych adigmickych
vlastnosti a jejich vlivu na potraviny. Tyto laktuky jsou &Zn¢ izolovany z rostlinného
materialu, ¥tSinou se vSak vyskytuji v migych vyrobcich. Kmeny, které jsou schopné
utilizovat citrat s produkci diacetylu, bylyiyodre klasifikovany jakoStreptococcusiace-
tylactis a nasled# jako Lc. lactis subsp.diacetylactis Kmeny Lc. lactis produkuji fadu
bakteriocirii, nejdilezit¢jSi z nich je lantibiotikum nizin. Nizin je relatie¢ Sirokospektry
bakteriocin @inny proti grampozitivnim bakteriim zahrnujicim ma@lostridium botuli-

numa jejich spory. Je povolendgigavat nizin do potravin ve vice nez 45 zemichl[H,

Lactococcus lactis subsp.lactis a Lactococcus lactis subsp.cremoris

Lc. lactissubsp.lactis a Lc. lactis subsp.cremorisjsou Siroce vyuzZivanyipvyrob¢ fer-
mentovanych mknych produkii. Oba kmeny rostou rychle v mléku a produkci kyseli
mlé&né snizuji pH pod 4,9.c. lactissubsp.lactis je schopnyst @i maximalni teplot

40 °C, snasi 4 % NaCl a pH 9,2. Roste v mléku 90 hetylenové maid a hydrolyzuje
arginin na amoniakLc. lactis subsp.cremorisneroste nad 38 °C a netoleruje 4% NaCl
[2, 11].
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2 BAKTERIOCINY BAKTERII MLE CNEHO KVASENI

Bakteriociny jsou ribozomatnsyntetizované antimikrobialni latky proteinové phy, kte-

ré jsou produkovanyskterymi bakteriemi jako inhibitory jinych baktebud’ v ramci stej-

nych drulii (Uzké spektrum dinku) nebo éznych druli (stedré Siroké spektrum dinku).

Mnoho bakterii mléného kvaSeni pouzivanych v potravsi®m péimyslu produkuje bak-

teriociny a jsou tedy bohatym zdrojegthto irodnich inhibitofi. Bakteriociny bakterii

mléného kvaSeni maji rozsahly potencial pouziti k ediza zlepSovani bezpesti
a kvality potravin [12, 21, 22, 23, 39].

Bakteriociny mohou byt tedy povazovany z@&qgreny ochranny systém, kterytge byt

zabudovan do potravnich systih jejich sebeochranproti kontaminaci a nebo nasledné

nezadouci mikroflte [21].

2.1 Bakteriociny vs. antibiotika

Bakteriociny jsoucasto v literatie mylre ozna&ovany jako antibiotika. To by mohlo

z pravniho hlediska omezit jejich pouziti v potrédch. V rkterych zemich je to rozhodu-

jici kritérium mezi bakteriociny a antibiotiky. Bagiociny, které jsou jagnodliSitelné

od klinickych antibiotik, mohou byt bezg® a &inné¢ pouzivané ke kontroldistu cilo-

vych patoget v potravinach [23].

Tab. 1. Bakteriociny vs. antibiotifa3, 25].

Charakteristika Bakteriociny Antibiotika

Aplikace potraviny medicina

Syntéza ribozomalni sekundarni metabolity
Aktivita uzkeé spektrum Siroké spektrum

Imunita hostitelské burky

Mechanizmus cilové buky

Odolnost nebo tolerance

Interak éni poZadavky

Mechanizmus pisobeni

Toxicita/vedlejSi (Einky

ano

obvykle adaptace ovliwjici
bunku

membranové slozeni

nekdy pokryti molekulami

vétSinou pérova formace, ale
v nékolika pripadech mozna
biosynéza buftné stny

nejsou znamy

ne

obvykle geneticky fenosny

rozhodujéaiitel ovliviujici
razné stranky zavisejici na
mechanizmu fisobeni

specificky cil

burgéna membrana nebo
intracelularni cile

ano
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2.2 Klasifikace bakteriocina bakterii mlééného kvaseni

Klasifikace bakteriocifh bakterii mléného kvaSeni byla provedena dle jejiéarorodosti
do skupin na zakladstruktury a mechanizmuapobeni. Zatimco &sSina klasifik&nich
systéni souhlasi se dvna hlavnimi tidami, a toitida | (lantibiotika) aifida Il (nemodifi-
kované peptidy), ¢které cleni navrhuji az & tiid [21, 24].

2.2.1 Trida | - Lantibiotika

Bakteriociny tidy | jsou malé (< 5 kDa) tepeirstabilni peptidy obvykle ozdavané ja-
ko lantibiotika, diky pitomnosti neobvyklych aminokyselin obsahujicichttiéonin (Lan)

a B-methyl-lanthionin (MeLan). Tyto neobvyklé sk®niny jsou tvéeny v dvoustujjovém
procesu. V prvnim kroku doch&zi k enzymatické dedigeti serinovych nebo threonino-
vych zbytki za vznikua,B-nenasycenych aminokyselin 2,3 - didehydroalaniDiua) nebo
2,3 - didehydrobutyrinu (Dhb). Ve druhém kroku sesledkem roz8peni dvojné vazby
v Dha nebo Dhb thiolovymi skupinami z nedalekyclsteynovych zbytk tvori Lan nebo
MeLan [21, 22, 23, 39].

Lantibiotika jsou dale rozdena do dvou potitd zaloZzenych na strukturalnich podobnos-
tech. Podtida la se sklada z kationaktivnich, prodlouzenygidrofobnich peptidl. Tyto
peptidy tvdi pory v cilovych membranach bakterialnich &um maji flexibilni strukturu
ve srovnani s potitlou Ib. Typickym¢lenem skupiny la je lantibiotikum nizin, dale pep5
a epidermin [21, 23].

Podtida Ib zahrnuje mensi, kompakjsi, globularni peptidy bil s negativnim nebaad-
nym nabojem. Aktivitadchto peptid je spojena s inhibici specifickych enzynbo pod-

tiéidy Ib pati nagiklad mersacidin, actagardin a cinnamycin aj. 3],

Vhodnost tohoto klasifikaniho systému byla zpochgbvana v dsledku zjiS&ni, Ze nizin
netvai pouze pory, ale také inhibuje syntézu peptidogiykvazanim prekurzodipida Il
do peptidoglykanu. Tudiz ma sp&he rysy s obma podtidami la i Ib peptid [21, 23].
Odrazem znéné iznorodosti mezi lantibiotiky bylo navrZzeni novéhadifika¢niho sché-
matu utvdejiciho 11 podskupin. Vytwené podskupiny jsou zaloZeny na uggi@ni ami-
nokyselinové sekvence nemodifikovanych struktucidrpeptidi. Tyto podtidy v kazdém
piipadt odrazi originalni pojmenovani lantibiotik, tj. mz epidermin, streptin, pep5, lacti-

cin 481, mersacidin, LtnA2, cytolysin, lacrocincinamycin a sublancin [21].
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2.2.2 Tridall

Bakteriociny tidy Il jsou nizkomolekularni (< 10 kDa) peptidy aethioninové povahy,
jsou tepeln stabilni a nepodstupuji rozsahlou post - tramlenodifikaci. Pat zde napi-
klad pediocin PA-1, sakaciny A a P, leukocin A,ezatin A [21, 22, 23, 27, 39].

Snaha subklasifikovatitiu 1l bakteriocir byla komplikovanatznorodosti jejich chemic-
kych a genetickych vlastnosti. Bytijat navrh Cottera a jeho koléga 4 podtidy (lla-d)
[21].

Podtida lla, peptidy podobné pedioam ¢i antilisterialni peptidy, je nejprozkoumgsi
skupinou. Rozsah délky u bakteriotipodtidy lla se pohybuje v rozmezi od 37 do 48
aminokyselinovych zbytk Tyto bakteriociny jsou kationaktivni v neutralnipi a jsou
zvlase silnymi inhibitory rodi Listeria. Podtida lla je charakterizovana zachovanou N-
koncovou sekvenci Tyr-Gly-Asn-Gly-Val (YGNGVXCxxxx®) a dwma cysteiny tvii-
cimi disulfidovy mistekv polovinée N-koncové oblasti. Bakteriociny pdty llb jsou ob-
vykle sloZzeny ze dvoutznych peptid. Aby byly tyto dvoupeptidové bakteriociny gin
acinné, potebuji @itomnost obou peptid Primarni aminokyselinové sekvence peptid
jsou odliSné. Resto je kazdy z nich kddovan vlastnimi sousedneniyaa je patbny pou-
ze jeden imunitni gen. Pdita llc (dive tida V) se sklada z cyklickych nemodifikova-
nych peptid a podtida Ild je tvdena z nepediocinovych linearnich pepti@l, 23, 27,
39].

2.2.3 Trida lll

Tridu 1l tvoii vysokomolekularni (> 30 kDa) a tepé&lnestabilni skupina bakteriodin
Z rodulLactobacillusa Bifidobacteriumjich bylo popsano jen velmi malo. Jsou stale malo
charakterizovany a zahrnuji rfafmelveticin J produkovanlactobacillus helveticug81,
helveticin V produkovanyLactobacillus acidophilusN2. VSechny sdili GUzké inhimi

spektrum a jsou antagonistické pouze k bliz¢eyznym drulim [23, 27, 39].

2.2.4 T¥ida IV
Trida IV obsahuje bakteriociny tiici velké komplexy s dalSimi makromolekulami jako
jsou lipidy ¢i sacharidy. Doposud vSak Zzadné takové bakterionilyyly purifikovany.

Kationaktivni a hydrofobni vlastnosti bakteriokimmoziuji tvorbu komplex s jinymi
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makromolekulami, coZ je hlavniidod vzniku bakterioci@i IV. téidy. Tento jev byl proka-
zan v gipact plantaricinu S. Nejprve byla potvrzena velka koaxpli molekula, kter4 byla
pozcji purifikovana jako maly peptid, avSak bylo poze#ano, Ze aktivita byla zachovana

i po rozloZeni komplexu [23, 39].

2.3 Mechanizmus pisobeni

Biologicky inek bakteriocifi nastava fes specifické receptory umisg na povrchu ci-
lové mikrobialni buky. Bakteriociny jsou silné toxinyasto velmi specifické a obvykle
produkované &em vystaveni &kterych bakteridlnich rad stresovym podminkam.
Po uvolréni do prostedi zmisobuji rychlou eliminaci neimunnich nebo neodolngciu-
sednich mikrobialnich bék. Usmrceni mikrobiélni hiky vlivem bakteriocih miZze na-
stat v disledku nevyvazené funkce cytoplazmatické membréawalyvaéni syntézy energie
a permeability), inhibici syntézy nukleovych kyselzdsahem do syntézy protieia zmne-
nou mechanizmu bétného genosu. Nicméhexistuji bakterialni rody, které mohou snést
burg¢nou lyzi diky vyvoji specifické imunity zprastdkované proteinem. Bakteriociny
jsou obyejné ucinné proti grampozitivnim bakteriim Uzcdilpuznym a také p#tim
do riznych rod [25].

2.4 Bakteriociny Streptococcus thermophilus

Bakteriociny kmefi Streptococcus thermophilueazyvané thermophiliny, jsou termosta-
bilni a &inné skrz Siroky rozsah hodnot pH, na rozdil odimiz ktery se nepouziva
v kyselych potravinach. Diky statusu GRAS @tn. thermophilugsou bezpéné i thermo-
philiny. PrestoZe bylo publikovano¢kolik bakteriocin produkujicich kmé&nStr. thermo-
philus bylo charakterizovano pouzeétpakteriociri: thermophilin 347 (jogurtové kmeny),
thermophilin A, thermophilin T (produkované kmengyru ,feta®) thermophilin 13 tr.
thermophilusSfil3) a novy thermophilin AdriaSgr. thermophilusAdria 91L 580). Ther-
mophilin 13 ma Siroké inhibni spektrum. Thermophilin Adria inhibufélostridium tyro-

butyricumizolované z tvrdého syru [29, 30, 39].
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2.4.1 Thermophilin 13

Thermophilin 13, dvouslozkovy bakteriocin, byl pe@iizolovan zestreptococcuthermo-
philus Sfi13. Thermophilin 13 ma Siroky rozsahspbeni. Bylo zji&no, Ze tento bakterio-
cin tvari pory v lipozoémech cytochromeiobsahujicich oxidazu. Tato aktivita byla pozoro-
vana pouze u lantibiotik. To ukazuje, Ze thermapHi3 nepatebuje pro aktivitu receptor
bilkovinné nebo lipidové povahy. Thermophilin 13sé#ddé ze dvou sloZek ozimwanych
ThmA a ThmB viz. Tab. 2. Gbzmiréné slozky jsou fwodné produkované leadrem
s dvojnasobnym obsahem glycinu a hotové peptidyalljs 62 (ThmA) a 43 (ThmB)
AMK zbytka. Samotna slozka ThmAuapobi wvici Str. thermophilus Clostridium botuli-
num Listeria monocytogenea Bacillus cereus AvSak &inek prvni slozky je 40x vySSi

v pripact pritomnosti ekvivalentniho mnozstvi slozky ThmB [38].

Tab. 2. Thermophilin 19].

Bakteriocin  Geneticka sekvence peptidl Produkéni Molekulova Potet
kmen hmotnost aminokyselin
(Da)

ThmA:
Thermophilin  YSGKDCLKDMGGYALAGAGSGALWGAPAGGVG  Str. thermophi- 5776 62
13 ALPGAFVGAHVGAIAGGFACMGGMIGNKFN lus Sfi13

ThmB:

QINWGSVVGHCIGGAIIGGAFSGGAAA 3910 43

GVGCLVGSGKAIINGL

2.5 Bakteriociny pediokoki

V¢étSina bakteriocifi produkovanych pediokoky, pediociy podobné pediocitm, maji
antilisterialni @inek. Zmirgné bakteriociny jsou termostabilni a spadaji dokwestniho
rozsahu od 2867 do 4685 Da. Pediocin AcH, produkgv@ediococcus acidilactici
je identicky k pediocinu PA-1 produkovanému kmereed acidilactici PAC-1. Pediocin
PA-1 je jeden z nejlépe prostudovanych bakterib@ne povazovan za dobrouinedni
ochrannou latku [24]. &né kmenyPed. acidilacticimohoudale tvdit bakteriociny Bac
HA-6111-2, Bac HA-5692-3, JD a SM-1 a pediocin MM®®&diocin 5 a pediocin SA-1.
Pediococcugpentosaceuprodukuje pediocin ST18 a pediocin A, pediocin N&R, 24,
32].
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Pt porovnani pediociin s nizinem, ktery je ziga¢ aplikovan v konzervaci potravin, avsak
jeho rozpustnost a stabilita vyznainklesa v neutralnim a zésaditém predt vyrobki
z masa, by mohly pediociny tento nedostatek nizimahradit, protoZze jsou stabilni

v Sirokém rozmezi hodnot pH 2 — 10 [12].
Pediocin A

Pediocin A byl poprvé rozpoznan Flemingem a kokojanhibicni faktor zodpowdny
za inhibici Lactobacillus plantarunve snmésnych kulturach. Nasledrbyly identifikovany

tiéi kmenyPed. pentosaceysFBB63, FBB-61, L-7230), které produkovaly podélsilko-
vinné inhibitory. Pediocin A byl stabilni po Zai na 100 °C po dobu 60 min a vystaveni
expanzivnimu baktericidnimu rozsahu, ktery zahrhawSinu grampozitivnich bakterii
mléného kvaSeni a patogen prendSenym potravinami. Snahy o purifikaci a charakte
zaci pediocinu A byly neagpné. Jeho Siroky rozsablidku je srovnatelny pouze s nizinem

a je navrzeno, Ze pediocin Aue bytélenem tidy lantibiotik[32].
Pediocin PA-1

Pediocin PA-1 (také nazyvan pediocin AcH) je 44 raokyselinovy bakteriocintidy Il
produkovany pedevsim kmeny rodBediococcusMa Siroké spektrumdinku a je zvlast
acinny proti patogennim mikroorganiZim v potravinach jako jeisteria monocytogenes
¢ehoz se vyuziva hlagnv mlékaském ptimyslu aClostridium botulinum které zfsobi
kazdy rok po celém gt mnoho umrti. Pediociny PA-1 jsou, jak jiz byeeno, produko-
vany pediokoky. Tyto mikroorganizmy jsou obvykleogpvany se zeleninovymi a maso-
vymi produkty, avSak proust v mléku a mlénych produktech jsou maloripptsobive.

Proto je produkce pediocinu PA-1 kmeny smého fivodu velmi Zzadouci [22, 56].

Pediocin PA-1 (AcH) mize byt produkovan kmeri§ed. acidilacticiH, E, F, M, PAC, 1.0,
HA-6111-2 a HA-5692-3. [12, 24, 32Biosyntéza pediocinu PA-1 obsahuje DNA frag-
ment giblizn¢ 3,5 kb a zahrnujétyii geny pedA, pedB, pedC a pedD [24, 59].

2.6 Bakteriociny enterokoki

Mnoho kmeri enterokoki, predevSimEnterococcus faecalia Enterococcus faeciunmi-
Ze produkovatiizné bakteriociny &inné proti patogeim prenaSenym potravinami jako je
Bacillus cereus Clostridium sp., Listeria monocytogenesebo Staphylococcusureus

Z tohoto divodu dostalo vyuZziti enterodinti enterocin produkujicich startovacich kultur
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pii fermentaci potravin specialni vyznam jako ocheamnetoda ke kontrole patogennich
bakterii. Riklady enterocifi: enterocin A, B, P, enterocin AS-48, enterocin &iterocin
L50A a L50B, enterocin 1071A a 1071B [33].

2.7 Bakteriocin Lactobacillus rhamnosus

Na zéaklad strukturnich vlastnosti (molekularni hmotnost, NI,— koncova sekvence)
by mohl byt rhamnosin A povazovan za bakteriotidytll [31]. Jedna se o tepelstabilni
bakteriocin, ktery je stravitelny proteolytickymmzymy gitomnymi v gastrointestinalnim
traktu. Ackoli vétSina bakteriocifi jsou fFirozere baktericidni nebo bakteriolytické, rham-
nosin A v pouZité koncentraci 0,1 mg-hhél bakteriostaticky &inek. Faktory, které mo-
hou ovlivnit mechanizmus tgobeni, zahrnuji davku a stuip@urifikace bakteriocinu,

rastovou fazi indikatorovych bwk a celkové experimentalni podminky [31].

2.8 Bakteriocin Lactobacillus casei

Lactocin 705 produkovany startovacimi kulturdrbi caseiCRL 705 pouzivanymi v mase
je &inny proti rékolika grampozitivnim bakteriim,cetné patogei prenaSenym potravi-

nami. Proto je lactocin 705 dobrym kandidatem kzmbyako grirozené ochranné latky

pii fermentaci masa. Jedna se o maly zakladni prokény obsahuje vysoky podil glyci-
novych zbytk a neobsahuje lanthioninové nebanetyllanthioninové zbytky [37]. Lacto-

cin 705 je sloZzen ze dvou peptiF050 a 70%P), piticemz kazdy z nich ma 33 aminokyseli-
novych zbytki [39].

2.9 Nizin

Bakteriocin nizin (skupina N inhibnich latek) byl objeven v Anglii Rogersem
a Whittierem v roce 1928. Nizin je produkovan kméwylactis subsplactis. Biosyntéza
tohoto bakteriocinu nastav&hem exponencialniistové faze a zcela kéindosazenim
stacionarni faze. Strukturd@se jedna o polypeptid slozeny ze 34 aminokys#lin< 3500
Da), ktery pedstavuje kationaktivni a hydrofobni vlastnostiziNipati do rodiny lantibio-
tik obsahujici lanthioninové a methyllanthioninosiéupiny. Navic mohou byt neobvyklé
aminokyseliny odpoddné za dlezité funkeni vlastnosti nizinu, napodolnost ke kyseli-
nam, termostabilitaip nizkém pH a specificky baktericidni mechanizmusgbeni [40,
41, 42).
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2.9.1 Varianty nizinu

Nizin existuje ve dvou variantach (A, Z), kterélgé v jediné aminokyseliv pozici 27.
U nizinu A se v dané pozici nachazi histidin azimi Z je to asparagin. Strukturalni mo-
difikace nizinu Z neméadinek na jeho antimikrobialni aktivitu, naopak musgytuje \&tSi
rozpustnost a difuzni vlastnosti ve srovnani sneimi A. To jsou vlastnostiutezité

pro aplikace v potravirtatvi [40].

2.9.2 Faktory ovliviiujici produkci nizinu

Produkce nizinu je ovliwna rekolika kultivacnimi faktory jako je produkni kmen, nu-
tricni sloZzeni média, pH, teplota, agitace a aerackimiafaktory pak jsou ndp substrat

a inhibice produktu, adsorpce nizinu na praghibouiky a enzymaticka degradace [40].

2.9.3 Mechanizmus antimikrobialniho pasobeni nizinu

Nizin je &inny baktericidnicinitel pasobici W¢i grampozitivnim bakteriim zahrnujicim
rody LactococcusStreptococcusStaphylococcysMicrococcus PediococcusLactobacil-
lus, Listeria a Mycobacterium Grampozitivni sponBacillus sp. aClostridium sp. jsou

k nizinu zvlask citlive. Na druhou stranu, mnoho grampozitivniekterii vykazuje odol-
nost k nizinu diky jejich schopnosti syntetizovazym nizinazu, ktery iize nizin inakti-
vovat. Nizin neni dinny proti gramnegativnim bakteriim, houbam aimr Gramnegativni
buiky jsou odolné diky obsahu lipopolysachéri(LPS) v bugcné séné, jejich vrgjsi
vrstva tak jsobi jako bariéra pro@innosti nizinu na cytoplazmatickou membranu [40,
42].

2.10Metody stanoveni produkce bakteriocini bakterii mlééného kvaseni

V souwasné dob jsou metody na deni aktivity bakteriocifi zaloZzeny na enzymatickych
a neenzymatickych postupech. Enzymatické metod§ieg@o na gfimém n&treni intracelu-
larnich enzym, které se uvaluji po lyzi buiky, kterd byla vystavenatiinku bakteriocinu.
Prestoze enzymatické metody poskytuji rychlé vyslegidgich presnost mze bytoslabena
kvalitou prepardt bakteriocimi kontaminovanych enzymy pouzitymiipanalyze, které
mohou davat fale&rpozitivni vysledky[70].
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Neenzymatické metody neboli trédi techniky jsou ,well-diffusion” (jamkova difuzni)
nebo ,disc diffusion* (diskova difuzni) metoda. Bakociny jsou pidavany do jamek
pevného kultivaniho média pedem nagkovaného indikatorovym kmenem nebo na steril-
ni papirové disky umighé na povrch fgdem natkované agarové plotny indikatorovym
kmenem. Ve ,spot - on lawn“ nebo ,spot” (vpichovagtod, jsou bakteriocinogenni bak-

terie zality nebo kultivovany na kultitaim agaru obsahujicim indikatorovy kmen [70].

Dale byla publikovana ,deferred” plotnova metodakiriocinogeni bakterie jsou inoku-
lovany v podob rovnécary na agarPoté se indikatorovy kmertkuje po celé ploSe agaru
piedem peklopeného na vko Petriho misky. Po kultivaci jsou sledovany zankibice
[70, 78].

Témito metodami Ize ziskat vysledky za 2 — 3 dnyiespost dchto postup muze byt
ovlivnéna subjektivnim rérenim inhibénich z6n nebo v denitedini, které tvéi pozoro-
vatelné zony kolem jamek nebo diskNavic ¢asova narénost €chto postup

a nedislednost mze chyby ve vysledcich j&stvysit [70].

Neenzymatické metody pouzivajici tekuta média &tsptometry nebo patani kolonii
indikatorovych kmed, taktéZz pedstavuji wita omezeni, kterd mohou vyznagnowvlivnit
piesnost vysledk nag. sedimentace bwh, interference barvy vzoika vztah mezi kon-
centraci bakteriocinu a jeho inhihi schopnosti. Tyto metody jsou v3ak cehefektiv-

n¢jSi a odstrauji problémy spojené s agarovymi difuznimi metodf#foi.

Nap‘iklad v praci dle Todorova a Dickse a praci Huaadal. byla uéena tvorba bakteri-
ocind merenim optické denzityip600 nm s pouzitim indikatorového kmehisteria mo-
nocytogene$4002. Supernatant zbaveny Bk@m upraveny na pH 6 bykidan k indikéto-
rové kultue v tekutém médiu, v blizké exponencialni fazi sled® inkubovan. U vzork
byla kazdou hodinu zaznamenavana opticka den#ité0® nm po dobu 24 hodin a byly
uréeny zivotaschopneé ity na plotnach. Kontrola byla provedena s inaktasoym bakte-
riocinem (20 minut $ 121 °C) [12, 24].
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3 POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE

Polymerazovaetézova reakce (PCR) byla koncipovana a vyvinuta n&gio osmdesa-
tych let 20. stoleti Kary Mullisem, kterému dikyria byla udlena v roce 1993 Nobelova
cena za chemii. PCR je metoda pro amplifikaci DN&kv&nciin vitro zahrnujici automa-
tizované cykly denaturace, annealingu a expreseopbtermocykleru. Technika dovoluje
citivou detekci a analyzu velmi malého mnozstvkleovych kyselin [35]. PCR se tak

TRy

aspektech tohoto oboru [34].

Jedna se o velice citlivou metodu, ktera se vyupigadetekci a identifikaci mikroorgani-
zmi. Princip PCR je znazogn na Obr. 2. Podstatou PCR je cyklicky se opakejizyma-
tické zmnoZzeni witého Useku nebo vice UgeNA ve snéru 5" - 3" za vyuZiti DNA —
polymerazy. Cilova sekvence je vymezerigpgenim dvou oligonukleotid (primert).
Primery jsou chemicky syntetizovany jako sekverteré jsou komplementarni ke speci-
fickym mistim na obouetézcich molekuly DNA. Poifidani DNA — polymerazy a nukleo-
tida probiha syntéza novych viaken na obou matricowvgttzcich protismirné. K syntéze
DNA se pouZzivaji termostabilni polymerazy, ty migi stabilni z toho @vodu, Ze na po-
¢atku cyklu dochazi k denaturaci DNA. DNA — polymardsou izolovany z termofilnich
bakterii, které Ziji v extrémnich podminkach, inafag DNA — polymeraza, ktera je na-
zvana podle bakteri#hermusaquaticus odolava teplotam,pnichz DNA denaturuje.
To umozuje, aby syntéza DNA probihala opako¥dormou cykli. Kazdy cyklus se skla-
da ze i krokd, béhem nichz probihajitit odliSné d@je s odliSnymi naroky na teplotu [35,
36, 47, 49].

V prvnim kroku dojde k denaturaci du@tEzcovych molekul DNA, toho je dosazeno zvy-
Senim teploty na 94 °C, zpravidla po dobu 1 — 5umiZde je dlezité, aby doslo
k denaturaci celé molekuly DNA. Kdyby se tak nastahohlo by dojit k velmi rychlé rena-
turaci celé molekuly, coZz by pak branilo v interie& primery [35, 36, 47, 49].

Ve druhém kroku dochazi Kipojeni primed (tzv. annealing primé&) k odclenymietz-
caim DNA (30 — 65 °C). Jedna se v podstat renaturaci, b které je smis ochlazena
na teplotu, ktera vyhovuje nasedani primeru nandaNA. Teplota, kterd je vhodna
pro tuto reakci zavisi na délce primeru a na zg&oujednotlivych pdr bazi [35, 36, 47,
49].
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Ve tetim kroku dochazi k syntéze novyid®zci DNA prostednictvim DNA - polyme-
razy (65 — 75 °C)¢ili k tzv. extenzitettzce DNA - polymerazou a tedy prodluZzovani na-
sedlych primak. Teoreticky dojde v kazdém kroku k dvojnasobnémmnazeni pitomné
matricové DNA a celka¥ k exponencialnimu néstu mnozstvi DNA. Optimalni get
cyklu je zavisly na vychozi koncentraci templatové DNAzpravidla se pohybuje
v rozmezi 20 - 35 cykl coz je pro ¥tSinu aplikaci dostatey paet. Reakce probihaji
v zdizeni nazyvaném termocykler, ¥mz se teplota #mi automaticky v naprogramova-
nych ¢asovych intervalech. Vyslednym produktem PCR jsopl&ony neboli Useky DNA
definované délky o velikosti obvykle desitky addesbp, analogické resttikim fragmen-
tam, jejichZ gitomnost se v rea@ki snesi prokazuje stanovenim jejich velikosti elektrofo-

rézou v agarézovem gelu [35, 36, 47, 49].

3.1 Dulezita zakladni fakta PCR

Kromeé molekuly DNA, kter& je kopirovana, musi byt v ré&aksnesi piitomny jest dalsSi
slozky nezbytné pro fibéh reakce [35, 47, 49].

Zakladni slozeni
Vzorek DNA:

Extrahovand DNA podléhajici PCR amplifikaci. PCRuze byt uskutéenéna
s purifikovanymi nebo surovymi vzorky. \Fipac surovych vzork vSak ntize byt &in-

nost PCR oslabena btimymi zbytky nebo kontaminovana extéakmi cinidly [35].
Pufr:

Pufr zajifuje optimalni podminky prainnost DNA - polymerazyHodnota pH 8,3
je za standardnich podminek udrzovana pouzitim -TH&CI pufru. Ri vySSich teplotach
pH klesa na 6,8, coZigniveé ovliviiuje spolehlivosiTag DNA polymerazy. DalSimi sloz-
kami mohou byt KCI a (NB,SO,. Stabilitu Tag DNA polymerdzy mohou podporovat
neionogenni detergenty a kav sérum albumin (BSA) [35, 47, 49].

Horecnaté kationty:

Horecnaté kationty (M§") jsou zékladni sloZkou, stabilizujici interakcezmprimerem,
templatovou DNA aTag DNA polymerazou. Mg jsou nutnym kofaktrorenTag DNA

polymerazy, tedyim vice hdecnatych ionti v reakci, tim je vykon polymerazyeéusi,
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avSak zarove je negativ ovlivnéna specifita nasedani prinierTudiz musi byt zvolen
vhodny kompromis [35, 47, 49].

Deoxyribonukleosid trifosfaty (ANTPS):

Deoxyribonukleosid trifosfaty jsou < 2°-deoxyadenosin 5’-trifosfat (dATP), 2'-
deoxycytidin 5°- trifosfat (dCTP), 2"-deoxyguanism-trifosfat (dGTP) a thymidin 5°-
trifosfat (TTP, ale uvathy jako dTTP). Tato sis slouzi jako zakladni stavebni jednotky
pro syntézu novéhiettzce DNA [35, 49].

Primery:

Primery vymezuji oblast kopirovani templatové DNAzn&uji se forward (srem tam)

a reverse (s#tem z@t) podle toho, jaky wuji smer syntézy nového viadkna. Jsou typické
v rozsahu délky 18 - 25 bazi a koncentrace od @, LM. Primery mohou byt ozrany
fluoresceknimi barvivy, které dovoluji detekci PCR ampliKofituorescetinich bazi [35,
47, 49].

Termostabilni DNA polymeréaza:

Pro syntézu DNA je pozadovan, jak jiz byi&eno, tepeld stabilni enzym jako jd@aq

DNA polymeraza extrahovana z bakteFlgermusaquaticus[35, 47, 49].
Dnase/Rnase- voln#ista voda:

Finalni PCR reatni objemy se @ni od 10 do 5@ a jsou upraveny na tento objerfida-

nim objemu sterilni destilované vody [35].
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3.2 Varianty a modifikace PCR

PCR je pouzivana v rozsahlé Skale variant, ktené jgraveny podle toho, zda je fsiita

amplifikovat templaty s nizkym @gtem kopii, prova& molekularni identifikaci nebo typi-

zaci organizm, detekovat sekveéni polymorfizmy nebo modifikovat sekvence nukleo-

vych kyselin. Tyto varianty se navzajem odliSujiupitim dalSich enzymatickych reakci

krom¢ amplifikaceTaq— polymerazou, pouzitim specifickych sekvenci jriimpodmin-
kami pro amplifikaci a zfisoby detekce PCR produkd 7].

Stanoveni polymorfizmu délky restrikénich fragmenti u produktda PCR
(PCR - RFLP)

Mnohonasobné (,multiplex*) PCR

Odstupiiovana PCR neboli PCR vyuZzivajici vijSich a vnitfnich primeri
(angl. Nested PCR)

PCR kolonii

Obracena neboli inverzni PCR (IPCR)

Modifikace konci DNA prostiednictvim 5°- kondi primer

Alelové specifickd PCR (AS — PCR)

Zp&na PCR (RT - PCR)

Rychla amplifikace konai cDNA (RACE)

Asymetricka PCR

Dideoxy — fingrprinting (ddF)

PCR s degenerovanymi oligonukleotidovymi primery (P — PCR)
Degenerovana PCR (D — PCR)

Insitu PCR

Amplifikace vnit ¥nich pirepisovanych mezernik (ITS — PCR)
Polymorfizmus délky jednoduchych repetitivnich sekenci (SSLP — PCR)

Nahodna PCR (AP — PCR) neboli nahodna amplifikace gdlymorfni DNA
(RAPD)
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* Interrepetitivni PCR (REP — PCR)

» Polymorfizmus délky amplifikovanych fragmenta (AFLP)

3.3 Frakcionace DNA pomoci agar6zové gelové elektrofarg

Pohyb molekul nukleovych kyselin je zafist pomoci elektroforézy. Gel je umist
v elekrickém poli mezi dtma elekrodami, a to kladmabitou a zapognnabitou. Elektro-
foretick& frakcionace DNAis gel je principielzaloZzena na tom, Ze DNA v téfmeut-
ralnim roztoku je negati¥nnabita. Proto bude DNA v elektrickém poli migrokatkladnée
elektrod (anoda). Rychlost migrace je h@pountrna logaritmu velikosti fragmentu.
Mensi fragmenty putuji gelem mnohem rychleji néSiv Pouzité elektrické n&p je ob-
vykle rovnongrné, pulzni pole jsou pouzivana pro speciakelyl Elektroforéza DNA
na agarézovém gelu je velmi vykonny postup prodi@kaci DNA fragment. Hlavni vy-
hody jsou jednoduchost a opakovatelnost. Je moyngrné rozliSeni sisi niznych DNA
fragmentovych velikosti az k hranici blizké 40 kbz je uteno koncentraci gelu a gradi-
entem elektrického né&p. Frakcionovana DNA iiZe byt v gelu vizuak detekovana pou-
Zitim barviva, které se vaze na DNA (hagtidiumbromid) [43, 49].

3.3.1 Etidiumbromid

Etidiumbromid (EtBr) je fluoresceéni barvivo, které se velmi intenziva specificky vaze
na mitochondrialni a chromozomalni DNA. Chemickikaira EtBr je znazogma na Obr.

3. EtBr svou plochou molekulou interkaluje mezigtié pary bazi v molekule DNA. Plo-
ché pary bazi jsou v dvouSroubovici DNA uiany nad sebou jako sloupec minci a in-
terakalace molekul fize byt gedstavena jako vsouvani dalSi ploché mince do jstéva
sloupce. Kromi barveni molekuly DNA riwe EtBr timto vsouvanim ovlivnitteni* gene-
tické informace f replikaci DNA a vyvolat tak nebez{eé posunové mutace v genetické

informaci, proto je nutné dodrzovat zakladni b&émnpstni pravidla [44, 45].
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Obr. 3. Etidiumbromid - chemické struktued, 45].

3.3.2 Postup pri agar6zové gelové elektroforéze

Agardzovy gel se ffpravuje nalitim roztoku agarozy do formy vhodnéikaesti. Dokud
je gel tekuty je umigh hitebinek blizko jednoho konce formyiréthinek se po utuhnuti
gelu vyjme a vytvti se tak jamky na aplikaci vzark Gel je nasledhumistn do horizon-
talni elektroforetické vany a je zalit pufrem. VepIDNA se aplikuji do jamek a nasleduje
piipojeni elektroforetické vany ke zdroji ndpa z&ne probihat gelova elektroforéza [43,
49].
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4 CILPRACE

Podstatou teoretické&asti byla obecna charakteristika bakterii ¢nho kvaSeni
se zanmdrenim na jednolivé studované kmeny a jejich bakéamypo Pozornost byladgnova-
na také rozéleni bakteriocif, mechanizmu {sobeni a jejich detekci plotnovymi meto-

dami a molekularni metodou PCR.

Cilem praktickésasti byla izolace bakterii migého kvaseni a jejich nasledna identifikace
z morfologického, fyziologického a biochemickéhceditka. Dale se prace zaifia
na praktické stanoveni bakteriotiizolovanych bakterii mi#iného kvaseni metodou PCR

a metodou réreni optické denzity.
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. PRAKTICKA CAST
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5 1ZOLACE A IDENTIFIKACE BMK, STANOVENIi PRODUKCE
BAKTERIOCIN U

5.1 Material

5.1.1 Shbirkové mikroorganizmy

Kmeny ziskané geské sbirky mlékakych mikroorganizrin (Czech Collection of Dairy
Microorganisms CCDM), VUM, Téabor:

» Lactococcus lactisubsplactis CCDM 414

e Lactococcus lactisubspcremoris CCDM 885

e Streptococcus thermophilus CCDM 7

» Streptococcus thermophilus CCDM 69

» Lactobacillus bulgaricus CCDM 66

e Pediococcusp. CCDM 396
» Pediococcus acidilactici CCDM 561
* Pediococcus acidilactici CCDM 567

Kmeny ziskané ze shirky Ustavu technologie a miktogie potravin, FT, UTB ve Zli

e Leuconostoc mesenteroidagspmesenteroides
Kmeny ziskané geské sbirky mikroorganizin(Czech Collection of Microorganisms
CCM), Brno:
» Listeria innocua CCM 4030
5.1.2 Vyizolované mikroorganizmy
Mikroorganizmy vyizolované ze zakysané smetany:
« Pediococcus pentosaceus 1
e Streptococcus thermophilus 2

+ Enterococcus faecalis 3
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Mikroorganizmy izolované z klobas:

Mikroorganizmy izolované z biojogurti:

Pediococcus pentosaceus
Pediococcus pentosaceus
Pediococcus pentosaceus
Pediococcus pentosaceus
Pediococcus pentosaceus
Enterococcus faecium

Pediococcus pentosaceus
Pediococcus pentosaceus
Pediococcus pentosaceus
Pediococcus pentosaceus
Pediococcus pentosaceus
Pediococcus pentosaceus

Pediococcus pentosaceus

Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus casei

Lactobacillus casei

Streptococcus thermophilus

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26
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e Streptococcus thermophilus 27
+ Enterococcus faecalis 28
* Enterococcus faecalis 29

5.1.3 Kultiva éni média a roztoky
Kultiva ¢ni média
Jednotlivé slozky pouzité v kultigaich médiich jsouiepaiteny na 1 litr destilované vo-

dy. Média byla ppravena rozpushim danych sloZek v destilované voa nasleda steri-

lovana i 121 °C po dobu 20 minut.

e M17 agar
39,2149 M17 broth (Oxoid Ltd., Anglie)
159 agar (Hi Media Laboratories Pvt. Ltd., Indie)
100 ml 10% glukézy (Lachema a.s., Brno, CZ)
52 ml 10% laktézy (Lachema a.s., Brno, CZ2)
« M17 bujén
39,21 ¢ M17 broth (Oxoid Ltd., Anglie)
100 ml 10% glukézy (Lachema a.s., Brno, CZ)
52 ml 10% laktézy (Lachema a.s., Brno, CZ2)
* MRS agar
67,15 g MRS broth (Hi Media Laboratories Pvt..|.tddie)
15¢g agar (Hi Media Laboratories Pvt. Ltd., &)di
* MRS bujén

67,159 MRS broth (Hi Media Laboratories Pvd.Lindie)
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 M17 agar + 2 % NaCl (4 %, 6,5 %)

39,2149 M17 broth (Oxoid Ltd., Anglie)

159 agar (Hi Media Laboratories Pvt. Ltd., Indie)

209 (40 g,659g) NaCl (Ing. Petr LukeS, UherskgdBrC2)

52 ml 10% laktézy (Lachema a.s., Brno, C2)
» Listeria Oxford Medium Base

55,5¢ Listeria Oxford Medium Base (Hi Media La&iaries Pvt. Ltd., Indie)
« OF-médium M-23 pro fermentaci cukrii’

39 masovy vytazek (Hi Media Laboratories Pvt..Lddie)

10g pepton (Hi Media Laboratories Pvt. Ltd., &)di

59 NacCl (Ing. Petr LukeS, Uhersky Brod, CZ)

19 bromkresolovéervai (Spolek pro chemickou a hutni vyrobu, CZ)

1lg bromtymolova mad Chemapol Ltd., Praha, C2)

39 agar (Hi Media Laboratories Pvt. Ltd., Indie)

1mi barvy na OF test

1-2 ¢ D-gluk6za (Lachema a.s., Brno, CZ)

*pH OF-média M-23 pro fermentaci cukbylo upraveno na 7,2

« Médium pro fermentaci cukri’

39 masovy vytazek (Hi Media Laboratories Pvt..Lddie)
10g pepton (Hi Media Laboratories Pvt. Ltd., &)di

59 NacCl (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod, CZ)

1ml barvy na OF test

*pH média na zkvaSovani cukbylo upraveno na 7,2.

1-2 g cukr: D-glukéza (Lachema a.s., Brno, CZ)hsagza (Lachema a.s., Brno, CZ), tre-
hal6za (Lachema a.s., Brno, CZ), rafin6za (Merlos.Nemecko), D-sorbitol (Merk s.r.o.,

Némecko).
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Roztoky
» Fyziologicky roztok

8,50 NacCl (Ing. Petr LukeS, Uhersky Brod, CZ)

Barvici roztoky

« Krystalova violet”
10g krystalova violé(Hi Media Laboratories Pvt. Ltd., Indie)
100 ml 96% etanol (Ing. Petr Luke§, Uhersky Bi©A)

*Dané slozky byly doplény 0,1% roztokemt&velanu amonného (Lachema a.s., Brno, CZ) do obfefua snis byla zfiltrovana.

e Lugoluav roztok

19 b (Lachema a.s., Brno, C2)
29 Kl (Lachema a.s., Brno, C2)
100 ml destilovana voda

« Karbolfuchsin”

0,19 fuchsin bazicky (Lachema a.s., Brno, CZ)
100 ml fenol (5% vodny roztok, Reactivul, Rumunsko
10 mi 96% etanol (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod) C

*Pted pouzitim byl roztok zfiltrovan.

« Barva na OF test

1lg bromtymolova mad Chemapol Ltd., Praha, CZ)
25 ml 0,1 M NaOH (ONEX s.r.0., RoZznov pod RadbogtCZ2)
475 ml destilovana voda

*Smeés byla uchovavéanaipd7 °C 1-2 dny v termostatu &kolikrat dené promichana. Po rozpust byla zfiltrovana.
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5.1.4 Cinidla pro zjisténi redukce dustnani
* Griessovocinidlo |

1 g kyseliny sulfanilové (Lachema a.s., Brno, C¥) tozpustén v 75 ml destilované vody

a 25 ml ledové kyseliny octové (Lachema a.s., BGW),
* Griessovoéinidlo Il

0,3 g 1-naftylaminu (Lach-Ner, Neratovice, CZ) bylovaeno v 70 ml destilované vody,
zfiltrovano a Kk filtratu bylo gidano 30 ml ledové kyseliny octové (Lachema a.snoB

C2).

5.1.5 Roztoky pro agar6ézovou gelovou elektroforézu

« TAE pufr (Tris - acetatovy pufr)

242 ¢ TRISMA - base (Sigma, USA)
100 ml 0,5 M EDTA (pH 8, Lach-Ner, Neratovice, CZ)
57,1 ml ledova kyselina octova (Lachema a.s., BGx)

*Jednotlivé slozky byly dopkmy destilovanou vodou do 1 | a roztok byl vystediran @i 121 °C 20 minut.

* Marker
180ul sterilni destilovana voda
50ul nanaseci pufr
20l DNA LADDER (100 bp, 1kb) (BioLabs, Anglie)

« Nanaseni pufr

10 mg bromfenolovd méqSERVA Electrophoresis GmbH ékhecko)
1,2 ml glycerol (PENTA, Ing. Petr Svec, Chrudinz)C

1,2ml 0,5M EDTA (LachNer, Neratovice, CZ)

600 ul 10% SDS (SERVA Electrophoresis GmbHsnecko)

*VSe bylo doplrgno do 10 ml destilovanou vodou.
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0,75¢

50 ml

5.1.6

1,5% agardzovy gel
agardza pro elektroforézu DNA (SeaKem, USA)
1x koncentrovany TAE pufr

Etidiumbromid (10 mg/ml, SERVA Electrophoresis GmbHriNecko)

Chemikalie a biochemické testy

Benzin (Ing. Jaromir Bacilek, CSc. — Dorapis, Bg)
Etanol (Ing. Petr LukeS, Uhersky Brod, CZ)

Chloroform (Ing. Petr LukeS, Uhersky Brod, CZ)

Imerzni olej (PENTA, Ing. Petr Svec, Praha, CZ)
Parafinovy olej (Pliva-Lachema Diagnostika s.rBrno, CZ)
Peroxid vodiku (Ing. Petr LukeS, Uhersky Brod, CZ)
Zinek praskovy (Lachema a.s., Brno, C2)

VP test (Pliva-Lachema Diagnostika s.r.o., Brno) CZ
STREPTOtest (Pliva-Lachema Diagnostika s.r.o., BE0)
Cinidlo pro HIP (Pliva-Lachema Diagnostika s.r.otng, CZ)
Cinidlo pro PHS (Pliva-Lachema Diagnostika s.r.an@ CZz)
Cinidlo pro VPT | (Pliva-Lachema Diagnostika s.r.Brno, C2)

Cinidlo pro VPT Il (Pliva-Lachema Diagnostika s.r.Brno, CZ)
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5.1.7 Komponenty pro PCR

dNTP snés

TagDNA polymeraza

Reakni pufr

MgClz

100 bp DNA Marker

1 kb DNA Marker

DNA primery

10 mM, PCR dNTP mix (Top-Bio s.r.o., Praha, CZ)

5000 U/ml (BioLabs, Anglie)

10x koncentrovany (Thermopol Buffer BOOQ8®Labs, Anglie)

10 mM (Top-Bio s.r.0., Praha, C2)

(BioLabs, Anglie)

(BioLabs, Anglie)

(Invitrogen, USA)

Tab. 3. Oligonukleotidy primérpouzitych k ufeni piitomnosti genu pro pediocin PA-1

Primery Koncentrace Sekvence nukleotid (5°-3") Reference
Pedpro 100uM CAAGATCGTTAACCAGTTT [59, 24]
Ped1041 100uM CCGTTGTTCCCATAGTCTAA [59, 24]

Tab. 4. Oligonukleotidy primémpouzitych k ufeni pitomnosti genu pro thermophilin

Primery Koncentrace Sekvence nukleotid (5-3") Reference
thmAf 0,24 uM TTCGACAGTTGAGGGTGGAT databaze NCB
thmAr 0,19uM CCATACATGCAAAGCCTCCT [79]

5.1.8 Pristroje a

* Autoklav 135 S, H+P VARIOKLAV- H+P Labortechnik A®lEmecko

pomicky

* Biohazard box EUROFLOW EF/S, Clean AIR, Holandsko

+ Termoblok Bio TDB-100, Biotech, Praha, CZ

» Centrifuga laboratorni — chlazena Z 300 K, HERMLEbortechnik, Nmecko

» Vortex Heidolph REAX top, Bmecko

* Denzitometr DENZI-LA-METER, EMO Brno, CZ
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* Fotoaparat PowerShot G6 Canon, Japonsko

+ Mikrovinna trouba Electrolux EMM 2005, Svédsko

* Inkubator mikrobiologicky Memmert, &necko

* Mikroskop laboratorni Motic BA200, Wedgwood AV LtdAnglie

* Mikropipety: Nichipet (Japonsko), Hirschmann Labenage (Nmecko), BioHit
(Fisher Scientific, Anglie), Eppendorf Reseach liEisScientific, Anglie)

» Termocycler DNA Engine, Biotech, Praha, CZ

« Predvazky KERN 440-47N (Max 2000 g, d = 0,1 g¥necko

* Termostat BT 120, Praha, CZ

« Transiluminator Biotech (dokumettd systém pro elektroforézu), Praha, CZ
e Zatizeni pro elektroforézu model B1A, OWL Separatigst&ms, Inc., USA

e Zdroj elektrického nafii pro elektroforézu Major Science MP-300N, Taiwan
» Trepaka LT2, Kavalier a.s., Votice, CZ

* Chladnika Elektrolux ERC 2521 (Elektrolux s.r.0., PrahZ)C

» Stomacher, Seward, Anglie

» Spektrofotometr Libra S4, Fisher Scientific, sgot.o0., CZ

* B¢Zné laboratorni a mikrobiologické vybaveni
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5.2 Metodika prace

5.2.1 lzolace bakterii ml&ného kvaseni

Z jednotlivych mlénych vyrobki zakysanych smetan a biojogultyl odebran 1 ml vzorku
a ten byl peveden do 9 ml sterilniho fyziologického roztokupipad: klobés bylo nava-
Zeno 5 g vzorku, ke kterym byld@gigano 45 ml sterilniho fyziologického roztoku. Nechfe
byly ziskané s@si homogenizovany pomoctiptroje Stomacher. Byla provedeteni
102, 10° 10* 10° a z kazdéhdedsni bylo inokulovano 0,1 ml na Zivna média M17
a MRS.

Takto nadkované misky byly kultivovany dle typu vyrobku wvngostatu p 30 °C
api 37 °C po dobu 48 hodin. Poté byly nah&dtybrany kolonie a izolovanyikovym

roztrem na pislusné @dy pro ziskanéistych kultur.

5.2.2 Identifikace BMK z morfologického, fyziologického abiochemického hlediska
Gramovo barveni

Kultura byla genesena na podlozni sklo a po zaschnuti byl prefieo&an trojim prota-
Zenim plamenem. Fixovany preparat byekyyt 1 minutu roztokem krystalové violeti.
Barvivo bylo smyto destilovanou vodou a prepardt gigvrstven 1 minutu Lugolovym
roztokem, ten byl slit a oplachnut destilovanou assedNasledovalo odbarveni etanolem,
oplachnuti destilovanou vodou a dobarveni 30 -@uisd karbolfuchsinem a 1 sekundu
oplachnuti destilovanou vodou. Na ususengmidgl kapnut imerzni olej a byl mikrosko-

povan za pouZiti imerzniho objektivid pvétSeni 16x100 [48, 49].

Dle Gramova barveni se rozliSujtyii skupiny organizri. Grampozitivni organizmy,
u nichZ se krystalova viateudrZi v bugéné sén¢, gramnegativni organizmy, které neudrzi
krystalovou viol&€ v bure¢né stng, gramlabilni organizmy, jejichz b&tna séna barvivo
neudrZi nebo jen velmi Sp&tra gramvariabilni organizmy, které barvi neroviom.
Grampozitivni mikroorganizmy jsou sledovany pod rogkopem jako tmav modré

a gramnegativni mikroorganizmy jakivove nebdervené [48].
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KOH test

Na podloZni sktiko byla kdpnuta kapka 3% KOH a sterilnicklbu v ni rozmichanaers-
tva kultura a bylo pozorovano zda dochazi k tabékei. Kdyz se dana kultura tahne, jedna
se 0 gramnegativni mikroorganizmus a kdyZ se net@una se o grampozitivni mikroor-

ganizmus.
Dikaz produkce katalazy

Hlavni vyznam enzymu katalaza s$p@ v rozkladu peroxidu vodiku, ktery je pro balder

toxicky. Katalaza rozklada 4, na vodu a kyslik [50, 51].

Na podlozni skiiko byl kapnut 3% peroxid vodiku a ¥m byla sterilni kiékou rozetena
cerstva kultura. V pozitivnimifpact kultura rozklada peroxid vodiku a uviaji se bub-
linky kysliku, jedna se o katalazapozitivni kmemygpaném gipad se jedna o katalaza-

negativni kmeny [50].
Redukce dusénania na dusitany
Bakterie mohou redukovat ddeany na dusitany enzymem nitratreduktazou [50].

Do vysterilizovanych zkumavek s 5 ml peptonové vagy pridan 1 ml sterilniho 0,1%
roztoku KNG a 1 ml tekutého média se z&aovanou kulturou. Zkumavky byly kultivova-
ny v termostatu i 37 °C 2 dny a nasledrdo nich bylo pidano v pondru 1:1 Griessovo
¢inidlo | a Griessova@inidlo Il v uvedeném piadi. Nasled#& byl pozorovan prbéh barev-

né reakce [52].

Pozitivni reakcegili redukce dusinani na dusitany, se projevi vznikefarveného zbarve-
ni média po pdani Griessovychkiinidel. V pripact negativni reakce (bez barevnécny),
se provede adeni této reakce, a taiganim zinku v praskové podébPraskovy zinek
piitomné dugsinany zredukuje na dusitany, coZz se projevi barewamtnou docervena
[50, 61].

OF test

Dvé zkumavky s OF médiem byly ndavany vpichem¢erstvymi kulturami a nésledn
jedna z &chto dvou zkumavek bylaigvrstvena parafinem. Zkumavky byly kultivovany
v termostatu p 37 °C 24 hodin.
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OF testem se stanovuje oxidd ferment&ni aktivita, tedy zda je kultura schopna utilizo-
vat dany cukr kvaSenim nebo jen Z&gmnosti vzduchu. Pozitivni reakce se projevézm
nou barvy média ze zelené na Zlutou, fijmgcE vznikem vzduchovych bublin a trhlin
v médiu. Neni - li cukr rokladan, médiuniistane beze zény ¢i zmodra, coz ukazuje
na alkalizaci pdy. Bakterie rozkladajici glukdzu aer@bmpisobi zeZloutnuti Zivnétgaly

od hladiny ke dnu zkumavky. Ve zkumavce s parafirn@aia barvu nezemi. Bakterie,
které zkvasuji glukdzu Zigobi zeZloutnuti joly v obou zkumavkach najednou. Bakterie,

které nerozkladaji glukézu v Zzadné zkumaviaeynezmini nebo ji alkalizuji [53].
Kvasna zkouska

Do média na fermentaci cukss pgidavkem glukézy byla umigta Durmanova plynovka
tak, aby se v ni nevytvita vzduchova bublina a nasledhyly tyto zkumavky vysterilova-
ny pii teplo 121 °C 20 minut. Po vychladnuti byly zkumavky &lkavanycerstvymi kul-
turami a kultivovany v termostatuiB0 °C a 37 °C 24 hodin. Po kultivaci byly zazname

nany barevné zémy média a tvorba plynu [54].

STREPTOtest 16(Souprava MIKRO-LA-TES? STREPTOtest 16 Pliva-Lachema Dia-

gnostika s.r.o., Brno, C2)

Z cerstvé 24 hodinové kultury ve fyziologickém roztokyla gipravena suspenze, jejiz
zékal odpovidal 3. stupni McFarlandovy zakalovépsice. Dale se postupovalo dle navo-
du piloZzeného k soupr& STREPTOtestu 16. Vyhodnoceni bylo réZrnprovedeno dle

priloZenych instrukci.

Voges-Proskauefiv test — VP test(Souprava MIKRO-LA-TEST STREPTOtest 16 Pli-

va-Lachema Diagnostika s.r.o., Brno, C2)

VP test je u¥en pro rychlou detekci produkce acetoinu pfelyimikrobiologické diagnos-
tiky. Do zkumavky s 1 ml suspenze o zakalu odpgidaau 3. stupni McFarlandovy zaka-
lové stupnice ze STREPTOtestu 16 byl vloZzen prod#ekestu. Naslednbyla zkumavka
2 hodiny inkubovéna v termostatii 87 °C po dobu 2 hodin. Po této dobyla odétena
reakce ve zkumavce a bylyigany 3 kapkycinidla pro VPT | acinidla VPT Il v tomto
poradi. Obsah zkumavky byl piepan a inkubovan dale 30 minut 7 °C a po uplynuti
této doby byla zhodnocena reakce.fippd pozitivni reakcegili tvorby acetoinu, vznika

cervené zbarveni, negativni reakce je bezb&radrné nattizowla.
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PYRA test (MIKRO-LA-TEST® Pyratest 16 Pliva-Lachema Diagnostika s.r.0., BE®),

Na navllitenou z6nu prouzku PYRA testu byla nanesena stddiklkiou 24 hodinova kul-
tura. Prouzek byl inkubovan 10 minut peplo laboratde a nasledhbyl zakapnutini-
dlem pro PYRA test. Po 1 - 2 minutach byla &idea barevné reakce. V pozitivniriga-

dé cervené zbarveni neld@rvenooranzoveé a v negativnifigad Zluté zbarveni.
Tolerance k NaCl

Na jednotlivé plotny s médiem M17 gigavkem 2 %, 4 % a 6,5 % NaCl byly gkovany
jednotlivé kultury mikrooganiziin Po naokovani byly plotny kultivovany v termostatu

pii 37 °C po dobu 24 hodin a po této ddiyl zhodnocen nést kultur na plotnach.

5.2.3 Identifikace BMK sekvenaci

Sekvenace byla provedena Statnim veterinarnim éistavPraze, laboratomolekularnich

metod.
Enzymova metoda sekvenovani DNA

Tato metoda je zaloZena na pouziti dideoxyriboragitk trifosfafi, tedy derival normal-
nich deoxyribonukleosidtrifosfé@tpostradajicich 3"- hydroxylovou skupinu. DNA, l&er
ma byt sekvenovana, je syntetizovamaitro ve snési, ktera obsahuje jedfezcové mo-
lekuly DNA, enzym DNA - polymerazu, dale &sn obsahuje kratky primer DNA,
ten umoiuje DNA - polymerdze z& replikaci a ¢tyfi deoxyribonukleosidtrifosfaty
(dATP, dCTP, sGTP, sTTP). Je - li do této reakicdgm dideoxyribonukleosidovy analog
jednoho z nukleoti, je tento analog zéerén do rostoucihaettzce DNA. V takovém
piipadt, vSak vietzci chybi 3'- hydroxylova skupina, coz bratippjeni dalSiho nukleo-
tidu a syntéza tohoto vliakna je ukena Pi pridani do reakce malého mnoZstvi dideo-
XyATP (ddATP), pak ddATP sotiti s nadbytkem normalniho deoxyATP a jdgZitostre
z&lenovan do rostoucihtettzce DNA. Produktem redki smési bude sadaiene dlou-
hych DNA, které budou komplementéarni k templatowdADa jejich poslednim nukleoti-
dem bude vzdy adenin [55].

U dvouvlaknové DNA ke stanoveni kompletni nukleotd sekvence je ndjde nutné
od sebe oddit obartetézce a jeden z nich pouzit pro sekvenovani jako k#&mye ctyrech
sekvenanich reakcich, které jsou afldné, se stejnym jedieiézcovym DNA — templa-

tem, jsou pouZzitytyii rizné dideoxyribonukleosidtrifosfaty, a to ddATP, dd; ddGTP
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a ddTTP. Vysledkem kazdé reakce je sada molekul Ditigyé kori na iznych mistech
puvodni sekvence a produkty vSe&tyi sekvendanich reakci jsou paraleinvedle sebe
elektroforeticky rozdleny v polyakrylamidovém gelu. Névnasyntetizované fragmenty
byvaji detekovany fluorescém nebo radioaktivéy, piicemz ozn&en mize byt bu’ primer
nebo jeden z deoxyribonukleosidtrifosfatv kazdém sloupci figdstavuji prouzky frag-
menty DNA, které ko vzdy stejnym druhem nukleotidu, aletznych pozicich fivodni
DNA. Smérem zdola nahoru pak Ize po porovnani vSech siowaist sekvenci nay
nasyntetizované DNA a tato sekvence je stejnajake 3" ietzec pivodni dvouvlaknové
DNA [55].

5.2.4 |zolace DNA fenol-chloroformovou extrakci

Pri této reakci dojde nejprve k rozruSeni Bemych sén kombinovanym fisobenim enzy-
mu lysozymu a detergentu SDS (dodecyl sulfat sodfigkany lyzat je promichan se &m
si fenolu a chloroformu. Chloroform denaturuje pmoy, rozpousti tuky a napomaha lep-
Simu oddleni fazi. Fenol srazi bilkoviny. Centrifugaci dojkl odaleni faze s rozpu&tou
DNA a mezifaze s denaturovanymi proteiny. Vyizolo&@DNA je nasledhvysraZzena eta-
nolem za nizké teploty a wippmnosti soli. Shromazdy precipitat nukleovych kyselin je
rozpusén ve vhodném roztoku a nezadouci typ nukleové kygale odstrani pusobenim

piislusné nukleazy [47, 49, 57].

Cerstva hust narostena kultura byla centrifugovana (10 000mdt/, 15 minut, 20 °C),
nasledg bylo provedeno promyti 2x destilovanou vodou. Ponpyti byl gidan lyzani
roztok se sachardzoucerstw pripraveny lysozym o koncentraci 50 mg/ml. Nasledaval
inkubace pes noc p 37 °C. Po inkubaci bylidan 20% SDS a mikrozkumavky byly zno-
vu inkubovany 30 minutip 55 °C. Nasled& byla @idana proteindza K a znovu petita
inkubace 1 hodinuip55 °C. Nasledovalo 2x srazeni fenolchloroformei@IZEM (snes
chloroformu : izoamylalkoholu),ipkterém doSlo k odleni fazi. Poté k horni fazi s DNA
byl pfidan etanol a octan sodny a srazeni probihalo &gbniz v mrazaku $ -30 °C.
Po inkubaci nasledovala centrifugadé 10 000 otékach, 30 minut H 4 °C, odstragni
supernatantu, vysuseni a rozgustv TE pufru [49, 57]. Timto Zisobem byla ziskana

DNA studovanych mikroorganizim se kterou se dale pracovalo.
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5.2.5 Diikaz produkce bakteriocini izolovanymi BMK metodou PCR
Detekce genu pro pediocin PA-1

Na zaklad dostupné literatury bylo testovano, zda vyizola&v&menyPed. pentosaceus
obsahuji gen pro pediocin PA-1 (AcH) [24, 58].

Byla ocekavana velikost DNA fragmentu totozného s pediemiPA-1, a to 1044 bp [59].

PCR reakéni smés k uréeni genu pro pediocin PA-1 u izolovanych kmahnPed. pento-

saceus (celkovy objem 2%ul):

Sterilni destilovana voda 17,5

dNTP mix (10mM) 1ul (0,4mM)

Primery (Pedpro+Ped1041) (1) 0,2ul + 0,2ul (0,8 uM + 0,8 uM)
MgCl, (10mM) 1,5ul (0,6mM)

Reakni pufr (10x koncentrovany) 2,8

Tag— polymeraza 1U

DNA 2l

PCR program [59]:
1.) 1 cyklus 94 °C, 1 min
2.) 35cykii: 94 °C, 1 min

50°C,30s
72 °C, 1Immi
3.) 1cyklus 72 °C, 5 min

Optimalizace metody

Z davodu negativnich vysledkbyla metoda optimalizovana ieakénim DNA (10x, 30x,
50x, 100x)¢i pridanim Gznych koncentraci Mggl(0,4 mM; 0,6 mM; 0,8 mM; 1 mM
al,2 mM).
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PCR produkty byly standardndetekovany agar6zovou gelovou elektroforézou
v 1,5% (w/v) gelu obarvenim etidiumbromidem [75El%byly dokumentovany digitalnim

fotoaparatem PowerShot G6 (Canon, Japonsko).

Detekce genu pro thermophilin 13 u izolovanych kmein Str. thermophilus

Pfitomnost genu pro thermophilin 13 byla u kraeBtr.thermophiluspotvrzena vyuzitim
komegné syntetizovanych primér(Invitrogen, USAthmAf/thmAr (Tab. 4). Primery byly
navrzeny pomoci programu Primer3 (http://frodo.vif.edu/primer3) na zaklgdsekvence
genuthmA pro Str. thermophilughermophilin 13 (GenBank: U93029.1, NCBI). Velikos
PCR produktu (179 bp) byla stanovena dle gégmoA (Streptococcus thermophiluker-
mophilin 13 operon) (NCBI databaze).

PCR reakéni smés ke stanoveni pitomnosti thermophilinu (celkovy objem 25qul):
Sterilni destilovana voda 17,5
dNTP mix (10mM) 1ul (0,4 mM)

Primery (thmA F + thmA R) (100M) 0,2ul + 0,2ul (0,8 uM + 0,8 uM)

MgCl, (10mM) 1,5ul (0,6 mM)
Reakni pufr (10x koncentrovany) 2,8

Tag-— polymeraza 0,1U

DNA 2 ul

PCR program:
1.) 1 cyklus 95 °C, 5 min
2.) 30 cykh: 95°C,30s

58 °C,30s
72°C,30s
3.) 1cyklus 72 °C, 5 min
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PCR produkty byly standardndetekovany agar6zovou gelovou elektroforézou
v 1,5% (w/v) gelu obarvenim etidiumbromidem [75El%byly dokumentovany digitalnim

fotoaparatem PowerShot G6 (Canon, Japonsko).

5.2.6 Stanoveni produkce bakteriociri izolovanymi BMK mérenim optické denzity

Z cerstw narostlych kultur kmein Ped. pentosaceusylo odstedno 10 ml supernatantu
pii 3000 ot&kach, 20 minut a 4 °C. Supernatant zbavenybuyl upraven 1 M NaOH

na pH 6. Supernatant bykigdn k 50 ml kutrury indikdtorového kmerésteria innocua
CCM 4030 v blizké exponencialni fazi (cca 3 hojliaynasled& takto gipravené vzorky
byly inkubovéany pi 37 °C a kazdé dvhodiny po dobu 24 hodin byla zaznamenavana op-
ticka denzita i 600 nm. Zivotaschopné bhky byly ureny na agarovych plotnach

s Listeria Oxford Medium Base. Bylo zvolekedsni 10* a 10°. Kontrola byla provedena

s kulturou indikatorového kmene beEdavku supernatantu [12, 24].
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 lzolace a identifikace BMK

Celkem bylo izolovano 29 nahoglmybranych kolonii ziskanych z vyrobkakysana sme-
tana, klobdsa a biojogurt. Izolované kolonie baktenlééného kvaSeni sty bilou

¢i mlécnou barvu s mkéné nakyslou vini, byly malé a vypouklé s hladkym okrajem a lesk-
lym povrchem. Pro asfeni kontroly byly aplikované metody prowny sowasré se sbir-

kovymi kmeny.

6.1.1 Charakteristika izolata z morfologického, fyziologického a biochemického
hlediska

Tvar bunék, Gramovo barveni, KOH test a dikaz produkce kataladzy

Z morfologického hlediska se u 29 izd@igednalo o koky a @inky, které byly pomoci
Gramova barveni geny jako grampozitivni. Biky mély pod mikroskopem tmavmodré
zbarveni a byly nepohyblivé. Modré zbarveni byikakzem, Ze z buiné stny nebyla
etalonem vyplavovana krystalova vitla vznikl komplex barvivo — jéd — slozky btimé
stny. Grampozitivita byla potvrzena KOH testem, ktég} vyhodnocen jako negativni.
BMK postradaji enzym katalazu, ktery by rozkladatqxid vodiku na vodu a kyslik, jsou
proto oznaovany za katalazanegativni mikrooganizmy [1, 24,3, 10, 48, 60, 72]. Také
u vSech izoléat bylo zjis€no, Ze neobsahuji zngimy enzym. Proto bylo z dosazenych vy-
sledki usuzovano, Ze izolované mikroorganizmy jsou bakterl&ného kvaseni. Vysled-

ky testi jsou uvedeny v Tab. 5 a 6.

Z celkového p&tu vyizolovanych kmein byly vylouceny ty, které davaly pozitivni reakci
na kataldzu, zidrodu, Ze se nejednalo o bakterie éného kvaSeni, ale pragpbdobr se

mohlo jednat o fislusniky roduMicrococcus které jsou katalazapozitivni [71].

Vzhledem k tomu, Ze obvyklymi sloZkami jogurtovdtley jsou Streptococcus thermophi-
lus a Lactobacillus delbrueckisubsp.bulgaricus,bylo predpokladano, Ze podle tvaru bu-
nék by se mohlo jednat o uvedené mikroorganizmy. aleygzané smetany byfgdpokladan
vyskyt mikroorganizmi zakladni (smetanove) kultury:actococcus lactissubsp.lactis,

Lactococcus lactissubsp. cremoris Leuconostoc mesenteroidesibsp. dextranicum
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alLeuconostoc mesenteroidesbsp.cremoris V pripact klobas pichazel v avahu i rod
Pediococcu$76, 77].

Tab. 5. Vysledky tesaplikovanych k identifikaci izoléat

Izolaty Test
Tvar bunék | Gramovo barveni KOH test Katalaza
1-16 koky + - -
17 - 25 tyinky + - ;
26 - 29 koky + - -

*+ pozitivni reakce ; - negativni reakce

Tab. 6. Vysledky tesprovedenych s kontrolnimi shirkovymi kmeny

Sbirkové Test

kmeny Tvar bunék | Gramovo barveni KOH test Katalaza

Lc. lactissubsp. koky + - -
lactisCCDM 414

Lc. lactissubsp. koky + - -
cremorisCCDM
885

Str. thermophilus koky + - -
CCDM 7

L. mesenteroides koky + - -
subspmesente-

roides

Lb. delbrueckii tycinky + - -
subsp. bulga-
ricus CCDM 66

*+ pozitivni reakce ; - negativni reakce
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Redukce dusénania na dusitany

Pri zjiStovani schopnosti mikroorganizimmedukovat dughnany na dusitany se pozitivni
reakce projevi z&nou zbarveni média ngervenou barvu poiani Griessovyckinidel.
Dale se provadi @¥eni negativni reakce, a téigdnim zinku v praskové podébPraskovy
zinek gitomné dusginany zredukuje na dusitany, coZ se projevi barewamaunou docer-
vena [61]. Je obeé&nzndmo, Ze bakterie ndéeho kvaSeni nemaji schopnost redukovat
dusiknany na dusitany [60]. Studované izolaty neredukodasicnany na dusitany (viz
Tab. 7),cimz byla potvrzenaipdchozi Gvaha, Ze vyizolované mikroorganizmy jsakid

rie ml&ného kvaseni.

Tab. 7. Vysledky zkousky redukce ¢hen: na dusitany

Izolaty a sbirkové kmeny Barevna reakce pro pidani | Barevna zména po
Griessovychéinidel pFidani Zn
1-16 Beze zndny Cervena
17 - 25 Beze zntny Cervena
26 - 29 Beze zndny Cervena
Lactococcus lactisubsplactis Beze zniny Cervena
CCDM 414
Lactococcus lactisubspcremoris Beze zniny Cervena
CCDM 885
Streptococcus thermophilus Beze zniny Cervena
CCDM 7
Leuconostoc mesenteroidasbsp. Beze zniny Cervena
mesenteroides
Lactobacillus bulgaricu€CDM 66 Beze zniny Cervena

Kvasnéa zkouska a OF test

K dikazu fermentace glukozy a produkce plynu byla pdema kvasna zkouska. VSechny
izolované mikroorganizmy glukézu fermentovaly, dv§dyn netvdily, viz Tab. 8. Pro-

dukce plynu byla zaznamenana pouze u shirkovéhaé&menesenteroidesubsp.mesen-
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teroides coz je typicky projev tohoto mikroorganizmu [6Zp vylowilo domrenku, Ze by

néktery z izolovanych kok mohl byt gislusnikem rodd.euconostoc

OF testem lze zjistit, zda se jedna o aerobni,lfatkun¢ anaerobnéi anaerobni mikroor-
ganizmus. U v8ech zkoumanych izalébslo k utilizaci cukru za vzniku kyselinyayodni
zelena barva média se &nila na Zlutou, jak ve zkumavce bez parafinu, ta& zkumavce

s parafinem. Tim bylo prokdzano, Ze izolované kuylisou fakultative anaerobni mikro-

o

organizmy, protoze dokazi utilizovat cukr jak aewotak anaerobh[53].

Tab. 8. Vysledky ziskané provedenim kvasné zkoudhat: a sbirkovych kmein

Izolaty a sbirkové kmeny

Zn¥na barvy média

Produkce plynu

1 Médium celé zezZloutlo -

2 Médium celé zezloutlo, v Durman®v -
plynovce beze zsmy barvy média

3-16 Médium celé zezZloutlo -

17 - 25 Médium celé zezZloutlo -

26 Médium celé zezloutlo, v Durman®v -
plynovce beze zsmy barvy média

27 Médium celé zezloutlo, v Durman®v -
plynovce beze zimy barvy média

28 Médium celé zezZloutlo -

29 Médium celé zezZloutlo -

Lactococcus lactisubsplactis
CCDM 414

Médium celé zezloutlo

Lactococcus lactisubspcremoris
CCDM 885

Médium celé zezZloutlo

Streptococcus thermophilus
CCDM 7

Médium celé zezloutlo, v Durman®v

plynovce beze zimy barvy média

Leuconostoc mesenteroidasbsp.

mesenteroides

Médium celé zezZloutlo

Lactobacillus bulgaricu€CDM 66

Médium celé zezloutlo
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Test na zkvaSovani cukda

Zmirénym testem byla zji®vana schopnost izotatfermentovat sacharézu, trehal6zu,
rafindzu a sorbitol, viz Tab. 9. Tyto cukry bylyaeny na zaklaglstudie Guessase a Kiha-
la [78].

Z porovnaniiiznych publikaci, které se ve vyhodnoceni zkvaSogéhia lisi, vyplyva, ze

zkvaSovani cukr je zavislé na daném kmenu [28, 63, 65, 66].

Izolaty 1, 4 — 8 a 10 - 16 byly diky jejich zkvasow glukdzy, trehaldzy, sacharézy, i kdyz
n¢které zdroje uvadi negativni zkvaSovani sachandi®agdem ukeny jako pediokoky [28,
63]. Pozdiji bylo toto stanoveni dokadzano sekvenaci, pomécigly dané izolaty weny

jako Pediococcupentosaceuf28, 63, 64].

Izolaty 17 - 25 z fedchozich charakteristik byly povazovany Zadstavitele rodilLacto-
bacillus ZkvaSovaly glukézu, rafindzu, sorbitol pozit&va trehal6zu negatien liSily se
ve fermentaci sachardzy [65]. Pefdoyly sekvenaci izolaty 17 - 23 identifikovanykja

Lactobacillusrhamnosus izolaty 24 a 25 jakbactobacillus casei

Izolaty 2, 26 a 27 zkvaSovaly glukézu a sachardzzitiyné a negativi trehalézu, rafino-
zu a sorbitol [66]. Tyto izolaty poskytovaly stejmgsledky jako sbirkovystr. thermophilus
CCDM 7, tak byly pedem ukeny jakoStr. thermophilus coz bylo pozéji potvrzeno sek-

venaci.

Izolaty 3, 9, 28 a 29 zkvaSovaly glukozu, sachard@ahaldzu, sorbitol pozitivha rafind-
Zu negativa [28, 66, 67]. Tyto izolaty davaly jiné reakce reddirkové kmeny laktokak
coz vyvratilo domanku, Ze se tiize jednat d_c. lactis subsplactis neboLc. lactis subsp.

MM

cremoris proto musely byt provedeny dalSi testy k blii&ntifikaci.

Vysledky mohly byt zkresleny zigodu mirné zrény tmaw zelené barvy fermentaiho

média na sétlejSi odstin po vyautoklavovani.
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Tab. 9. Vyhodnoceni zkvasovani cikr

Izolaty a sbirkové kmeny | glukdézal sachardza| trehaldza | rafindza | sorbitol
1 + + + - -
2 + + - - -
3 + + + - +
4-8 + + + - -
9 + + + - +
10-16 + + + - -
17 - 23 + - - + +
24 + + - + +
25 + + - + +
26 + + - R -
27 + + - - -
28 + + + - +
29 + + + - +
Lactococcus lactisubsplactis + + + + -
CCDM 414
Lactococcus lactisubspcremoris + - + - -
CCDM 885
Streptococcus thermophilus + + - - -
CCDM 7
Lactobacillus bulgaricu€CDM 66 + - + - -

*+ pozitivni reakce ; - negativni reakce
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STREPTOtest 16 a PYRA test

Souprava STREPTOtest 16 jetana pro rutinni identifikaci streptokidk Tento test byl
pouzit k oieni gedpokladanych streptokbla jako dopikovy test pro zbyvajici izolaty.
Souasti STREPTOtestu 16 byl i VP test, ktery j&emr na rychlou detekci produkce aceto-
inu [61]. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 10.

Identifikace vybranych izolatbyla provedena pomoci diagnostického seznamu que s
pravu STREPTOtest 16 a zardvpomoci identifikéniho programu TNW. Zmimym
pocitatovym programem byly izolaty 2, 26 a 27 vyhodnocgkp Streptococcuscidomi-
nimus Tim byla prokazanaipdchozi Gvaha, Ze se jedna o RideptococcusOstatni dru-
hy mikroorganizni dany pd@itacovy program hodnotil jako neidentifikovateldenepilis
typické, tak z daného testu byly hodnoceny vyslgékyrekterych tesi nag. reakce LAP
testu (test na leucin aminopeptidazu), déle koatmaakce cukr, které byly pouZzity
pii testu na zkvaSovani cuka VP test. Z VP testu na produkci acetoinu, uaitta, 9, 28
a 29 by se dalo usuzovat, Ze se jedna o enterokotiioZe davaly pozitivni reakci, zatim-
co kmeny laktokok jsou na acetoin negativni, coz by potvrdilo‘@égichozi uteni z testu
na zkvaSovani culir Ze se nejedna o laktokoky [65]. Izolaty 1, 4 & 80 - 16 byly také
negativni na produkci acetoinu, coz ukazovalo iglghozi doménku, Ze se rive jednat

o rodPediococcu$65].
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Tab. 10. Vyhodnoceni STREPTOtestu 16 provedenéyioranych izolat
CTE | |2 % B 3 |p g & 8 F 8 %2 |8 |2
1 - - - + - - - + - - - + - - - + +
2 - - - + - - - - + - - - + - - - -
3 + + - + - - + + - + + + - - - - +
4-8 | - - - + - - - + - - - + - - - + +
9 + - - + - - + + - + + + - - - - +
10-16 | - - - + - - - + - - - + - - - + +
26 - - - + - - - - + - - - + - - - -
27 | - - - + - - - - + - - - + - - - -
28 + + - + - - + + - + + + - - - - +
29 | + + - + - - + + - + + + - - - - +

*+ pozitivni reakce ; - negativni reakce
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Izolované mikroorganizmy byly blize identifikovanydle navodu filoZzeného
ke STREPTOtestu 16 a PYRAtestu (Tab. 1d¢rvené zbarveni ztiapozitivni reakci
PYRAtestu a Zluté zbarveni naopak reakci negatiefvené zbarveni bylo pozorovano
uizolat 3, 9, 28 a 29 a sbirkovych laktokokU zbyvajicich izolovanych kméndoSlo

k negativnimu Zlutému zbarveni. Rbdctobacillusje dle filozeného navodu ke STREP-
TOtestu 16 pouze PYR negativni. Rd8llyeptococcus Pediococcugsou PYR negativni
a LAP pozitivni. Zatimco rodEnterococcusalLactococcuge PYR i LAP pozitivni [28].
Tento test potvrdil fedchozi identifikaci streptokdk | kdyZz PYRAtest blize nerozliSil
laktokoky a enterokoky, ale vzhledem #w#jSimu vyloweni laktokoki, ukazovala pozi-

tivni reakce spiSe na enterokoky.

Tab. 11. Vyhodnoceni PYRA testu

Izolaty a sbirkové kmeny Barevna znina PYRA testu

1 -

2 -

3 +

29

Lactococcus lactisubsplactis CCDM 414

Lactococcus lactisubspcremorisCCDM 885

Streptococcus thermophil@CDM 7 -

Lactobacillus bulgaricu€CDM 66 -

*+ pozitivni reakce ; - negativni reakce



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 64

Tolerance k NaCl

Vysledky testu tolerance k NaCl jsou uvedeny v Thb.a 13. Streptokoky jsou citlivé
na @itomnost jiz 2 % NaCl, cozZ potvrzuje spravnost idfikace v gipadt izolath 2, 26
a 27 jako pra¥ streptokoki [65, 66]. Lc. lactis subsp.lactis snasi 4 % NaCl, zatimco
Lc. lactis subsp.cremorissnasi nejvice 2 % NacCl [2, 11, 65, 66, 68 ]. Aveakerokoky
a pediokoky dokaziust v gritomnosti i 6,5 % NaCl [16, 18, 66, 68, 69]. Dlekanych
vysledki, byla tedy vyvracena dominka, Ze by se vifpact izolati 3, 9, 28 a 29 mohlo
jednat o laktokoky. Nejednalo se ani o pediokolghai dané izolaty se liSily ve fermenta-

ci sorbitolu a ve vysledcich PYRAtestu.

Izolaty 17 — 25 rostly pouze wippmnosti 2 % NaCl, 2ehoz vyplyva, Ze by se mohlo jed-
nat o laktobacily, nejen diky tvaru biky ale i gedchozi fermentaci cuki{65, 68]. AvSak

i v pripact tolerance k NaCl se publikace lisi v zavislostidamém kmenu [65, 68].

Tab. 12. Vysledky testu tolerance k NaCl

Obsah NaCl Izolaty

vmeédiv TS T3 T 4-8] 9| 10-18 17-2% 2p 27] 28 29
2 % NacCl + - + + + + + - - + +
4 % NaCl + - + + + + - - - + +
6,5 % NacCl + - + + + + - - - + +

%+ rast kmene f dané koncentraci NaClI; - inhibicéstu kmene danou koncentraci NaClI

Tab. 13. Vysledky testu tolerance k NaCl

Shirkové kmeny
Obsah NaCl | Lactococcus lactis | Lactococcus lactis|  Streptococcus Lactobacillus bulga-
v médiu subsplactis CCDM subspcremoris thermophilus ricus CCDM 66
414 CCDM 885 CCDM 7
2 % NacCl + + - +
4 % NaCl + - - i
6,5 % NaCl - - - -

%+ rast kmene fi dané koncentraci NaCl; - inhibicéstu kmene danou koncentraci NaCl
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6.2

Identifikace BMK sekvenaci

Sekvenace hyla realizovana Statnim veterinarniravéast v Praze, laboratomolekular-

nich metod z poskytnuté izolované DNA jednotlivymikroorganiznii. Vysledky sekve-

nace jsou uvedeny v Tab. 15. a 16. Byla proveddeatifikace vSech 29 izolovanych bak-

terii ml&ného kvaseni na zakkagrimert pro 16S rRNA. Sumarizace vysladje uvedena
v Tab 14.

Tab. 14. Souhrn identifikace mikroorganizsekvenaci

Pocet izolata

identifikace

13

Pediococcus pentosaceus

Lactobacillus rhamnosus

Streptococcus thermophilus

Enterococcus faecalis

Lactobacillus casei

RN W W N

Enterococcus faecium

Tab. 15. Vysledky sekvenace (1)

BLAST
C. Vysledek Sed| Genbank | Total Query E N Average
| Identities | Gaps | seq cove-
acc. no. score | coverage| value rage
1 | Pediococcus 556 | AB481102.1 | 1022 | 100% 0.0 5536?,57 1/557 2
pentosaceus ‘ ( 0)
Streptococcus 510/510
2 | thermophilus 510 | DQ911624.1 | 942 100% 0.0 (100%) 0/510 2
Enterococcus 538/539
3 | faecalis 539 | ABS07170.1 | 992 100% 0.0 | “990) 0/539 2
4 | Pediococcus 555 | AB481102.1| 1022 99% 0.0 553(/)2/53 0/553 2
pentosaceus : ( 0)
5 | Pediococcus 554 | AB4g1102.1| 1022 99% 0.0 553(/)2/53 0/553 2
pentosaceus : ( 0)
6 | Pediococcus 551 | AB481102.1 | 1018 | 100% 0.0 Sfééffl 0/551 2
pentosaceus ‘ ( 0)
7 | Pediococcus 556 | AB481102.1 | 1022 | 100% 0.0 559%/557 1/551 2
pentosaceus ‘ (99%)
g | Pediococcus 555 | AB481102.1 | 1022 99% 0.0 553(/)2/53 0/553 2
pentosaceus ‘ ( 0)
9 | Enterococcus 536 | pu722747.1 | 990 100% 0.0 536/?,36 0/536 2
faecium ' (100%)
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Tab. 16. Vysledky sekvenace (2)
BLAST
C. Vysledek Sed| Genbank | Total Query E Average
| Identities | Gaps | seq cove-
acc. no. score | coverage| value rage
10 | Pediococous | 554 | apagrnops | 1022 | 9% | 00| [t oS3 2
11 Ejﬁ{gggggﬂi 556 | AB4g1102.1 | 1022 |  100% 0.0 ?fgé‘r;z; 1/557 2
12 Ejﬁ{gggggﬂi 556 | AB4g1102.1 | 1022 |  100% 0.0 ?fgé‘r;z; 1/557 2
13 | Pediococous | 552 | agagiaop | 1018 | 9% | 00| [yt oSt 2
14 | Pediococous | 554 | apagraop | 1022 | 9% | 00 | [t oS3 2
15 Ejﬁ{gggggﬂi 556 | AB4g1102.1 | 1022 |  100% 0.0 ?fgé‘r;z; 1/557 2
16 | Pedococous | 555 | apagiaops | 1022 | 9% | 00| [ oS3 2
17 | Lactobacillus 546 | Apo11548.1 | 1009 | 100% | 0.0 ?fgé?,/‘:)e 0/546 2
rhamnosus
18 | Lactobacillus 541 | Apo11548.1 | 1000 | 100% | 0.0 ?féé?,/‘:)l 0/541 2
rhamnosus
19 | Lactobacillus 546 | Apo11548.1 | 1005 | 100% | 0.0 5&%’%6 0/546 2
rhamnosus
20 | Lactobacillus 543 | Apo11548.1 | 1003 | 100% | 0.0 5(1')39’;33 0/543 2
rhamnosus
21 | Lactobacillus 546 | AP011548.1 | 1009 | 100% 0.0 546/{:46 0/546 5
rhamnosus (100%)
Lactobacillus 463/465
22 | thamnosus 465 | AP011548.1 | g52 100% 0.0 (99%) 0/465 2
23 | Lactobacillus 438 | Em179323.1 | 809 | 100% | 0.0 ‘(‘fgéﬂff 0438 | 2
rhamnosus 0
24 | Lactobacillus casei | 193 | GU299083.1 | 357 100% E-95 %51386102)3 0/193 1
Lactobacillus casei GU299083.1 0 TE- 319/320
25 320 588 100% | oo (99%) 0/320 1
Streptococcus 528/528
26 | thermophilus 528 | DQ911624.1 | 976 100% 0.0 (100%) 0/528 2
Streptococcus 527/527
27 | thermophilus 527 | DQ911624.1| 974 100% 0.0 (100%) 0/527 2
Enterococcus 533/536
28 | faecalis 536 | AB507170.1 | 979 100% 0.0 (99%) 0/536 2
29 | Enterococcus 539 | AB507170.1 | gg2 100% 00 | 538539 | y5ag 5
faecalis ' (99%)
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6.3 lzolace DNA fenol — chloroformovou extrakci

Fenol-chloroformovou extrakci byla ziskdna DNA aliwanych a sbirkovych mikroorga-
nizma, ktera byla dale pouzita k detekci gegpro bakteriociny metodou PCRiif®@mnost

DNA byla owtena elektroforézou, kterd prokazala pozitivni wisleviz Obr. 4 a 5.

She diamame6. 7 8,9 10 11 12413, 14 ;15 16
— T — |

g i - RS _ e f—

P TR - bt el

Obr. 4. 1zolace DNA fenol-chloroformovou extrakci

M...... 1 kb DNA Marker

1....... Pediococcus pentosaceus 1
2....... Streptococcus thermophilus 2
T Pediococcus pentosaceus 4
4....... Pediococcus pentosaceus 5
5....... Pediococcus pentosaceus 6
6....... Pediococcus pentosaceus 7
Too.... Pediococcus pentosaceus 8
8....... Pediococcus pentosaceus 10
9....... Pediococcus pentosaceus 11

10...... Pediococcus pentosaceus 12
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11...... Pediococcus pentosaceus
12...... Pediococcus pentosaceus
13...... Pediococcus pentosaceus
14...... Pediococcus pentosaceus
15...... Streptococcus thermophilus

16...... Streptococcus thermophilus

Pediccoccus sp. Pediococous
a<idilactici
CODM 561

CCDM 396

13

14

15

16

26

27

Ped lococous
acidilactici M

CLDM 567

Obr. 5. Izolace DNA fenol-chloroformovou extrakci

Pediococcusp. CCDM 369...............
Pediococcus acidilacticdcCDM 561.......

Pediococcus acidilactidCCDM 567.......

M...... 1 kb DNA Marker

sbhirkovy kmen
sbirkovy kmen

sbirkovy kmen



UTB ve Zling, Fakulta technologicka 69

6.4 Detekce geii pro bakteriociny u izolovanych BMK metodou PCR

K detekci ged pro specifické bakteriociny metodou PCR byly vyty&meny Strepto-

coccugthermophilusa Pediococcus pentosaceus

6.4.1 Detekce genu pro thermophilin 13 u kmei Streptococcus thermophilus

K ovéreni itomnosti genu pro thermophilin 13 byly pouzity lmeané kmenyStr. ther-
mophilus2, Str. thermophilus26 a Str. thermophilus27. Jako kontrola slouzil sbirkovy
kmen Str. thermophilusCCDM 69, u kterého byl jizidve detekovan gen pro thermophilin
13.

PCR produkty o fedpokladané velikosti 179 Hypyly zaznamenany u jednoho z izolova-
nych kmeid, a toStr. thermophilu26. U dalSich dvou izolatStr. thermophilug2; 27)
nebyla zjiS¢na gitomnost genu pro thermophilin 13. U zrigch izolafi by bylo zaji-
mavé studovat ffjpadnou pitomnost gefi pro jiné typy thermophilinu, jako n#glad
thermophilin 347, thermophilin A, thermophilin Th@thermophilin Adria [29].

1517 bp

1000 bp
500 bp

200 bp 179 bp

100 bp

Obr. 6. Amplifikace sekvence genu pro thermophiin
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M...... 100 bp DNA Marker

1...... Streptococcus thermophil@&CDM 69

2....... Streptococcus thermophilug6
3. Streptococcus thermophilug
4....... Streptococcus thermophilug7

6.4.2 Detekce genu pro bakteriocin PA-1 u kmet Pediococcus pentosaceus

V praci Swetwiwathana a kol. [58] byl z tradiho thajského fermentovaného kniho
masa (tzv. mum) izolovan kmen M13 et mezi bakterie mihého kvaseni, ktery byl
uréen jako bakteriocin produkujici kmen. Tento kmehdaje studovan z hlediska identi-
fikace kmeri vyuZitim 16S rDNA sekvence, a také vyuzitim mikesitt APl 50 CH. Déle
byla studovana identifikace bakteriotiprodukovanych danym kmenem, a to pomoci
aminokyselinové sekvence a PCR amplifikace DNAmrigickymi primery pro geny koé-
dujici dané bakteriociny. Na zaktachikroskopie byly uteny grampozitivni koky, shluku-
jici se do tetrad a pomoci rychlého mikrotestu B@ICH byly identifikovany jakdPedi-
ococcus pentosacelse 100% prawpodobnosti. Tato identifikace byla také potvrzena

i kompletni DNA sekveni analyzou, ktera byla také 100% totozna.

Molekularni hmotnost purifikovanych bakteriogibyla kolem 4 627 Da, tato hmotnost je
identicka k pediocinu AcH nebo PA-1, které jsou dukovany tznymi kmenyPedi-
ococcusacidilactici. Potvrzeni bylo provedeno sekvenovanim PCR amplikgenu kdédu-
jiciho tyto bakteriociny s pediocinem PA-1. Ge&i®pecifické primery ukazovaly 100%

totoznost sekvenci k pediocinu PA-1 [58].

Tedy na zaklagl dostupné literatury bylo zkoumano, zda sbirkovéekypPediococcusp.
CCDM 396, Pediococcus acidilacticCCDM 561, Pediococcus acidilacticCCDM 567
a izolované kmenyediococcus pentosacels Pediococcus pentosaceds— 8 aPedi-
ococcus pentosaced$ - 16obsahuji gen pro bakteriocin PA-1 [24, 58]. Bylypity spe-
cifické primery pro pediocin PA-1 Pedpro a Ped 1@4hyly gedpoklddany amplikony
totozné k pediocinu PA-1 o velikosti 1 044 bp [59].
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Ani u jednoho ze shirkovych kménPediococcussp. 396, Pediococcus acidilactici
CCDM 561,Pediococcus acidilactiocCCDM 567 a izolovanych kmérPediococcus pen-
tosaceusebyl zaznamenartekavany amplikon o velikosti 1 044 bp. Proto bytavede-
na optimalizace metodyiijolavkem #iznych koncentraci Mggldo PCR reakni snesi.
Tato optimalizace ajt ukazala negativni vysledek. Naslédyla provedena optimalizace
raiznych mnozstvi DNA, protoZe vysoka koncentrace Dé¢AmiZze podilet na negativnim
vysledku [47]. Ani tento zjsobieSeni neved| k pozitivnimu vysledku. Bylo tedy ussu
no, Ze nami testované kmeny nemaji gen pro bakiari®A-1. V budoucnu by tedy bylo
zajimavé zabyvat se detekci georo jiné pediociny (nap pediocin ST 18, pediocin A
¢i pediocin N5P) u studovanych izald®ediococcus pentosaceli, 24, 32].

Ve studii Todorova a Dickse byl zaznamenan ampligodobny genu pro pediocin PA-1
v pripad® provedeni metody PCR s genomovou DNA izolovand®ed pentosaceus
ST44AM a s primery navrzenymi dle genu pro pedideil (Pedpro a Ped 1041). Sekve-
novani PCR produktu prokazalo vysokou homologiésegn pro pediocin PA-1. Dale byla
provedena metoda PCR s upravenou DNA (zbavenowmplay izolovanou z téhoz kmene
Ped. pentosaceu8T44AM s primery uvedenymi vySe. V tomttigac nebyl ziskan zadny
PCR produkt, stefnjako v této diplomové praci. Prace Todorova a Beckedy poukazala
na to, Zze gen pro pediocin sejmé nachazi na plazmidu [24]. Z toho vyplyva, Ze izelo

né kmeny pediokaknejspiSe neobsahovaly plazmidy kédujici gen pcigoen PA-1.

Pro zjis¢ni, zda by mohly izolované kmemed. pentosaceysodukovat jiné bakteriociny
nez PA-1, byla provedena metoda stanoveni prododktriociri métenim optické denzi-

ty, viz kapitola 6.5.

6.5 Stanoveni produkce bakteriocini izolovanymi BMK méienim op-

tické denzity

Metoda byla provedena s izolovanymi kmePgd. pentosaceus urceni, zda jsou dané
kmeny schopny produkovat pediociny. Jako indikatgriomen byla pouzitd.isteria inno-
cua CCM 4030, protoze pediociny maji antilisterialndinek, ktery je charakteristicky
pro bakteriocinyifidy Il [24]. V pouZité metoé byla sledovana optick& denzitéd FO0 nm
a paty L. innocuapo dobu 24 h.
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Opticka denzita klesla jiz paridani upraveného supernatantu bakteriocinu ke kauitdi-
katorového kmenuisteria innocuaCCM 4030 (Tab. 16). Nasledopticka denzita vzork
s pridavkem bakteriocinu klesala kazdédwdiny az po dobu 8 hodin. Zatimco opticka
denzita samotného indikatoroveého kmene, tedy kbnitro vzorku,rostla. Meieni bylo
z ¢asovych dvoda po 8 hodinachigruseno a vzorky byly inkubovanygs noc p 37 °C.
DalSi n&tfeni bylo provedeno po 20, 22 a 24 hodinach, kdg bglopak pozorovano zvyse-
ni optické denzity u vzoiks gridavkem bakteriocinu. To mohlo byt prapddreé zpiso-

beno oslabeniri Uplnym zastavenim inhitmni schopnosti bakteriocinu.

Vyrazny Ubytek Zivotaschopnych bikn(z 1,9.18 CFU/mI na 9,5.10CFU/ml viz Tab. 17)
ve vzorcich sfidanym bakteriocinem nastal gidyfech hodinach inkubace, kdyinek
pusobeni bakteriocinu byl nejtsi. Poté v nasledujicich dvouhodinovyasovych interva-
lech inkubace doSlo k émvnému vziistu zZivotaschopnych bgk na miskach, coz ukazu-
je, Ze w&inek bakteriocinu byl pouze bakteriostaticky. Opmtudii Todorova a Dickse,
kteri uvedli, Ze po 15 hodinach vippmnosti bakteriocinu ST44AM, produkovaného kme-
nemPed pentosaceu§T44AM, nebyly pozorovany zadné Zivotaschopngkipundikato-
rového kmeneListeria innocua2030C. Zéehoz plyne, Ze dinek bakteriocinu ST44AM
byl bakteriocidni [24].

Opticka denzita a @ty ziskané pro indikadtorovy kmen kontrolniho vzorke kEhem

24 hodin kultivace vyznamngmeliSily.
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Tab. 17. Vysledky éreni optické denzity a CFU/ml
BMK 13 Cas 0 Cas 1 Cas 2 Cas 3 Cas 4 Cas 5 Cas 6 Cas 7
Pediococcus pridavek supernal  Po 2 hodinach | Po 4 hodinach | Po 6 hodinach | Po 8 hodinach | Po 20 hodinach| Po 22 hodinach| Po 24 hodinach
pentosaceus tantu inkubace pi inkubace pi inkubace pi inkubace pi inkubace pi inkubace pi inkubace pi
37°C 37°C 37 °C 37°C 37°C 37 °C 37°C
ODego | CFU/MI | ODyo | CFU/MI| ODyo | CFU/MI| ODyo [ CFU/MI| ODyo [ CFU/MI| ODyo | CFUMI| ODyo | CFUMI| OBy | CFU/MI
1 0,804| 1,3.10| 0,708 | 1,1.18| 0,423 9,9.10| 0,375 1,5.10| 0,305 | 4,3.10| 1,246 | 2,6.10| 1,049 | 1,3.1H[ 0,963 [ 9,4. 10
4 0,987 | 2,6.10| 0,851 | 1,3.18| 0,517 | 1,3.16] 0,403 | 1,9.10| 0,361 | 5,6.10| 1,021 | 2,0.1H| 0,989 | 9,8.106[ 0,971 [ 9,3.10
5 1,013 3,0.19| 0,893 | 1,5.1b] 0,488 | 1,5.10( 0,385 2,0.10[ 0,294 [ 4,8.106] 0,997 | 1,9.1d] 0,984 | 9,1.106 0,937 | 7,6.10
6 1,069 | 3,1.19| 0,975 | 1,7.1b] 0,605 | 1,2.10( 0,507 | 2,0.10[ 0,456 | 6,3.10] 0,924 | 1,5.1d| 0,836 | 8,7.10( 0,837 | 6,2.10
7 0,932 1,8.10| 0,874 1,4.18| 0,449 1,0.106] 0,384 | 1,7.10| 0,333 | 4,6.10| 0,982 | 1,7.1H| 0,974 | 8,3.10( 0,874 [ 5,3.10
8 0,743| 1,1.10| 0,639 | 1,0.18| 0,524 | 9,8.10| 0,462 | 1,3.10| 0,412 | 5,8.10] 0,755 | 1,2.1H| 0,698 | 7,9.106( 0,609 | 6,9.10
10 0,918 1,6.10| 0,861 | 1,2.1b| 0,426 | 9,5.10| 0,337 | 1,0.10[ 0,296 | 4,5.106( 0,823 1,5.1b| 0,819 | 8,8.10| 0,792 | 6,1.10
11 0,951 1,9.70| 0,806 | 1,3.1b]| 0,431 | 1,1.106( 0,365 1,4.10[ 0,249 | 4,4.10] 0,838 | 1,5.1b| 0,824 | 8,6.10( 0,813 [ 5,9.10
12 0,923 1,7.10| 0,885 | 1,5.1b| 0,476 | 1,0.10( 0,368 | 1,4.10[ 0,335 4,7.106] 0,907 | 1,8.1d]| 0,911 | 9,3.106[ 0,869 | 8,7.10
13 0,977 2,0.10| 0,816 | 9,0.10] 0,546 | 1,8.10( 0,439 | 2,3.106[ 0,393 | 59.106{ 0,898 | 1,5.1%| 0,885 | 9,1.10 0,873 | 8,1.10
14 1,103| 3,2.10[ 0,913 | 1,2.16[ 0,515 1,1.16| 0,476 | 1,5.10| 0,357 | 5,5.10[ 1,113 | 3,3.18[ 1,057 1,1.16[ 0,983 [ 8,9.10
15 1,138 3,3.10[ 0,905 | 1,1.16[ 0,461 1,0.106] 0,357 | 1,2.10| 0,321 | 4,6.10| 0,845| 1,5.18[ 0,821 8,9.16( 0,810 7,2.10
16 1,002 3,0.10[ 0,742 | 2,5.10[ 0,508 | 1,2.16] 0,417 | 2,1.10] 0,351 | 5,3.10| 0,984 | 1,6.1H[ 0,976 [ 9,4.106( 0,895 8,9.10
Pramgr: - 1,9.16 - 1,1.18 - 9,5.16 - 1,3.10 - 4,1 .10 - 1,5.16 - 7,6.10 - 6,1.10
Kontrola, bez| 0,164 0,8.10[ 0,714 | 1,2.18] 1,021 | 1,6.18| 1,207 | 1,9.18| 1,357 | 2,3.1B| 1,232| 1,7.1®| 0,908 | 1,4.1H[ 0,884 | 1,2. 10
supermatanty
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ZAVER
Cilem této prace hyla izolace a identifikace baktatééného kvaSeni a nasledné stanoveni

bakteriociri metodou PCR a &enim optické denzity.

Bylo izolovano celkem 29 kménbakterii mléného kvaSeni ze zakysané smetany, biojo-

gurta a klobas.

Izolované kmeny byly podroberadé morfologickych, fyziologickych a biochemickych
testi. Tyto testy vedly k blizSimu @eni danych mikroorganizim Ze ziskanych vysledk
byly predkEzné urceny rodyLactobacillus Pediococcusa Enterococcusa druhStrepto-
coccusthermophilus Presna identifikace mikroorganiZitbyla provedena sekvenaci, kte-
rou provedla laboratomolekularnich metod Statniho veterinarniho Ustafaze. Stano-
veno bylo 29 kmein z nichz 13 byldPediococcus pentosaceusLactobacillus rhamno-
sus 2 Lactobacillus casei3 kmeny bylyStreptococcushermophilus 3 Enterococcus fae-

calisa 1 kmerEnterococcus faecium

Pfitomnost genu pro thermophilin 13 bylaéeena metodou PCR u izolovanych knien
Streptococcus thermophiluZe ti izolovanych kmef Str. thermophilusobsahoval gen

pro thermophilin 13 pouze kmétr. thermophilu26.

Vysledky detekce génpro pediocin PA-1 u kménpediokoki metodou PCR byly negativ-
ni i po provedenych optimalizacich. Proto bylo maeno stanoveni produkce bakteridcin
meienim optické denzity. 1zolované kmemgdiococcus pentosaceps méreni optické

denzity projevovaly inhildni (¢inek wi¢i Listeria innocuaCCM 4030 po dobu 8 hodin.

Tato diplomova prace demonstrovala vyuZziiznych fenotypovych, ale i genotypovych

metod pi identifikaci bakterii mléného kvaseni a jejich bakteriogin

Bakterie mléného kvaSeni jsou namé na éistové podminky a jejich identifikace a dife-
renciace je po#rné obtizna. Fenotypové metody jsou rd® nacas, jejich vysledky jsou
nékdy nejednoznané a musi byt provederfada test k blizsi identifikaci. Naproti tomu
jsou sice genotypové metody firta naranéjsi, avSak jsou rychlejSi a vysledky jsou sro-

zumitelrgjsi.

Porovnanim vyuziti metody PCR a metodyiemi optické denzity na stanoveni produkce

bakteriociri 1ze konstatovat, Zze vyhoda metody PCRegpve vysoké specifinosti, citli-
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vosti, moznosti standardizovanéhtisfrojového vybaveni s minimalnim mnoZstviri p
vodniho vzorku DNA.

Ackoliv je princip PCR velmi jednoduchy, praxe maekifoduchostéasto daleko vzhle-
dem k mnoha vzajendrspolupisobicim faktoitm ovlivaujicim finalni vysledek. Zpravidla
je nutno konkrétni hodnoty jednotlivych paranmietag. koncentrace ot teplotni rezim
atd. empiricky vyzkouSet. Biteni optické denzity je cendwefektivreSi, ale naréngjsi
na praci a fesnost vysledkmaze byt vyznamé ovlivnéna sedimentaci bk, interferenci
barvy vzorku a vztahem mezi koncentraci bakterio@neho inhibini schopnostiProto

k ziskani spolehlivych vysledike vhodné kombinovat zminé metody.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

BMK Bakterie ml€ného kvaseni

PCR Polymerase Chain Reaction (Polymerazeiaova reakce)
GIT Gastro-intestinalni trakt
Lan Lanthionin

MeLan f-methyllanthionin

Dha 2,3-didehydroalanin

Dhb 2,3-didehydrobutyrin

PCR Polymerazovietizova reakce

dNTP  deoxyribonukleosid trifosfat

BSA Howzi sérum albumin

LPS Lipopolysacharidy

ATP Adenozintrifosfat

ODgoo  Opticka denzitaip 600 nm

GRAS ,Generally Recognized As Safe" (VSeobpovaZzovane za bezfred)
VP test Voges — Proskaugv test

OF test Oxidan¢ - fermenténi test

LAP Leucin aminopeptidaza

EtBr Etidiumbromid

CCDM Czech Collection of Dairy Microorganisms
CCM Czech Collection of Microorganisms

FT Fakulta technologicka

uTB Univerzita TomasSe Bati

TAE Tris — acetatovy pufr

SDS Dodecyl sulfat sodny
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HIP

PHS

GLR

ESL

ARG

URE

MAN

SOR

TRE

LAC

RAF

INU

MLB

RIB

Hippurat
Fosfataza
B - Glukuronidaza
Eskulin
Arginin
Ureaza
Manitol
Sorbitol
Trehal6za
Laktoza
Raffindza
Inulin
Melibiéza

Rib6za
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