Genotypizace bakteriocint u potravinarsky
vyznamnych bakterii

Monika Bohackova

Bakalarska prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2024 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka
Ustav inzenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi

Akademicky rok: 2023/2024

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno a piijmeni: ~ Monika Bohdckova

Osobni Cislo: T22869

Studijni program: B0721A210002 Technologie a hodnoceni potravin

Specializace: Potravinarské biotechnologie a aplikovana mikrobiologie

Forma studia: Prezencni

Téma préce: Genotypizace bakteriocinii u potravinaisky vyznamnych bakterii
Zasady pro vypracovani

|.Teoreticka cast

(harakterizace a déleni bakteriocini.

Metody stanoveni produkee bakteriocind pomoci kvalitativni PCR.
Aplikace bakteriocindi v potravinarstvi.

I1.Prakticka Cast

Mikrobiologicky rozbor a izolace bakterii z potravin.

Skrining produkce bakteriocinii pomoci PCR se specifickymi primery.
Vyhodnoceni vysledki a formulace zavérd prace.



Forma zpracovéani bakalaiské prace: tisténa/elektronicka

Seznam doporucené literatury:

ARBULU, Sara, Juan J. JIMENEZ, Loreto GUTIFZ, Cristina CAMPANERQ, Rosa DEL CAMPO, Luis M. CINTAS, Carmen HERRANZ
a Pablo E. HERNANDEZ. Evaluation of bacteriocinogenic activity, safety traits and biotechnological potential of fecal lactic
acid bacteria (LAB), isolated from Griffon Vultures (Gyps fulvus subsp. fulvus). BMC Microbiofogy. 2016, 16(1). ISSN 1471-
-2180. Dostupné z: doi:10.1186/512866-016-0840-2

PERALES-ADAN, Jests, Susana RUBINO, Manuel MARTINEZ-BUENO, Eva VALDIVIA, Manuel MONTALBAN-LOPEZ, Rubén
CEBRIAN a Mercedes MAQUEDA. LAB Bacteriocins Controlling the Food Isolated (Drug-Resistant) Staphylococdi. Frontiers
in Micrabiology. 2018, 9. 155N 1664-302X. Dostupné z: doi:10.3389/fmicb.2018.01143

RAHMDEL, Samane, Seyed Shahram SHEKARFOROUSH, Saeid HOSSEINZADEH, Sandra TORRIANI a Veronica GATTO. An-
timicrobial spectrum activity of bacteriocinogenic Staphylococcus strains isolated from goat and sheep milk. Journal of
Dairy Science. 2019, 102(4), 2928-2940. 155N 00220302 Dostupné z: doi:10.3168/jds.2018-15414

Vedouci bakalarské prace: Ing. Pavel Pleva, Ph.D.
Ustav inzenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi

Datum zaddni bakalafské prace: 2. ledna 2024
Termin odevzdani bakalaiské prace: 17. kvétna 2024

LS.

prof. Ing. Roman Cermak, Ph.D. Ing. Jaroslav Filip, Ph.D.
dékan reditel Gstavu

Ve Zliné dne 6. Unora 2024



PROHLASENI AUTORKY
BAKALARSKE PRACE

Beru na védomi, zZe:

bakalarska prace bude ulozena v elektronické podob¢ v univerzitnim informacnim
systému a dostupnd k nahlédnuti;

na moji bakalafskou praci se pln€ vztahuje zakon ¢. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o
pravech souvisejicich s pravem autorskym a o zmeéné nékterych zakont (autorsky
zakon) ve znéni pozd¢jsich pravnich predpist, zejm. § 35 odst. 3;

podle § 60 odst. 1 autorského zdkona ma Univerzita Tomase Bati ve Zlin¢ pravo na
uzavteni licen¢ni smlouvy o uziti §kolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského zakona;

podle § 60 odst. 2 a 3 autorského zakona mohu uzit své dilo — bakalatskou praci nebo
poskytnout licenci k jejimu vyuziti jen s pfedchozim pisemnym souhlasem Univerzity
Tomase Bati ve Zling, ktera je opravnéna v takovém piipad¢ ode mne pozadovat priméfeny
piispévek na thradu nakladu, které byly Univerzitou Tomase Bati ve Zliné na vytvofeni
dila vynaloZeny (az do jejich skute¢né vyse);

pokud bylo k vypracovani bakalafské prace vyuzito softwaru poskytnutého Univerzitou
Tomase Bati ve Zlin€ nebo jinymi subjekty pouze ke studijnim a vyzkumnym ucelim (tj.
k nekomer¢nimu vyuziti), nelze vysledky bakalatské prace vyuzit ke komerénim uceltim;
pokud je vystupem bakalaiské prace jakykoliv softwarovy produkt, povazuji se za

soucast prace rovnéz i zdrojové kody, popt. soubory, ze kterych se projekt sklada.
Neodevzdani této soucasti mize byt diivodem k neobhajeni prace.

Prohlasuji,

ze jsem na bakalarské praci pracovala samostatné a pouzitou literaturu jsem citovala.
V pripad¢ publikace vysledkt budu uvedena jako spoluautorka.

ze odevzdana verze bakalaiské prace a verze elektronicka nahrana do IS/STAG jsou
obsahove totozné.

Ve Zliné dne:

Jméno a pfijmeni studentky:

podpis studentky



ABSTRAKT

Bakteriociny jsou peptidy s antimikrobidlni aktivitou syntetizované nékterymi bakteriemi
prostiednictvim ribozomti. Bakteriociny dokazou svou schopnosti ovliviiovat kvalitu a
bezpecnost potravin, proto maji vynikajici potencial pro pouziti jako ptirodni konzervacni
latky v potravinarském primyslu. Cilem bakalatské prace byla genova typizace bakteriocinti
u potravinarsky vyznamnych druha bakterii, konkrétné¢ bakterii mlééného kvaSeni.
V teoretické Casti je popsana charakteristika, déleni a mechanismus ucinku bakteriocint.
Dale je zde zminéna aplikace bakteriocinli v potravinatstvi. V praci byly popsany i metody,

kterymi lze sledovat antimikrobidlni aktivita bakteriocint.

V experimentalni ¢asti byly ovéteny antimikrobialni G€inky vybranych sbirkovych kmenii
(CCDM) bakterii mlééného kvaSeni pomoci kultivaénich metod. U bakteridlnich druht,
které prokéazaly schopnost inhibice rastu testovanych bakterii, byla provedena izolace a
purifikace DNA a genotypizace bakteriocini metodou PCR. Geny byly vizualizovany
prostfednictvim elektroforézy. Za pozitivni producenty bakteriocinli identifikované v této
praci lze povazovat zastupce rodt Lactobacillus, Lactiplantibacillus, Lactilactobacillus a

Lacticaseibacillus.

Klicova slova: bakteriociny, genotypizace, bakterie, potravinafstvi, antimikrobidlni aktivita



ABSTRACT

Bacteriocins are peptides with antimicrobial activity synthesized by some bacteria via
ribosomes. Bacteriocins have the ability to influence the quality and safety of food and
therefore have excellent potential for use as natural preservatives in the food industry. The
aim of the bachelor thesis was the gene typing of bacteriocins in food important bacterial
species, specifically lactic acid bacteria. In the theoretical part, the characteristics, division
and mechanism of action of bacteriocins are described. Furthermore, the application of
bacteriocins to the food industry is mentioned. Methods by which the antimicrobial activity

of bacteriocins can be monitored, have also been described in the thesis.

In the experimental part, the antimicrobial effects of selected collection strains (CCDM) of
lactic acid bacteria were verified by culture methods. The bacterial species that showed the
ability to inhibit the growth of the tested bacteria were subjected to DNA isolation and
purification and genotyping of bacteriocins by PCR. Genes were visualized by
electrophoresis. The positive producers of bacteriocins identified in this work can be
considered representatives of the genera Lactobacillus, Lactiplantibacillus,

Lactilactobacillus a Lacticaseibacillus.

Keywords: bacteriocins, genotyping, bacteria, food industry, antimicrobial activity
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UvVOD

Bakterialnich kmenii rezistentnich viici antibiotikiim neustale ptibyva, coz predstavuje velky
problém nejen v soucasné dob¢, ale i v budoucnu. Dosavadnim moznym feSenim tohoto
globalniho problému se stalo aktivni vyhledavani alternativnich antimikrobialnich latek,
které by pomohly tc¢inek antibiotik zdokonalit, nebo v lepsim ptipadné€ plné€ nahradit. (Daba,
Elkhateeb, 2024) Ukazalo se, ze takovymi latkami jsou naptiklad bakteriociny, které si
ziskaly pozornost hned z n¢€kolika divodu. (Shahrir et al., 2024) Maji pfinos v oblasti
potravinatského pramyslu jako bio konzervacni latky a slibny potencial v 1ékaiské oblasti

pro zlepSeni zdravi lidi a zvitat. (Daba, Elkhateeb, 2024)

Bakteriociny jsou ribozomalné syntetizované peptidy, které mohou byt degradovany
proteolytickymi enzymy. Diky této skuteCnosti se zamezi jejich setrvavani v prostfedi a
vzniku nasledné rezistence. (Daba, Elkhateeb, 2024) Kritickou ulohou bakteriocini je
inhibice riistu bakterii, hub, parazitl, ¢i vird. Svou antimikrobidlni ¢innosti jsou schopny

snizit také aktivitu bakteridlniho biofilmu. (Hernandez-Gonzalez et al., 2021)

Dulezitou skupinu bakterii predstavuji bakterie mlééného kvaseni (LAB), které schopnosti
produkce bakteriocinii ptimo vynikaji. (Herndndez-Gonzalez et al., 2021). Bakteriociny
produkované LAB jsou vétSinou aktivni vii€i geneticky blizce piibuznym organismim, ¢imz
se jejich aplikace zuzuje. (Todorov et al., 2011) Pfesto vSak patii mezi nejvyznamnéjsi
producenty. Dikazem je status ,,Generally Recognized as Safe* (GRAS) udéleny americkym
Utadem pro kontrolu potravin a 16¢iv (FDA) a ,kvalifikovany piedpoklad bezpe&nosti®

(QPS) udéleny Evropskym Gfadem pro bezpe¢nost potravin (EFSA). (Shahrir et al., 2024)

Tato prace je zaméfena na genotypizaci bakteriocinll u potravinarsky vyznamnych bakterii
rodit Lactobacillus, Lacticaseibacillus, Lactiplantibacillus a Latilactobacillus. V praci je
pojedndno 1 o dalSich metodach, kterymi je mozné sledovat antimikrobidlni aktivitu,
nicméné pro svou piesnost se stala za posledni roky oblibenou a preferovanou volbou prave

molekularni diagnostika.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/human
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I. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA BAKTERIOCINU

Vzhledem k pozadavkiim spottebitele, které kladou ¢im dal vétsi diraz na kvalitu potravin
a jejich minimalni zpracovani, jsou zkoumany bio konzervacni latky. Jedna se o latky, které
by mohly pfispéet k eliminaci znacného mnozstvi potravinarskych aditiv chemické povahy,
jako jsou kyselina benzoova , kyselina sorbova , kyselina octova a dusitany. (Shahrir et al.,
2024) Bio konzervac¢ni latky zahrnuji biologicky systém, jehoZ cilem je inhibovat rust
mikroorganismu. (Liicke, 2024) Zdrojem téchto latek mohou byt zvifata (lysozym), rostliny
(éterické oleje) nebo také mikroorganismy (bakteriociny). Bakteriociny se staly oblibenymi
konzervacnimi latkami jednak diky své tepelné stabilité, ale také kvili mozné aplikaci
v Sirokém rozmezi pH. Dalsi vyhodou bakteriocint je absence negativniho ucinku na zdravi
spotiebitele (alergie, karcinogenni onemocnéni). Jejich pouzitim zaroven nedochazi ke
zménam organoleptickych vlastnosti vyrobku. (Shahrir et al., 2024) Aplikace bakteriocint
jako konzervantii prozatim Celi n¢kolika omezenim, zejména ndkladné vyrobé. Nutno je
také pochopit jejich antimikrobidlni mechanismus, jelikoZ pravé ten je pro pouZiti
bakteriocinti zasadni. (Guo et al., 2024) Evropska unie spolu se Svétovou zdravotnickou
organizaci a Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv doposud schvalila jako potravinaiskou
pfidatnou latku pouze bakteriocin nisin, ktery najdeme pod registrovanym ¢islem E 234.

(Simons et al., 2020)

1.1 Definice

Bakteriociny se oznacuji jako kationtové antimikrobidlni peptidy syntetizované
prostfednictvim ribozomt. (Guo et al., 2024) Jejich identifikace prob¢hla jiz téméf pred 100
lety. Pfedpoklada se, ze produkce minimalné jednoho bakteriocinu je schopna vétSina
bakterialnich druht, nicméné vétsina znich neni znama. Uéinek bakteriocint spo&iva
v tvorbé pérl a poruseni celistvosti membrany cilové bunky, které konci jeji apoptdzou.
Dal$i mozny mechanismus piisobeni predstavuje inhibice syntézy bunécné stény nebo
naruSeni metabolickych drah. (Darbandi et al., 2022) Bakteriociny plisobi na kmeny bakterii
blizce ptibuzné nebo nepiibuzné bakteriim, které je produkuji. Producenti téchto
antimikrobidlnich latek jsou pted sebeposkozenim chrdnény pomoci imunitnich proteint,
které si syntetizuji. Tyto proteiny se snazi zabranit poskozeni vychytdvanim bakteriocinii

nebo antagonistickou soutézi o bakteriocinovy receptor (Verma et al., 2022).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/benzoic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/sorbic-acid
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1.2 Zdroje bakteriocin produkujicich bakterii

Bakterialni producenty je mozné ziskat z riznych zdroj, jako jsou voda, piida, zviteci stieva
nebo potravinarské produkty. Takové zdroje jsou oznaCovany jako nekonvencni. Prikladem
konvenéniho zdroje je lidsky gastrointestindlni trakt. Pozornost védct vSak patii vice

zdrojim nekonvenc¢nim. (Darbandi et al., 2022)

1.2.1 Nekonven¢ni zdroje

Ptikladem casto uzivaného nekonvenéniho zdroje jsou mlécné vyrobky rtzného druhu.
(Darbandi et al., 2022) VétSina pouzivanych a znamych bakteriocini jsou produkty
sekundarniho metabolismu bakterii mlécného kvaseni. (Zimina et al., 2020) Mezi ty
nejzndméjsi patii bakterie rodu Lactococcus, Lactobacillus a Streptococcus. Mezi proslulé
producenty lze zatfadit napiiklad kmeny Lactiplantibacillus plantarum, které casto
nachdzime v syrech, dale Levilactobacillus brevis, se kterymi se mizeme setkat v mléce a
Lactobacillus acidophilus, které byvaji nejCastéji pfitomeny v jogurtech. Dalsi mozny zdroj
pfedstavuji fermentované produkty ze syrového masa, ve kterych najdeme kmeny jako
Latilactobacillus curvatus, Pediococcus pentosaceus a Limosilactobacillus fermentum.
Radu bakteridlnich producentii ziskdme také zmotskych plodi naptiklad kmeny
Enterococcus faecium. Dalsim dostupnym zdrojem miize byt i ovoce a zelenina, pro které
jsou typické kmeny Lactiplantibacillus pentosus, Lacticaseibacillus paracasei, Weissella ¢i

Pediococcus. (Darbandi et al., 2022)

1.3 BIOSYNTEZA BAKTERIOCINU

Bakteriociny jsou produkty primarniho metabolismu bakterii, coZ hraje roli pfi jejich
manipulaci na trovni genomu. Cileny zasah, jehoz podstatou je ovlivnit vlastnosti daného
bakteriocinu, je tedy jednodussi nezli u metabolith sekundarnich. (Daba, Elkhateeb, 2024)
Bakteriociny jsou syntetizovany pomoci ribozoml. Geny produkce se nachdzi uvnitt
bakteriocinovych operonil. (Perez et al., 2014) Za schopnost tvorby bakteriocini zodpovidaji
Ctyfi rizné strukturni geny: geny kodujici prekurzor bakteriocinu, geny chranici samotného
producenta bakteriocintll - tzv. imunitni geny, geny slouzici k externalizaci bakteriocinti a
ptidatny protein, jehoz funkce zlistavéa prozatim neobjasnéna. Pfedpoklada se, Ze napoméaha

pti externalizaci bakteriocint. (Daba, Elkhateeb, 2024)

Bakteriocin je obvykle syntetizovan jako biologicky neaktivni N-koncovy propeptid, ktery
je spojen s biologicky aktivnim C—koncovym propeptidem. (Gu, 2023) Prvni krok
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biosyntézy zahajuje odstranéni vedouci sekvence z propeptidu a tvorba zralého peptidu.
K odstépeni dochézi v pritbéhu zrani bakteriocinu. (Lahiri et al., 2022) Hlavni ulohou
vedouciho peptidu je inaktivace bakteriocinu v produkcni bufice, tim je bakterie chranéna
pied vlastni antimikrobidlni aktivitou a hrozici zahubou. (Daba, Elkhateeb, 2024) Za §tépeni
neaktivniho propeptidu zodpovidd vyhrazeny transportér kazety vazajici ATP (ABC
transportni protein) spolu s doplikovym proteinem, jejichz tcinkem dojde zaroven k

transportu zralého peptidu ptes bakteridlni membranu (externalizaci). (Lahiri et al., 2022)
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2 DELENI BAKTERIOCINU

Ptilis velky pocet dosud objevenych bakteriocinti prakticky znemoziuje jejich rozdéleni do
jednotlivych skupin. Jednim z kritérii pro rozdéleni bakteriocinti je struktura bunécné stény
bakterii (gramnegativni/grampozitivni). Doslo také ke klasifikaci nékolika bakteriocinti

produkovanych zastupci domény Archaea. (Simons et al., 2020)

2.1 Bakteriociny produkované grampozitivnimi bakteriemi

V ramci grampozitivnich bakterii jsme schopni rozlisit ¢tyii tfidy klasifikace bakteriocini.
Charakteristickym rysem tfidy I, znamé také pod ndzvem lantibiotika, je obsah netypickych
aminokyselin. Ty se tvofi v disledku posttranslaénich modifikaci, ke kterym dochézi na
zakladé dehydratace a cyklizace vybranych zbytkli aminokyselin. Finalni kruhova struktura
zodpovida za odolnost vaci teplu, hrozicim vykyvim pH a proteolyze. Takovou
aminokyselinou je napfiklad lanthionin a 3—methyl lanthionin. Tato tfida potlacuje rust
grampozitivnich bakterii a patogenid pochazejicich z potravin. Molekulovd hmotnost

bakteriocintl je <5 kDa. (Simons et al., 2020)

Lantibiotika jsou dale rozdélena do dvou podtiid — Ia a Ib. Mechanismus U¢inku podtiidy la
spociva v poruSeni celistvosti membrany prostfednictvim utvofenych porti, naproti tomu
podtiida Ib se zaméfuje na inaktivaci specifickych enzymit. Ttida II jiz atypické
aminokyseliny neobsahuje, nicméné¢ vynikd podobnymi vlastnostmi jako tiida I.
Bakteriociny spadajici do fidy II jsou tepelné stabilni a maji velikost <10 kDa.
Mechanismem U€inku se od tfidy I nijak zvlast' neliSi. Také tfida II je rozdélena do
jednotlivych podtiid, konkrétné do ctyf. Podtiida Ila ziskala pozornost diky své schopnosti
potlacit rast bakterialniho rodu Listera. Podtiida IIb se vyznacuje rozdilnou dvoupeptidovou
strukturou, zbytky cysteinu jsou typické pro podttidu Ilc a v podtiidée I1d prakticky najdeme
vSechny ostatni bakteriociny, které nebyly zafazeny do podskupin Ila — Ilc. Bakteriociny
ttidy III se od pfedchozich tfid vyrazné li§i. Jsou charakterizovany jako tepelné labilni
peptidy s molekulovou hmotnostni >30 kDa. Mechanismus u¢inku se zaméfuje na inaktivaci
enzymt, coz vede k destrukci bakteridlni stény. Soucésti struktury bakteriocind, které
zapadaji do tfidy IV, jsou lipidové a sacharidové slozky, které jsou znacné citlivé vici
lipolytickym a glykolytickym enzymim. Jejich dtlezitou ulohou je porusSeni celistvosti

bunécné membrany. (Simons et al., 2020)
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Tabulka 1: Klasifikace bakteriocinii produkovanych grampozitivnimi bakteriemi

(Simons et al., 2020, upraveno)

Ttida

Podtiida

Ptiklady

I — Lantibiotika

Ia — linearni

Nisin
Epidermin
Gallidermin

Ib — globularni

Lakticin 481
Cytolysin
Salivaricin

II — Nelantibiotika

IIa — linearni

Leukocin A
Acidocin A
Pediocin PA-1

IIb — linearni

Laktokokcin G
Laktokokcin Q
Plantaricin NC8

IIc — linearni

Laktokokcin A
Divergicin A
Acidocin B

1Id — linearni

ostatni

IIT — Velkeé peptidy

zadna

Zoocin A
Lysotaphin
Helveticin J
Helveticin V

IV — Obsahujici lipidové a sacharidové slozky

zadna

Plantaricin S
Leukonocin S

2.2 Bakteriociny produkované gramnegativnimi bakteriemi

Gramnegativnimi producenty bakteriocinl jsou pfedevs§im kmeny Escherichia coli, av§ak

antimikrobidlni aktivita byla zaznamenana i1 u bakterii rodu Pseudomonas ¢i Klebsiella.

Bakteriociny gramnegativnich bakterii jsou organizovany do cCtyt tfid. Prvni z nich

predstavuji koliciny tvotené Escherichia coli. Tyto peptidy dosahuji velikosti vyssi nez 10

kDa a jejich antimikrobidlni ¢innost spoc¢iva v tvorb& port a rozkladu soucésti nukleové

kyseliny. Bakteriociny tfidy II jsou charakterizovany jako peptidy, které se svymi

vlastnostmi podobaji kolicinu. Jejich producenty jsou bakterie rodu Pseudomonas nebo

Klebsiella. Tteti tiidou jsou mikrociny o velikosti <10 kDa. Tato tiida je rozdélena do dvou

podtiid. Podtifida I (modifikované) s molekulovou hmotnosti <5 kDa a podtitida II

(nemodifikované), jejichZ velikost se pohybuje v rozmezi 5 az 10 kDA. Mechanismus
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ucinku je zaméfen zejména na enzymaticky aparat — ATP syntdzu, RNA polymerdzu a DNA
gyrazu. Ctvrta skupina bakteriocini vynika schopnosti zasahovat do bun&énych membran.
Jedna se o peptidy s velkou molekulovou hmotnosti. Strukturaln¢ pfipominaji ocas faga,
proto jsou téz prezdivané jako bakteriociny podobné fagu. (Simons et al., 2020)

Tabulka 2: Klasifikace bakteriocinit produkovanych gramnegativnimi bakteriemi
(Simons et al., 2020, upraveno)

Ttida Priklady
I - Koliciny Koliciny A, B, E2, E3
o C1 e S-piociny
IT — Bakteriociny podobné kolicinu Klebiciny
. . Microcin C7
1T —Mikrociny Microcin C17
Colicin V
R-picony

IV — Bakteriociny podobné fagovému ocasu

F-piociny
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3 MECHANISMUS UCINKU BAKTERIOCINU

Lze uvést dva zpusoby antimikrobidlniho mechanismu bakteriocini. Jeden z nich
predstavuje poskozeni bunécné membrany a druhy se odehrava uvnitt bunky, pficemz
mechanismus, ktery zahrnuje perforaci bunééné membrany, je bakteriociny preferovan. (Gu,
2023) Poté co se bakteriociny dostanou do kontaktu s bunéénou membranou citlivych
bakterialnich bun¢k a utvofi v ni pory, dojde k rychlému odtoku intracelularnich slozek.
V dutsledku toho je protonova hybna sila rozptylena a buiikky odumiraji. (Daba, Elkhateeb,
2024). Bakteriociny, které uplatiiuji své antimikrobialni mechanismy intracelularng€, narusuji
normalni metabolismus buiiky. Princip spociva v cileném zasahu na kli¢ové bio molekuly,
jako jsou nukleové kyseliny a proteiny. Mechanismus uc¢inku bakterii je pomérné
komplikovany, uvadi se, ze jediny typ bakteriocinu mize vyuZzivat vice druhi mechanismd,

aby uplatnil své antimikrobialni u¢inky. (Gu, 2023)

3.1 PoSkozeni bunééné membrany

Integrita bunééné membrany je stézejni pro spravné fungovani bunék. Mechanizmus, ktery
je uzpusobeny k poskozeni bunécné membrany, zahrnuje naruSeni membranové integrity a
permeability, coZ vede k vyplaveni diilezitych bunéénych soucasti, jako jsou aminokyseliny,
ionty a ATP a ke smrti cilové bunky. (Huang, 2000, Daba, Elkhateeb, 2024) Uvadi se, zZe za
baktericidnim ucinkem bakteriocinl stoji zejména tvorba pord. Tyto pory mohou vyvolat
nevratné zmény energie, které¢ vedou ke zménam iontové vodivosti v lipidové dvojvrstvé.

(Huang, 2000)

3.2 Intracelularni pisobeni

Bakteriociny jsou schopny prochdzet bunéénou membranou, hromadit se uvniti bunky a
zasahovat do jejiho metabolismu. Tento intracelularni mechanismus piedstavuje pomérné
slozity proces. Neomezuje se pouze na inhibici syntézy bunécéné stény, ale je téz zaméien na
syntézu nukleovych kyselin, proteinli a na zménu aktivity enzymi. Inhibice syntézy bunééné
stény spociva v zamezeni tvorby nového peptidoglykanu, coz ma za nésledek destabilizaci
bunécné struktury a bunécnou smrt. Stejné tak buika zanikd, pokud bakteriociny brani
tvorbé& nukleovych kyselin a proteini, které plni klicovou funkci pro bunéény rust a replikaci.
Bakteriociny, které ovliviiuji aktivitu enzymi, principialné¢ zasahuji do zivotné dulezitych
metabolickych drah. Nasledkem je akumulace vedlejSich toxickych produkti, které bunky
usmrti. (Brogden, 2005)
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4 APLIKCE BAKTERIOCINU

Praktické uplatnéni bakteriocini je riznorodé. Jejich antibakteridlni schopnosti Ize vyuzit v
ruznych odvétvich prfedevSim v potravinaiském primyslu, nicmén¢ setkame se s nimi i v

primyslu farmaceutickém ¢i v zemédélstvi. (Negash et al., 2020)

4.1 Aplikace v potravinarstvi

Za posledni stoleti doslo v oblasti potravinafstvi k vyznamnym zménam. Svétova populace
neustale nartsta a klade vyssi naroky na kvalitu potravin, to znamena minimalné zpracované
s nizkym obsahem potravinafskych aditiv. Takovy pozadavek ptedstavuje vyzvu pro
velkoobchodni sité, které distribuuji potraviny ve velkém méfitku. Zaroven je tieba vzit v
potaz, zZe nejzakladnéjSim atributem celého potravinového fetézce je potravinova
bezpec¢nost. Uvést Cerstvou potravinu na trh ve vyse jmenovanych podminkach je tedy
v domécim prostiedi, zname je jiz odpraddvna a jsou pro nas nepostradatelnou soucasti
(skladovani v chladu, suseni, soleni, nakladani, pasterace). Podminkou téchto metod je
zpracovani spojené se zménami organoleptickych vlastnosti vyrobku. S ohledem na zdravy
zivotni styl doSlo k zptisnéni norem tykajicich se ptidavku soli a konzervacnich latek, jako
jsou kyselina benzoova a kyselina sorbova. Tyto konzervanty vzbuzovaly u nékterych
spotiebitell alergie a idajn€ by mohly pfispivat ke vzniku karcinogennich onemocnéni.
Alternativni feSeni mohou ptedstavovat bio konzervaéni metody spocivajici v aplikaci
nepatogennich mikroorganismii ¢i jejich metabolitd za ucelem inhibice patogennich
mikroorganismi pfenaSenych potravinami. Jinymi slovy mohou piedstavovat pfirozené;si
cestu, jak predejit alimentarnim ndkazadm. Aplikace bakteriocinli v potravinach je mozna,
jestlize splnuji jisté pozadavky. Musi byt bezpecné pro lidskou spottebu, odolné vuci
pusobeni enzymt a vysSich teplot. Dale by mély byt schopny plisobit v Sirokém rozmezi pH
a mély by odolévat vyS$im koncentracim soli. (Lahiri et al., 2022) Bezpec€nost je na prvnim
misté, proto je tfeba provést ochrannd opatieni, kterd zahrnuji fyziologické a biochemické
testy citlivosti na antibiotika, hemolytickou aktivitu a potencialni produkci biogennich

amint. (Todorov et al., 2022)

V bio konzervaci potravin hraji vyznamnou roli LAB. Setkdvame se s nimi ve velké fadé¢
potravinaiskych produktii. LAB ziskaly status GRAS (vSeobecné uzndvany jako bezpecny)
pro svou souvislost s fermentaci potravin a dale pro svou dlouholetou tradici vyuziti jako

bezpecnych bakterii v potravinach. Také produkty metabolismu LAB, jako diacetyl, volné
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mastné kyseliny , organické kyseliny, bakteriociny a peroxid vodiku prokézaly chvalyhodné
antimikrobidlni vlastnosti. Antimikrobidlni schopnosti LAB se daji uplatnit zejména pro bio

konzervaci mléka, ovoce, zeleniny, ndpojti, moiskych plodi a masa. (Verma et al., 2022)

Existuji tfi varianty, kterymi lze bakteriociny do potravin zakomponovat. Prvni mozZnosti je
piima aplikace purifikovaného nebo polocisténého bakterioinu. Déle je mozné naockovat
potravinu bakteriemi mlééného kvaSeni, které produkuji bakteriociny. Tieti moznosti je
pridat produkt s obsahem bakteriocinogennich kment, které byly ptidany jako ptisady pfi
zpracovani. (Gu, 2023)

Purifikované nebo s
polocisténé bakteriociny

Mofiské plody

08

Zelenina

o
5
-
Fermentuji

Obrazek 1: Aplikace bakteriocinii v potravinarskéem primyslu (Gu, 2023, upraveno)

4.1.1 MIééné vyrobky

Pro své vynikajici fyziologické vlastnosti byly bakteriociny hojné rozsifeny v mlékarenském
prumyslu. Kvalitni syrové mléko je pro mlékarenstvi zaklad. Na kvalitu mléka mohou mit
vliv nemoci mlé¢nych krav (mastitida), pro jejichz 1é€bu jsou uzivana antibiotika. Pokud

neni dodrZzena ochrannd lhita, mohou byt v kone¢ném disledku v mléce obsazeny jejich
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rezidua, které budou branit spravné fermentaci LAB. Nadmérné uzivani antibiotik mize vést
ke vzniku rezistence, proto je snaha tato l1éCiva nahradit bakteriociny. Mald mnoZzstvi
dusi¢nanti/dusitant se ptidavaji do krmiv, aby pomahala fesit problém produkce methanu,
ktery nastava v dob¢ traveni v bachoru krav. Nahromadéni dusikatych latek ma neptiznivy
ucinek na zdravi krav, ale stejné tak na spotiebitele, ktery mlécny piipravek nasledné
konzumuje. Studie uvadi, ze nisin aplikovany v krmivech pomohl snizit koncentraci
dusitant v plazmé i v bachoru, kde navic inhiboval riist metanogennich bakterii a pozitivné
tak ovlivnil konecny produkt. (Sar et al., 2004) Bakteriociny se téz vyuZzivaji k prevenci
mastitidy, jejichz ptvodcem je bakterie Staphylococcus aureus a k zabranéni ristu
patogennich bakterii v mléénych vyrobcich, jako je mléko, jogurt a syr. Bylo prokazano, ze
nisin dokézal inhibovat rlst bakterii Listeria monocytogenes a Staphylococcus aureus

v odstiedéném mléce. (Gu, 2023, Tang et al., 2009)

4.1.2 Zelenina

Pro vysoky obsah vody, dostupnost zivin a uzky kontakt s ptidou zelenina poskytuje
optimalni podminky k rGstu patogennich bakterii. Soucasnd spolecnost navic pozaduje
minimalné zpracovanou zeleninu s pivodnim obsahem Zzivin, coz riziko kontaminace
podstatné zvySuje. Tento problém by mohla vyfesit konkurencni mikroflora, predevsim
bakterie mlécného kvaseni a jejich bakteriociny. Studie uvadi, ze kmen Lactiplantibacillus
plantarum, ktery byl izolovan z kysaného zeli, produkuje Sirokospektralni bakteriocin
Plantaricin JLA-9, ktery G¢inn€ inhibuje riist nezddoucich bakterii, zejména rlst Bacillus
spp.. Bio konzervace Cerstvé zeleniny za pouZiti bakteriocinii produkovanych LAB je

vvvvvv

(Gu, 2023)

4.1.3 Ovoce

Ke kontaminace ovoce muze dojit v kterékoliv fazi zpracovani vcetné ristu, sklizné,
piepravy a skladovéani. Bakteriociny jsou schopny ucinné inhibovat rast patogennich
mikroorganismil a snizovat tepelnou odolnost endospor v ovocnych produktech, aniz by
ovlivnili jejich senzorické a nutri¢ni vlastnosti. Bakteriociny produkované probiotickymi
kulturami jsou do ovocnych vyrobkli zavaddény piimo nebo jsou obsazeny v obalovych
materidlech. Pro konzervaci ovocnych produkt, ale 1 syrového ovoce se osvédcil

bakteriocin nisin, ktery inhibuje rust bakterie Alicyclobacillus acidoterrestris. Jeho aplikace
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nijak neovlivnila organoleptické vlastnosti ani obsah vitaminu C. (Mostafidi et al., 2020, Gu,

2023)

4.1.4 Maso

Maso je vzhledem k svému bohatému obsahu zivin idealnim riistovym médiem pro Sirokou
Skalu mikroorganismd, jako jsou napiiklad patogenni druhy Listeria spp., Bacillus spp.,
Micrococcus spp., Staphylococcus spp., Clostridium spp. a Pseudomonas spp. Rizikovou
fazi vyroby je zejména porazka, nicméné k jeho kontaminaci miize dojit v kterékoli fazi
vyroby. Maso, které¢ bylo napadeno, podléhd zkéze, coz s sebou nese nepiiznivé zmény
organoleptickych vlastnosti. Kromé toho mtize dojit k tvorb¢ toxickych sloucenin, jako jsou
tryptamin a histamin, které mohou ohrozit lidské zdravi. Suseni, mrazeni, konzervovani a
tepelné oSetfeni jsou dlouhodobé uzivané zndmé metody, které se pii zpracovani masnych
vyrobkl bézné€ vyuzivaji. Dale se provadi chemické oSetfeni zahrnujici aplikaci dusitanil a
dusi¢nant, které maji za ukol inhibovat riist nezadoucich mikroorganismi a zaroven
zachovat barvu masného produktu. Jejich aplikace je vS§ak omezena kvili moznym ztratdm
kvality chuté a vzniku karcinogennich latek, a proto si ziskaly oblibu bio konzervacni
metody. Nisin je v masném primyslu nejrozSifenéjSim testovanym bakteriocinem. Studie

prokazaly, Ze dokéaze spolehlivé inhibovat rlst bakterie Listera monocytogenes, pticemz

S 4

Gu, 2023)

4.1.5 Plody more

Moiské plody, mezi které fadime i ryby, koryse, ostnokozce a m&kkyse, jsou bohatymi zdroji
bilkovin, tuki, vitaminl a mineralnich latek. Mimo to obsahuji vy$§i mnozstvi vody a prave
diky témto zminénym faktorim jsou ideédlni Zivnou pldou mnohych mikroorganismi.
Patogenni bakterie, které mohou kontaminovat motské plody, jsou seskupeny do tii hlavnich
kategorii: stfevni bakterie, které jsou indikatory fekalniho znecisténi, jako jsou druhy
Salmonella spp., Shigella spp., nativni bakterie, které jsou soucasti ptirozené mikroflory ryb
a jejich predstaviteli jsou naptiklad Clostridium botulinum nebo Vibrio spp. a bakterie, které
kontaminuji motské plody béhem zpracovani a skladovani, jako je Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes C1 Staphylococcus aureus. Také u motskych plodi byla sledovana
antimikrobialni aktivita nisinu, Studie uvedly, Ze nisin inhiboval rast bakterie Listeria

monocytogenes u Cerstvého chlazeného lososa. (Gu, 2023)
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5 BAKTERIE MLECNEHO KVASENI

Bakterie mlé¢ného kvaseni (LAB) jsou definovany jako grampozitivni, kataldza negativni,
nesporulujici bakterie ve tvaru kokl ¢i tyc¢inek, rostouci za mikroaerofilnich az striktné
anaerobnich podminek, sdilejici spole¢ny rys produkce kyseliny mlééné. (Klein et al., 1998)
Fermentace neni zdaleka jedina schopnost, kterou LAB disponuji, plni také funkci probiotik,
degraduji makromolekuldrni latky v potravinach (nestravitelné polysacharidy) a vytvari
specifické produkty (mastné kyseliny skratkym fetézcem, aminy, vitaminy,
exopolysacharidy nebo bakteriociny). Na zékladé zminénych metabolickych charakteristik

jsou LAB uplatiiovany v fed¢ aplikaci v potravinarském pramyslu. (Wang et al., 2021).

5.1 Soucasna taxonomie bakterii mlé¢ného kvasSeni

V roce 2020 probéhla reklasifikace LAB u vice nez 300 druht v 7 rodech a 2 celedich do
jedné celedi Lactobacillaceae, ktera v sou€asnosti zahrnuje 31 rodd, znichz 23 rodi je
novych a zahrnuji organismy dfive klasifikované jako druhy Lactobacillus (Qiao et al.,
2022). Vznik nové taxonomie se piipisuje pokrokiim v sekvenaci genomu. Pravé na zakladé
sekvenace bylo moZzné porovnat klicové proteinové sekvence a nasledné 1 genetické,
fyziologické a ekologické vlastnosti, od kterych se taxonomické vztahy mezi jednotlivymi
druhy odvijely. Reklasifikace ma pfispét k lepsi identifikaci mikroorganisml a lepSimu
dorozumivani mezi védci, primyslovymi odvétvimi, regulacnimi organy a vefejnosti.
Potencialnim pfinosem ma byt zeyjména pro primysl potravinarsky, kde by méla identifikace
pomoci stanovit aplikaci, pro kterou se dany mikroorganismus hodi, tim se rozumi vybér
idedlniho prostiedi, ve kterém bude ochotné tvofit Zaddany produkt a zaroveil inhibovat rist

nezadoucich mikroorganismil. (Oberg et al., 2022)

5.2 Metabolismus bakterii mlé¢ného kvaSeni

Bakterie mlé¢ného kvaseni (LAB) jsou ¢lenény do dvou rozdilnych skupin. Toto rozdéleni
zavisi na druhu metabolismu, ktery LAB uplatiiuji. Homofermentativni LAB pieménu;i
molekulu glukdzy na kyselinou mléénou a adenosintrifosfat (ATP), reakci katalyzuje enzym
aldolaza. Naproti tomu heterofermentativni LAB vyuZivaji k pfeméné Sestiuhlikovych cukrt
(hexdz) na pétiuhlikové cukry (pentdzy) pentézamonofosfatovou drahu. Reakci kazalyzuje
enzym fosfoketolaza a produktem je jedna molekula kyseliny mlé¢né a jedna molekula

ethanolu nebo kyseliny octové. (Tang et al., 2023).
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6 METODY PRO SLEDOVANI UCINKU BAKTERIOCINU

Objev nového bakteriocinu doprovazi nekolik krokii. Prvnim znich byva screeening
antimikrobialni aktivity bakteriocinti, v dalSim kroku se provadi izolace a purifikace
k ziskani podezielych bakteriocini a na zavér probihd identifikace jejich struktury a

genetickych determinanti. (Gu, 2023)

6.1 Genotypizace

Pti genotypizaci jsou sledovany genetické variace na urovni DNA. Ke zkoumani se vyuzivaji
molekularni markery. (Yang et al., 2013) Soucésti bakteriocinovych biosyntetickych
genovych klastri byvaji geny kodujici bakteriociny, enzymy, proteiny, imunitni geny a
ne¢kdy také reguldtory produkce bakteriocinu. V praxi se genotypizace provadi pfimym
vyhledavanim sekvenci pomoci znamych referen¢nich sekvenci. (Gu, 2023) Pro odhaleni
relevantnich bakteriocinovych genii byva provadén screening, ktery zahrnuje izolaci
bakteridlni DNA, PCR reakci pro detekci genli zodpovédnych za produkci bakteriocinl a
elektroforézu. (Todorov et al., 2013)

6.2 DalSi moznosti sledovani aktivity bakteriocint

Agarova difuzni metoda

Pomoci agarové difuzni metody stanovujeme antimikrobidlni aktivitu bakteriocinti. Fleming
tuto metodu navrhl a poprvé aplikoval jiz v roce 1924. V soucasnosti je metoda vyuzivana
zejména pro stanoveni biologickych zdroju aktivnich antimikrobiélnich latek a zahrnuje dva
zpisoby provedeni: jamkovou difuzi a diskovou difuzi. Jejich zédkladni princip vSak zlstava
stejny. Uinn4 latka rovnomérmé paisobi kolem kultivaéniho média s bodem difuze ve stfedu.
Priihledny kruh zna¢i oblast, kam antimikrobidlni latka pronika a kde bakterie nemohou rist.
Velikost prithledného kruhu odrazi antimikrobidlni schopnost u¢inné latky a je ovliviiovana
riznymi faktory, jako je rychlost diftize u¢inné latky na plotné nebo mnozstvi agaru
pfidaného na difuizni plotnu. Aby mohly antimikrobidlni latky difundovat do agaru, musi byt
rozpustné ve vodé. Indikatorové bakterie musi rist rychle a rovnomérné v aerobnim
prostfedi. Metoda je obecné povazovana za kvalitativni, nicméné pokud jsou striktné
dodrZzovany podminky provedeni, antimikrobidlni aktivita se mlZe na primeéru prstence

odrazit i kvantitativné. (Gu, 2023)
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Metoda dilu¢niho gradientu

Metoda dilu¢niho gradientu slouzi ke kvantitativnimu stanoveni antimikrobidlni aktivity.
Test je zalozen na sériovém fedéni vzorki s obsahem uc¢inné antimikrobialni latky a jejich
spolecné kultivaci s indikatorovou bakterii. Vysledky jsou vyjadieny jako minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC), tedy minimalni koncentrace antimikrobialni latky, ktera

dokaze viditelné inhibovat riist testovaného mikroorganismu. (Cintas et al., 1995)
Turbidimetrie

Turbidimetrie pfedstavuje dals$i metodu, kterou je mozné stanovit antimikrobidlni aktivitu
bakteriocintl. Principem se metoda podoba metod¢ dilu¢niho gradientu. Turbidimetrie se od
metody diluéniho fedéni lisi intervaly fedéni, které jsou zde blizsi a pfesnost je tak vyssi.
Utinek znaci zakal zpiisobeny riistem bakterii. Metoda neukazuje pouze riist bakterii ¢i
nedostatek jejich riistu, ale umoziuje vypocitat i ur€ity pomér mezi standardni koncentraci
a zadkalem zplsobenym rustem bakterii. Proto je mozné ze zékalu bakteridlniho rtstu
posoudit uc¢innost testovaného vzorku. Metoda neni vhodna pro stanoveni barevnych a

zakalenych vzorkll a je citlivd vii€i necistotam, které mohou ovlivnit vysledek. (Niku-

Paavola et al., 1999)
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II. PRAKTICKA CAST
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7 MATERIAL

7.1 Pouzité pomicky a pristroje
K testovani byly pouzity tyto pomiicky a piistroje:
- Vahy 440-47 N d=0,01 g (KERN, Némecko)
- Termostat (Clean Air, Ceska republika)
- Flow Box (Clean Air, Ceska republika)
- Denzitometr (Erba Lachema, Ceska republika)
- Centrifuga minispin plus (Eppendorf, Némecko)
- Binokularni mikroskop se étyfmi objektivy (Intraco Micro, Ceska republika)
- Vortex V-1 plus (Biosan, USA)
- Vortex-Genie® 2 Vortex v¢. vortexového adaptéru (Mo Bio Laboratories, USA)
- Spektrofotometr Infinite 200 PRO (Tecan, Svycarsko)
- Osobni pocita¢ ESPRIMO (Fujitsu-Siemens, Japonsko, Némecko)
- Mikropipety Nichipet EX (NICHIRYO, Japonsko)
- Mikropipety (Biohit, Finsko)
- Spektrofotometr Infinite 200 PRO (Tecan, Svycarsko)
-  PCR box AURA PCRTM (BIOAIR, Italie)
- Termostat blokovy Bio TDB-100 (Biosan, USA)
- Termocykler Aeris™ (ESCO, Singapur)
- Elektroforetické vana v¢. ptisluSenstvi MultiSUB Mini (Consort, Belgie)

- Elektroforetick4 vana v¢. pfislusenstvi HU10 Mini-Plus Horizontal (SCIE-PLAS,
Anglie)

- Elektricky zdroj pro elektroforézu EV243 (Consort, Belgie)
- UV-Transiluminator InGeniusLHR (SYNGENE, Velka Britanie)
- Osobni pocita¢ ESPRIMO (Fujitsu-Siemens, Japonsko, Némecko)

- Mikropipety (Eppendorf, Némecko)
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7.2

Mikrovlnna trouba (Electrolux, Svédsko)
Chladnicka s mrazicim boxem CSA34020 (BEKO, Turecko)

Laboratorni sklo — reagenéni lahve, odmérny valec, Petriho misky (Simax, Ceska

republika)

Ostatni — sterilni Spicky, sterilni Spicky pro PCR s filtrem, nitrilové rukavice,
bakteriologické klicky, stojanek na zkumavky, plynovy kahan, sterilni

mikrozkumavky pro PCR, zépalky

Chemické pripravky a latky
Krystalova violet (PENTA, Ceska republika)
Lugoliv roztok (LACHEMA, Ceska republika)
Aceton (PENTA, Ceska republika)
Safranin (HIMEDIA, Indie)
Imerzni olej (Merck, USA)
Ethanol (PENTA, Ceska republika)
Elucni pufr (QIAGEN, Némecko)
Chloroform (Sigma, St. Louis, USA)
Destilovana voda
Sodnofosfatovy pufr 0,5M (PENTA, Ceska republika)
L — cystein (Merck, USA)
Sterilni fyziologicky roztok
Redestilovana voda pro molekularni biologii
NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel, Némecko)
VWR Red Tag DNA Polymerase Master Mix (Avantor, Dansko)

Tris-acetatovy pufr (TAE pufr) — 20 mM Tris-base, 10 mM acetat sodny, 0,5 mM
EDTA, pH 7,4 (Merck, USA)

Vymyvaci pufr (QIAGEN, Némecko)

Agaréza SeaKem (Lonza, Svycarsko)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 29

Etidiumbromid 1:30 H20 (Merck, USA)

100 bp DNA Ladder N3231L (Biolabs. Inc., New England)

- DNA Gel Loading Dye (6x) (Thermo Scientific, USA)

Primery (metabion international AG, Némecko)

7.3 Kultiva¢ni média
K ptipravé médii slouzily komercné vyrabéné dehydratované smési.

De Man-Rogosa-Sharpe (MRS) agar (HiMedia Laboratories, Indie)

- Proteosovy pepton 10 g/1

- Hovézi extrakt 10 g/l

- Kvasni¢ny extrakt 5¢/1

- Dextrosa (glukdza) 20 g/l

- Polysorbat 80 (tween 80) 1 g/l

- Citran amonny 2 g/l

- Octan sodny 5¢/1

- Siran hofec¢naty 0,10 g/1
- Siran manganaty 0,05 g/l
- Hydrogenfosfore¢nan (di)draselny 2 g/l

- Agar 1,5 %

MRS agar slouzil pro kultivaci bakterii mlééného kvaseni. Bylo navaZzeno pfiblizné 22,06 g
piipravku, ke kterému bylo ptfidano 6 g agaru. Obsah byl rozpustén ve 400 ml destilované
vody. Nasledn¢ probéhla sterilizace v autokldvu po dobu 20 minut pii 121 °C. Po
dostatecném ochladnuti média byl ptidan 0,05 % L-cystein a ptida byla asepticky vylita do

Petriho misek.

De Man-Rogosa-Sharpe (MRS) soft agar (HiMedia Laboratories, Indie)
- Proteosovy pepton 10 g/l
- Hovézi extrakt 10 g/1

- Kvasni¢ny extrakt 5¢g/l
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- Dextrosa (glukoza) 20 g/l

- Polysorbat 80 (tween 80) 1 gl

- Citran amonny 2 g/l

- Octan sodny 5¢/l

- Siran hotfe¢naty 0,10 g/l
- Siran manganaty 0,05 g/1
- Hydrogenfosfore¢nan (di)draselny 2 g/l

- Agar 1,05 %

MRS soft agar byl pouzit pro kultiva¢ni vpichovy test. Pro ptipravu MRS soft agaru bylo
odvazeno pfiblizn¢ 11,03 g ptipravku, ke kterému bylo pfidano 2,1 g agaru. Obsah byl
rozpustén v 200 ml destilované vody. Nasledné€ probéhla sterilizace v autoklavu po dobu 20

minut pii 121 °C.

De Man-Rogosa-Sharpe (MRS) bujon (HiMedia Laboratories, Indie)

- Proteosovy pepton 10 g/l

- Hovézi extrakt 10 g/l

- Kvasni¢ny extrakt 5¢/1

- Dextrosa (glukoza) 20 g/l

- Polysorbat 80 (tween 80) 1 g/l

- Citran amonny 2 g/l

- Octan sodny 5¢g/l

- Siran hotfe¢naty 0,10 g/l
- Siran manganaty 0,05 g/l
- Hydrogenfosfore¢nan (di)draselny 2 g/l

MRS bujon slouzil k pomnoZeni bakterii mléného kvaSeni a k jejich kratkodobému
uchovani. Na pfipravu MRS bujonu bylo navdZeno pozadované mnozstvi pifipravku, ktery
byl rozpustén v potiebném mnozstvi destilované vody. Nasledn¢ probéhla sterilizace

v autoklavu po dobu 20 minut pii 121 °C. Po dostatecném ochladnuti média byl ptidan 0,05
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% L-cystein a médium bylo davkovano do pfedem pfipravenych sterilnich sklenénych

zkumavek.

Brain Heart Infusion (BHI) soft agar (HiMedia Laboratories, Indie)

- Vytazek z teleciho mozku 7,5 g/l
- Vytazek z hovéziho srdce 10,0 g/l
- Pepton 10,0 g/1
- Glukoza 2,0 g/l
- NaCl 5,0 g/l
- Na2HPO 42,5 g/l

BHI soft agar slouzil pro kultiva¢ni vpichovy test. Pro piipravu BHI soft agaru bylo
odvazeno piiblizné¢ 7,4 g ptipravku, ke kterému bylo pfidano 1,05 g agaru. Obsah byl
rozpustén v 200 ml fosfatového pufru. Néasledné probehla sterilizace v autoklavu po dobu 20

minut pti 121 °C.

7.4 Pouzité bakterialni kmeny

V experimentalni ¢asti prace byly pouzity sbirkové bakterialni kmeny (CCDM) a (CCM),
které byly obdrzeny od Ceské sbirky mikroorganismii (CCM) P¥irodovédécké fakulty
Masarykovy univerzity (tabulka 3) a od Vyzkumného tstavu mlékéarenského se sidlem
v Praze (tabulka 4). Kmeny bakterii (CCDM) byly izolovany z riznych druhii mléénych
vyrobkl. K jejich dlouhodobému uchovavéni slouzil hlubokomrazici box. Bakterialni
kmeny zde byly umistény ve zkumavkach obsahujicich kultivacni médium s glycerolem pii

teploté -80 °C.

Tabulka 3: Seznam a charakteristika pouZitych sbirkovych kmenii CCM

pouzité sbirkové kmeny CCM puvod
Escherichia coli 3954 klinicky izolat

Staphylococcus aureus 3953 klinicky izolat
Bacillus cereus 2010 neznamy
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Tabulka 4: Seznam a charakteristika pouZitych sbirkovych kmenit CCDM

pouzité sbirkové kmeny CCDM puvod
Lacticaseibacillus casei sub. casei 145 mlécny vyrobek
Lactobacillus delbrueckii 148 tvaroh, CR
Lactobacillus delbrueckii sub. bulgaricus 154 mlécny vyrobek, Némecko
Lacticaseibacillus rhamnosus 157 mlééna kultura, CR
Lactiplantibacillus plantarum 178 mlékaiska kultura, Dansko
Lactiplantibacillus plantarum 181 silaz, CR
Lactiplantibacillus plantarum 183 | kysany mlé¢ny vyrobek, Némecko
Lactiplantibacillus plantarum 184 silaz, CR
Lactiplantibacillus plantarum 186 silaz, CR
Lactiplantibacillus plantarum 187 silaz, CR
Lactiplantibacillus plantarum 188 nakladané zeli, Dansko
Lactiplantibacillus plantarum 191 silaz, CR
Lactobacillus acidophilus 193 mlékarska kultura, Italie
Lactiplantibacillus plantarum 194 | mlékarska kultura, Velka Britanie

Lactiplantibacillus plantarum 195 | mlékarska kultura, Velké Britanie
Lactobacillus acidophilus 197 mlékarska kultura, Italie
Lacticaseibacillus casei sub. casei 198 syr eidam, CR
Lacticaseibacillus casei sub. casei 199 syr emental, Svycarsko
Lactobacillus acidophilus 217 mlékarska kultura, Italie
Lacticaseibacillus rhamnosus 289 stolice
Lactiplantibacillus plantarum 336 syr, Svycarsko
Latilactobacillus sakei sub. sakei 339 kultura pro vyrobu sake
Lactobacillus delbrueckii sub. bulgaricus 364 jogurt, CR
Lactiplantibacillus plantarum 375 neznamy
Lactiplantibacillus plantarum 381 syrové kravské mléko, CR
Lactiplantibacillus plantarum 383 syrové kravské mléko, CR
Lactiplantibacillus plantarum 384 syrové kravské mléko, CR
Lactiplantibacillus plantarum 385 kozi syr, Francie
Lactiplantibacillus plantarum 387 syrové kravské mléko, CR
Lactiplantibacillus plantarum 388 kozi syr, Francie
Lactiplantibacillus plantarum 391 syrové kravské mléko, CR
Lacticaseibacillus paracasei sub. paracasei | 393 mlékaiska kultura, CR
Lacticaseibacillus paracasei sub. paracasei | 394 neznamy, CR
Lactobacillus acidophilus 406 suSeny mlécny vyrobek
Lacticaseibacillus casei 422 syr emental
Lactobacillus acidophilus 476 mlékarska kultura, Italie
Lactiplantibacillus plantarum 535 syr, Francie
Lacticaseibacillus rhamnosus 579 syr, Svycarsko
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Tabulka 4: Seznam a charakteristika pouZitych sbirkovych kmenit CCDM (pokracovani)

pouzité sbirkové kmeny CCDM puvod
Lacticaseibacillus casei 650 fermentovany mléény vyrobek
Lactilactobacillus sakei subsp. sakei 717 neznamy
Lacticaseibacillus paracasei sub. paracasei | 741 zakys, Némecko
Latilactobacillus sakei sub. carnosus 776 salam, Némecko
Lacticaseibacillus paracasei sub. paracasei | 792 neznamy
Lactobacillus helveticus 807 jogurtova kultura, Polsko
Lacticaseibacillus rhamnosus 821 ov¢i syr, Slovensko
Lentilactobacillus hilgardii 828 vino
Lacticaseibacillus paracasei sub. tolerans 832 pasterované mléko
Latilactobacillus curvatus 834 mléko
Lacticaseibacillus paracasei 888 lidska tkan tenkého stieva, CR
Lacticaseibacillus rhamnosus 963 A syr, CR
Lacticaseibacillus rhamnosus 963 B syr, CR
Lactobacillus helveticus 982 izolat z CCDM 98
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8 METODIKA PRACE

8.1 Popis experimentalni ¢asti

Experimentalni ¢ast byla zaméfena na sledovani antimikrobidlni aktivity bakteriocind
prostiednictvim kultiva¢nich a molekuldrnich metod. Cile prace byly plnény ve dvou
experimentech. Prvnim dil¢im experimentem byla detekce bakteriocinogenie pomoci
vpichového testu. Zamérem druhého stézejniho experimentu byla genotypizace bakteriocinli

metodou PCR.

8.2 Experiment I

Ptfed samotnym screeningem byla ovéfena Cistota sbirkovych kmeni (CCDM) barvenim
podle Grama. Lyofilizované kmeny byly rozmrazeny a zao¢kovany do tekutého MRS média,
kde probé&hlo jejich pomnoZzeni. Nasledné byly vyockovany na MRS agar. Jejich kultivace
probihala pfi teploté 37 “C anaerobné.

8.2.1 Barveni podle Grama

Zékladnim principem tohoto barveni je schopnost bunécné stény bakterii zadrzet barvivo
krystalové violeti béhem pulsobeni rozpoustédla. Tato schopnost se odrazi od slozeni
bunécné stény. Grampozitivni bakterie maji ve své stén€ vyssi obsah peptidoglykan,
zatimco ve sténé gramnegativnich bakterii je vyssi obsah lipid. Prvnim krokem Gramova
barveni je pouZiti barviva krystalové violeti, které zpocatku vSechny bakterie pifijimayji.
Druhym krokem je fixace barviva prostiednictvim jodu. Nasleduje odbarveni pomoci
rozpoustédla acetonu. V této fazi dojde k rozpusténi lipidové vrstvy gramnegativnich
bakterii a k uvolnéni primarniho barviva. U grampozitivnich bakterii naopak dehydratace
pfispéje k uzavieni porl a zabrani tak vyplaveni fialovo-jodového komplexu, bakterie tak
zUstavaji zabarvené. Poslednim krokem je dobarveni pomoci fuchsinového barviva ¢i
safraninu. Sklicko je vySetfovano mikroskopem pod olejovou imerzi pomoci objektivu

X100. (Tripathi a Sapra, 2024)

8.2.2 Detekce bakteriocinogenie pomoci vpichového testu

Nejdiive byly zjistovany antimikrobidlni G¢inky bakteriocini vic¢i geneticky pfibuznym
bakteriim. V dal§im kroku byly sledovany antimikrobidlni u¢inky bakteriocinii vuci

nekterym patogennim/podminéné patogennim bakteriim.
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Detekce bakteriocinogenie s citlivymi kmeny

Pidy s MRS agarem byly naockovany vpichem testovanymi produkénimi kmeny bakterii
mlécného kvaseni a byly kultivovany 48 hodin pii teploté 37 °C za anaerobnich podminek.
Nasledn¢ byly bakterie usmrceny parami chloroformu. Na vicko Petriho misky byl
pipetovan 1 ml chloroformu a po uplynuti 30 minut byly misky otevieny, aby doslo k unikani
ptebytecnych par chloroformu. Nasledovalo pteliti misek 3 ml MRS soft agaru s obsahem
0,3 ml bakteridlni suspenze citlivého kmene o hustot¢ 0,5 McF. Pro detekci
bakteriocinogenie v ramci tohoto experimentu byly pouzity citlivé kmeny CCDM 717 a
CCDM 832. Bakteridlni suspenze byla pfipravena standardné ve zkumavce smichanim
malého mnozstvi bakterie a fyziologického roztoku a jeji hustota byla méfena na
densilametru. Po 24 h anaerobni kultivaci pfi teploté 37 °C byly vyhodnocovany a méfeny

inhibi¢ni zony, které byly utvoteny kolem nértstu produkéniho kmene.
Detekce bakteriocinogenie s patogeny

Produkéni kmeny bakterii mlécného kvaseni byly vpichem ockovany do misek s MRS
agarem. Po 24 h kultivaci pfi teploté 37 °C za anaerobnich podminek byly bakterie usmrceny
parami chloroformu. Po usmrceni byly misky ptelity 3 ml BHI soft agaru s 0,3 ml bakteridlni
suspenze indikatorového mikroorganismu o hustot¢ 1 McF. Pii ptipravé BHI agaru byl
namisto vody pouzit sodnofosfatovy pufr, aby doslo k eliminaci dalSich antimikrobidlnich
produkti LAB, jako je naptiklad kyselina mlé¢na, které by mohly vykazovat faleSn¢
pozitivni vysledek produkce bakteriocinll. Pro sledovani aktivity bakteriocini v ramci
tohoto testu byly pouzity kmeny Staphylococcus aureus, Escherichia coli a Bacillus cereus.
Inkubace probéhla podle podminek indikatorového mikroorganismu, pro Staphylococcus
aureus, Escherichia coli 37 °C aerobné, pro Bacillus cereus 30 °C aerobné. Po kultivaci byly

opét zjistovany a méfeny inhibicni zony tvorené okolo nartstu produkéniho kmene.
8.3 Experiment II

8.3.1 Izolace a purifikace bakterialni DNA

Sbirkové kmeny mlécnych bakterii byly preo¢kovany z pevnych ptid do MRS bujonu a byly
kultivovany 48 h pti 37 °C anaerobné. Poté co doSlo k pomnoZeni bakterii byla bakterialni

suspenze pouzita k izolaci DNA pomoci komer¢ni soupravy NucleoSpin® Tissue.

Postup:
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- 2 ml bakteridlni suspenze bylo odméieno do mikrozkumavky. Obsah zkumavky byl

centrifugovan 5 minut pii 8000x g.

- Po odstranéni supernatantu bylo pfidano 360 ul Bufferu T1, ve kterém byla peleta
bakterialnich bun¢k resuspendovdna a bylo pfiddno 40 pl lysozymu. Obsah

zkumavky byl promichédn a inkubovan 15 minut pfi teploté 37 °C.

- Po inkubaci bylo ke smési pfiddno 50 pl proteindzy K. Smés byla smichana a

inkubovéana pii 56 °C pies noc.

- Po inkubaci byla smés rozmichéana a bylo k ni pfidano 200 pl Bufferu B3. Smés byla

opét promichana a inkubovéna pii 70 °C po dobu 10 minut.

- Po inkubaci byla smés centrifugovana pti 11 000x g po dobu 5 minut a vznikly

supernatant byl pfemistén do kolonek.

- K supernatantu bylo ptiddno 210 pul 96 % ethanolu. Smés byla dobfe promichéna a
nasledné centrifugovéana pii 14 000x g po dobu 1 minuty. V tomto kroku doslo

k navazani DNA na membranu kolonky.

- Kolonka byla pfemisténa do nové zkumavky. Do kolonky bylo pfidano 500 pl
promyvaciho Bufferu BW a obsah byl centrifugovan pti 11 000x g po dobu 1 minuty.

- Nasledoval dalsi promyvaci krok pomoci 600 pl Bufferu B5. Obsah byl
centrifugovan pfi 11 000x g po dobu 1 minuty. Prefiltrovana kapalina byl vylita a

centrifugace byla zopakovana jesté jednou.

- Kolonka byla pfenesena do cisté zkumavky. Do kolonky bylo napipetovano 50 pl
Bufferu BE, ktery byl pfedem zaht4t na 70 °C. Smés se ponechala inkubovat 5 minut

pii laboratorni teploté.

- Po inkubaci byla smés centrifugovana pii 11 000x g po dobu 5 minut, aby doslo

k uvolnéni DNA z membrany kolonky do pufru.

Cistota a koncentrace izolované DNA byla mé&fena pomoci spektrofotometru Infinite 200
PRO (Tecan) pti vlnové délce 260 nm. Cista DNA méla mit hodnotu v rozmezi 1,8 —

2,0. Koncentrace byla zméfena v ng/ul.

- Do 12 jamek desticky Nano Quant, ktera je soucasti soupravy, byly pipetovany 2 pl

blanku (Buffer BE) a byla zmétena absorbance.
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- Desticka byla ocisténa pomoci ethanolu a nasledné bylo pipetovano po 2 pl vzorku

DNA a byla zmétena absorbance.

8.3.2 Genotypizace bakteriocinii metodou PCR

PCR metoda slouzila pro amplifikaci hledané¢ho useku DNA. Pro genotypizaci bakteriocint
byly pouzity dva druhy primert S1 a S2 navrzené podle Darbandi et al., (2021) a Macwana
a Muriana, (2012), jejichz sekvence jsou uvedeny v tabulce 5. Vysledny PCR produkt mél
délku okolo 100 bp. PCR reakce probihala v reakénim objemu 25 ul. SloZeni reakéni smési
je uvedeno v tabulce 6. VWR Red Taq DNA Polymerase Master Mix obsahoval chlorid
hotecnaty, Taq polymerazu, deoxynukleotidy (ANTP), inertni Cervené barvivo a stabilizator.
Ptiprava PCR smési probihala v PCR boxu, aby nedoslo ke kontaminaci vzorku cizorodou

DNA. PCR reakce probihala v termocykleru Aeris™. Podminky jednotlivych reakénich fazi

PCR reakce jsou uvedeny v tabulce 7.

Tabulka 5: Sekvence a charakteristika primeru

Sekvence 5¢- 3¢

Bakteriocin

Publikace

S1 | TGCGGTTATCAGTATGTCAAAG

Plantaricin G

Darbandi et al., 2021

S2 | CTAGAAAAGATCTCTGGCGGTG

Plantaricin A

Macwana a Muriana, 2012

Tabulka 6: Slozeni reakcni smési pro PCR

Slozky Objem [ul] koncentrace
VWR Red Tag DNA Polymerase 12,5 1x koncentrovany
Forward primer 0,5 10x zfedény
Reverse primer 0,5 10x zfedény
Templatova DNA 1 -
Sterilni voda pro PCR 10,5 -
Celkem 25 -

Tabulka 7: Podminky jednotlivych reakcnich fazi PCR

Faze PCR Teplota [°C] Cas [min]
Pocatecni denaturace 95 2:00
Denaturace 95 0:30
Annealing 58 0:30
Elongace 72 1:00
Opakovani cyklu 35x
Konec¢na elongace 72 5:00
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8.3.3 Elektroforéza

Elektroforéza v agar6zovém gelu slouzila k vyhodnoceni PCR produktt.

Postup:

- Pro ptipravu 1,5 % gelu bylo smichano 200 ml TAE pufru (50 x TAE: 2 M Tris, 0,05
M EDTA Na2, 1 M kyselina octova, Sigma-Aldrich) a 3 g agar6zy.

- Sm¢s byla piivedena k varu zahfivanim v mikrovinné troub¢.

- Po kratkém ochladnuti gelu byl pfidan ethidium-bromid (latka umoziujici

vizualizaci DNA pfi elektroforéze).

- Takto ptipraveny gel byl vylit do elektroforetické vany s hiebinky a nechal se

ztuhnout.

- Po zatuhnuti gelu byly hiebinky vyjmuty a gel byl pfemistén do prostfedi 1x

koncentrované¢ho TAE pufru.

- Do jamek v gelu byly nanaseny 4 ul produktu PCR reakce a 4 ul standardu (100bp
DNA marker).

- Elektroforeticka separace probihala pfi napéti 90 V, 90 minut.
- Po ukonceni elektroforézy byl gel pfemistén do translumindtoru pod UV svétlo.

- PCR produkty byly vyhodnoceny prostfednictvim fotodokumentacniho systému
GeneSnap.
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9 VYSLEDKY A DISKUZE

9.1 ExperimentI

9.1.1 Barveni podle Grama

Sbirkové kmeny bakterii mlécného kvaSeni byly identifikovany jako grampozitivni bakterie

ve tvaru ty¢inek. Stejné tak definuje bakterie mlééného kvaSeni Wang et al., (2021).

9.1.2 Detekce bakteriocinogenie pomoci vpichového testu
Detekce bakteriocinogenie s citlivymi kmeny

V této praci byly sledovany inhibi¢ni G¢inky bakteriocinii vybranych sbirkovych kmeni
pomoci vpichového testu. Celkem bylo otestovano 52 kmenil bakterii mlééného kvaseni,
které byly klasifikovany v Sesti riznych rodech — Lacticaseibacillus, Lactobacillus,
Lactiplantibacillus, Latilactobacillus, Lactilactobacillus, Lentilactobacillus. K detekci
bakteriocinogenie byly pouzity citlivé kmeny 717 Lactilactobacillus sakei subsp. sakei a 832
Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans. Kazdy potencidlni produkéni kmen byl
testovan 2x vzdy ve 2 opakovanich. Cilem bylo vyhodnotit a néasledné zméfit velikosti
pramérd inhibi¢nich zoén, které byly tvoreny okolo vpichu produkéniho kmene. Jejich
vysledné hodnoty jsou uvedeny v tabulce 8.

Tabulka 8: Namerené hodnoty velikosti priimeérii inhibicnich zon vytvorenych
produkcnimi kmeny

cCDM | velikost zony CCDM 832 @ (mm) | velikost zony CCDM 717 @ (mm)
1. pokus 2. pokus 1. pokus 2. pokus
145 0 0 15+0,2 22+0,3
148 0 0 35+0,3 32+0,3
154 0 0 0 0
157 23+0,5 15+0,2 33+04 50+0,5
178 15+04 12+0,3 20+0,5 40+ 0.4
181 20+ 0,4 18+0,2 17+04 9+0,5
183 32+0,2 20+02 42£02 40+ 02
184 38+£0,5 3604 40+ 0,3 42+ 0,4
186 19+£0,3 0 24+ 0,3 21£0,5
187 0 0 30+0,2 41+0,3
188 0 0 0 0
191 0 0 35+0,5 70+ 0,1
193 47+0,2 45+ 0,3 56 +0,4 58+0,3
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Tabulka 8: Namerené hodnoty velikosti primeérii inhibicnich zon vytvorenych

produkcnimi kmeny (pokracovani)

ccDM | velikost zony CCDM 832 @ (mm) | velikost zony CCDM 717 @ (mm)
1. pokus 2. pokus 1. pokus 2. pokus
194 0 0 0 0
195 18+ 0.4 20+0,3 31405 32405
197 0 0 0 0
198 0 0 0 0
199 48 £0,2 39+4 58+0,3 56+0,2
217 18+04 11+3 56+0,3 58+0,3
289 16+0.3 12+4 20+ 0.4 15+0.,5
336 10+0.4 12+3 16+02 70,4
339 0 0 8+0,2 5+£0,2
364 0 0 35+0,5 48 +0,3
375 0 0 42 +0,5 47 +0,5
381 0 0 30+04 42+0,3
383 0 25+5 40+02 39+ 04
384 0 0 19+0,3 26+03
385 0 0 44+02 46+03
387 0 0 46 + 0,4 57+0,2
388 0 0 63+0,3 65+0,2
391 40+ 04 0 27+0,5 24+04
393 5+£0,2 0 0 7+0,2
394 0 0 0 0
406 12+0,4 19+02 8+0,2 40+02
422 35+0,3 26+0,3 37+0,4 41+0,3
476 18+0,5 22+0,3 27+0,3 224+0,2
535 0 0 21+0,5 15+04
579 25+0,3 22+0,2 12+04 19+0,5
650 0 0 2+0,3 9+0,2
741 0 0 0 0
776 18+0,4 31+£0,3 32+£0,5 36£0,5
792 10£0,3 5+£0,2 34+£0,2 40+ 0,2
807 6+0,5 11+02 0 0
821 32+0,3 27+0,2 39+04 41+0,3
828 47+0,5 52+0,3 50+0,6 52+0,5
834 0 0 31£0,2 26+0,2
888 0 0 16 +0,3 9+0,2
963 A 26+0,3 24 +0,2 47+0,5 43+ 0,4
963 B 45+ 0,4 35+0,3 35+0,3 36+0,3
982 55+0,6 42+0,3 48 +0,2 45+0,3




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 41

Z vysledki, které jsou uvedeny v tabulce 8, je patrné, ze testovani bakteridlni producenti
dokézaly lépe inhibovat rist citlivého kmene 717 Lactilactobacillus sakei subsp. sakei.
Inhibi¢ni zony byly zaznamenany u 44/52 bakteridlnich producenti. Nejvyssi inhibi¢ni
ucinky byly zaznamenany u kmene 388 Lactiplantibaicllus plantarum izolovaného z koziho
syra. Stejn¢ tak 1 Todorov a Dicks, (2006) potvrzuji ve své studii potlaceni aktivity
Lactilactobacillus sakei subsp. sakei u¢inkem produkénich kment bakterii mlécného
kvaSeni. Rust citlivého kmene 832 Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans dokazalo
inhibovat 29/52 bakterialnich producentl, pficemz nejvyssi inhibi¢ni Gc¢inek, vyplyvajici z
vyslednych primért inhibi¢nich zén, vykazoval kmen 828 Lentilactobacillus hilgardii

izolovany z vina.
Detekce bakteriocinogenie s patogeny

Vybrané produkéni kmeny, u kterych byly zaznamenany inhibi¢ni u¢inky vuci citlivym
kmeniim, byly podrobeny dal§im testim. Také Trmci¢ et al., (2008) zminuje, ze myslenka
pouziti bakteriocinogennich kmenti k inhibici technologicky nezadoucich bakterii, které
predstavuji zdravotni riziko, neni nova. Cilem bylo zjistit, zda tyto bakteriociny vykazuji
antibakterialni aktivitu vici nékterym patogennim/podminéné patogennim bakteriim.
Otestovano bylo celkem 30 produkcénich kmend bakterii mlééného kvaSeni. Kazdy
potencidlni produkéni kmen byl testovan 2x. Jako indikatorové mikroorganismy byly
pouzity kmeny Bacillus cereus, Staphylococcus aureus a Escherichia coli. Vyhodnoceni
probé&hlo stejné jako v predchozim piipadé, opét byly zjist€ny a zméteny velikosti primeért
inhibi¢nich zén vytvofenych kolem vpichu produkéniho kmene. Vysledné hodnoty jsou

zaznamenany v tabulce 9.

Tabulka 9: Namerené hodnoty velikosti pruméru inhibicnich zon

Bacillus cereus Escherichia coli Staphylococcus aureus
velikost zony CCM O velikost zony CCM O velikost zony CCM O
14 7+0,3 49 +0,4 0
14 0 60 +0,5 0
15 19+0,2 25+0,3 16 £0,5
17 47+04 35+0,2 25+04
18 14+£0,3 0 0
18 5+£0,5 45+0,2 15+£0,5
18 8+£0,3 26+0,3 13+£0,2
18 7+0,2 21+0,5 0
19 20+ 0,4 11+0,3 0
19 17+0,5 0 15+0,2
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Tabulka 9: Namerené hodnoty velikosti primeérii inhibicnich zon (pokracovani)

CCDM Bacillus cereus Escherichia coli Staphylococcus aureus
velikost zony CCM @ | velikost zony CCM @ | velikost zony CCM O
195 19+04 42+0,3 16 +£0,2
199 29+04 45+0,3 0
289 20+0,2 28 £0,5 0
339 12+0,6 23+0,3 11+0,2
364 17+0,2 0 0
381 57+0,4 50+0,3 18+04
383 10+ 0,5 0 20+0,2
384 15+0,2 0 22+0,3
387 0 10+0,5 0
391 27+04 55+04 0
406 0 0 0
422 10+0,3 30+0,5 21+04
476 12+0,2 29+0,3 0
776 4+0,3 23+0,2 21+0,3
792 70 +£0,2 19+0,2 0
821 41+0,5 5104 18+0,5
963 A 14+0,2 16+0,3 0
963 B 25+04 12+0,2 39+0,5

Z vysledki uvedenych v tabulce 9 vyplyva, Ze bakteriociny vybranych sbirkovych kment
vykazovaly nejvyssi antimikrobidlni aktivitu vi¢i patogenu Bacillus cereus. Jeho rust
dokazalo inhibovat 27/30 testovanych produk¢nich kment. Mgomi et al., (2023) ve své
studii uvadi, Ze druhy Lactiplantibacillus plantarum a Lacticaseibacillus paracasei
vykazovaly proti t€émto patogennim bakteriim silny antibakteridlni uc¢inek v rozsahu 8,9 do
9,2 mm inhibi¢ni zény. V naSem experimentu se u téchto kment velikost zony pohybovala
od 5 do 70 mm. Nejslabsi antimikrobidlni aktivita byla zaznamenana u Staphylococca
aurea, jehoz riist inhibovalo pouze 16/30 testovanych producentii. Zajimavé je, ze Todorov
a Dicks, (2006) beéhem svého testovani mlécnych bakterii nedetekovali zddny kmen, ktery
by inhiboval riist patogenni bakterie Staphylococcus aureus. Rist podminéné patogenni
bakterie Escherichia coli potlacilo 24/30 testovanych produkénich kmend. Mgomi et al.,
(2023) wuvadi, ze Lactiplantibacillus plantarum 1 Lacticasei paracasei projevily
antibakterialni aktivitu viici bakteriim Escherichia coli a Staphylococcus aureus. V naSem
pfipad¢ byly zony méfitelné pouze u kmene Lactiplantibacillus plantarum. Kmen

Lacticaseibacillus paracasei sub. paracasei antibakterialni aktivitu neprojevil.
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Pouze 11/30 testovanych produkénich kmend dokazalo inhibovat rtst vSech tfech
indikatorovych bakterii, z nichz vétsina byla rodu Lactiplantibacillus. Ptitomnost vice nez
jednoho genu zodpovédného za produkci bakteriocinli neni pro bakteridlni kmen véci
ojedinélou, coz dokazuji nejen vysledky této prace, ale 1 mnoho studii, jako naptiklad

Todorov et al., (2013).

Obrazek 2: Vpichovy test: aktivita bakteriocinii projevujici se vytvorenim inhibicni zony
kolem produkcniho kmene

9.2 Experiment I1

9.2.1 Genotypizace bakteriocinii metodou PCR

K detekci bakteriocinovych genli byla pouzita metoda PCR za pouziti primertt S1 a S2.
Jejich sekvence jsou uvedeny v tabulce 5. Amplifikované produkty byly vizualizovany
pomoci elektroforézy v 1,5 % agardézovém gelu obarveném ethidium bromidem. Ziskany

produkt byl dlouhy 100 bp.
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00D = o o o o s S oy oy - o

M1 2 3 456 78 910111213 141516M

100 bp — :-:-'--—-—-——-— —— - —— —

M 17 18 19 20 21 22 2324 2526 27 28 29 30 31 32 M

100 bp — = v o - -

M 33 34 35 36 3738 M

Obrazek 3: PCR produkty ziskané amplifikaci pomoci primeru S1

draha M — marker, draha 1-37 - vzorky (tab. 10), draha 38 — negativni
kontrola

Ziskané vysledky jsou zpracovany v tabulce 10.

Tabulka 10: Vysledky genotypizace bakteriocinii pri pouZiti primeru S1

Drdha| vzorek | pfitomnost genu |draha vzorek pfitomnost genu
1 |145 CCDM + 20 | 381 CCDM +
2 148 CCDM + 21 | 383 CCDM +
3 |154 CCDM + 22 | 384 CCDM +
4 |157 CCDM + 23 | 385 CCDM +
5 |178 CCDM + 24 | 387 CCDM +
6 |183 CCDM + 25 | 388 CCDM +
7 184 CCDM + 26 | 394 CCDM -
8 |186 CCDM + 27 | 391 CCDM +
9 [188 CCDM + 28 | 422 CCDM +
10 | 191 CCDM + 29 | 535 CCDM +
11 194 CCDM + 30 | 650 CCDM +
12 195 CCDM + 31 | 792 CCDM +
13 199 CCDM + 32 | 807 CCDM +
14 198 CCDM + 33 | 821 CCDM +
15 |217 CCDM + 34 | 892 CCDM +
16 |289 CCDM + 35 |963 A CCDM +
17 339 CCDM + 36 |963 B CCDM +
18 |364 CCDM + 37 | 982 CCDM +
19 |375 CCDM + 38 negativni kontrola
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Testovani byly podrobeny bakteridlni kmeny klasifikované ve ¢tyfech riznych rodech:
Lactobacillus, Lactiplantibacillus, Latilactobacillus a Lacticaseibacillus. 7 vysledkl
uvedenych v tabulce 10 vyplyva, ze gen kodujici produkci plantaricinu G byl zjistén u 36/37
testovanych produkcénich kment bakterii mlééného kvaseni. Pouze u kmene 394
Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei byl vysledek na ptitomnost genu negativni,
pro kmen 792 vsak identifikovatelny byl, coz indikuje, ze pfitomnost tohoto genu byla u
rodu Lacticaseibacillus kmenove zavisla. Kmen 394 zaroven nevykazoval antimikrobidlni
aktivitu vaci citlivym kmentim 717 a 832, ktera byla zjistovana pomoci vpichového testu.
Darbandi et al., (2021) ve svych vysledcich uvadi, ze geny kodujici syntézu plantaricinu G
byly indetifikovatelné u 50 % testovanych produkénich kment bakterii mlééného kvaseni a
vétSinu z nich predstavovaly kmeny Lactiplantibacillus plantarum. V naSem experimentu
byl plantaricin G identifikovatelny u vSech testovanych kmenl Lactiplantibacillus
plantarum. U vzorka 154, 188, 217, 364, 375, 385, 535 a 792 byly vedle Zadoucich produkta
vytvoreny i nezaddouci produkty, které nedosahovaly délky 100 bp — tzv. primer dimery.
Dtvodem vzniku téchto produktl jsou obvykle nevhodné navrzené primery. Tyto primery
obsahuji ve svém useku komplementéarni baze, v diisledku toho miize dojit v pribéhu PCR
reakce k jejich spojeni, zatnou se chovat jako templaty a jsou amplifikovany spolu

s zddoucimi produkty.

100 bp—

M1234 5678 M9%910111213141516M

100 bp—

M1718 19202122 23 24 M 25 26272829 30 313233 M

Obrazek 4: PCR produkty ziskané amplifikaci pomoci primeru S2
draha M — marker, draha 1-32 - vzorky (tab. 11), draha 33 — negativni kontrola
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Ziskané vysledky jsou zpracované v tabulce 11.

Tabulka 11: Vysledky genotypizace bakteriocinu pri pouZiti primeru S2

Drdha| vzorek |pfitomnost genu|drdha| vzorek |pfitomnost genu
1 |145CCDM + 17 |339 CCDM +
2 |148 CCDM + 18 |364 CCDM +
3 |154 CCDM - 19 |375 CCDM +
4 157 CCDM + 20 |381 CCDM +
5 |178 CCDM + 21 |383 CCDM +
6 |183 CCDM + 22 384 CCDM +
7 |184 CCDM - 23 |385 CCDM +
8 |186 CCDM + 24 |387 CCDM +
9 |[188CCDM + 25 |388 CCDM +
10 |191 CCDM - 26 |394 CCDM +
11 {194 CCDM - 27 {391 CCDM -
12 {195 CCDM - 28 |406 CCDM +
13 | 198 CCDM - 29 422 CCDM +
14 | 199 CCDM + 30 |476 CCDM +
15 (217 CCDM - 31 |535 CCDM +
16 |289 CCDM + 32 | 650 CCDM +

Stejné tak jako v pfedchozim piipadé byly testovany bakteridlni kmeny klasifikované ve
¢tyfech rGznych rodech: Lactobacillus, Lactiplantibacillus, Latilactobacillus a
Lacticaseibacillus. Z vysledka, které jsou uvedeny v tabulce 11 lze vyvodit, Zze gen kddujici
produkeci plantaricinu A byl identifikovatelny u 24/32 testovanych kment bakterii mlééného
kvaseni, tedy u 75 % producentii. Darbandi et al., (2021) uvadi, ze geny koédujici produkci
plantaricinu A byly identifikovatelné u 20 % produkénich kmenti. Pfitomnost genu byla
zjisténa u kmene 364 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, zatimco u kmene 154
nikoliv. Stejny piipad byl zaznamenan 1 u kmentl Lactobacillus acidophilus pod oznacenim
217 a 406. Podle zminénych vysledkt Ize tedy fict, Ze pfitomnost tohoto genu byla u rodu
Lactobacillus kmenové zavisla. U bakteridlnich kmena Lactiplantibacillus plantarum
znacenych Cisly 184, 191, 194, 195 a 391 byly vysledky na pfitomnost genu negativni,
zatimco pro ostatni otestované kmeny Lactiplantibacillus plantarum vysly pozitivné, coz
znamena, ze i u rodu Lactiplantibacillu byla ptitomnost genu kmenové zavisla. Kmenova
zavislost byla zaznamenéna i u rodu Lacticaseibacillus, kterou dokazuje pfitomnost genu u

kmene 199 Lacticaseibacillus casei subsp. casei a jeho nepfitomnost u kmene 198.
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U 17/32 vzorkt vznikly vedle zadoucich produkti opétovné primer dimery. Kromé nich byl
u nékterych vzorkii zaznamenan vznik nespecifickych produktt. Jednalo se o kmeny pod
oznacenim 145, 178, 183, 186, 188, 191, 194, 199, 217, 364, 381, 383, 385, 387, 388, 391,
476, 535. Nekteré z nespecifickych produkti dosahovaly délky az 500 bp. Pti¢inou jejich
vzniku byvé nejcasteji nizka teplota pii nasedani primerd. Jejich vzniku by se dalo ptredejit
pouzitim touchdown PCR, jejiz princip spocivé v postupném sniZzovani a tim i optimalizaci

teploty annealingu.
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ZAVER
Bakteriociny jsou antimikrobialni latky bilkovinné povahy syntetizované prostfednictvim

ribozomu. Jejich nejvyznamnéj$imi producenty jsou bakterie mlé¢ného kvaseni. Tyto latky

jsou aktivné zkoumany hlavné z divodu vznikajici rezistence na antibiotika.

Hlavnim cilem této prace byla genotypizace bakteriocini u potravindisky vyznamnych
bakterii. Genova typizace bakteriocinil byla provedena metodou PCR. Experimentalni ¢ast
byla rozdélena na dvé casti. V experimentu I byla prace zaméiena na sledovani
antimikrobialniho ucinku bakteriocinti vii¢i piibuznym druhtim bakterii mlé¢ného kvaseni,
ale také viaci ncékterym patogennim/podminéné patogennim bakteriim prostiednictvim
kultivaénich metod. Jako kultiva¢ni metoda byla zvolena metoda vpichu, kde se aktivita
bakteriocinll projevila vytvofenim tzv. inhibi¢ni zény kolem nartstu produkéniho kmene.
Testovani byly podrobeny sbirkové kmeny CCDM bakterii mlééného kvaseni spolu

s patogennimi/podminén¢ patogennimi kmeny CCM.

Na zékladé experimentalnich vysledkli bylo zjisténo, Ze gen zodpovidajici za produkci
plantaricinu G byl identifikovatelny pro vSechny testované rody: Lactobacillus,
Lactiplantibacillus,  Lactilactobacillus a  Lacticaseibacillus, pificemz u rodu
Lacticaseibacillus byla jeho ptitomnost kmenove zavisla (Lacticaseibacillus paracasei
subsp. paracasei). Gen kodujici syntézu plantaricinu A byl téz identifikovatelny pro v§echny
testované rody a jeho pfitomnost byla kmenoveé zavisla u rodt Lactobacillus (Lactobacillus
delbrueckii  subsp.  bulgaricus,  Lactobacillus  acidophilus), Lacticaseibacillus

(Lacticaseibacillus casei subsp. casei) a Lactiplantibacillus (Lactiplantibacillus plantarum).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 49

SEZNAM POUZITE LITERATURY

BHATTACHARYA, Dipanwita, NANDA, Pramod Kumar; PATEIRO, Mirian;
LORENZO, José M.; DHAR, Pubali et al., 2022. Lactic Acid Bacteria and Bacteriocins:
Novel Biotechnological Approach for Biopreservation of Meat and Meat Products.
Online. Microorganisms.  Ro¢. 10, ¢ 10. ISSN  2076-2607.  Dostupné
z: https://doi.org/10.3390/microorganisms10102058.

BROGDEN, Kim A., 2005. Antimicrobial peptides: pore formers or metabolic inhibitors in
bacteria? Online. Nature Reviews Microbiology. Roc. 3, ¢. 3, s. 238-250. ISSN 1740-1526.
Dostupné z: https://doi.org/10.1038/nrmicro1098.

CINTAS, L M; RODRIGUEZ, J M; FERNANDEZ, M F; SLETTEN, K; NES, I F et al,,
1995. Isolation and characterization of pediocin L50, a new bacteriocin from Pediococcus
acidilactici with a broad inhibitory spectrum. Online. Applied and Environmental
Microbiology. Ro¢. 61, ¢ 7, s. 2643-2648. ISSN 0099-2240. Dostupné
z: https://doi.org/10.1128/aem.61.7.2643-2648.1995.

DABA, Ghoson Mosbah a ELKHATEEB, Waill Ahmed, 2024. Ribozomaln¢ syntetizované
bakteriociny bakterii mlééného kvaseni: Jednoduchost, a pfitom Siroky potencial — prehled.
Online. International Journal of Biological Macromolecules.

Roc¢. 256. ISSN 01418130. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.ijjbiomac.2023.128325 .

DARBANDI, Atich; ASADI, Arezoo; MAHDIZADE ARI, Marzich; OHADI, Elnaz;
TALEBI, Malihe et al., 2022. Bacteriocins: Properties and potential use as antimicrobials.
Online. Journal of Clinical Laboratory Analysis. Ro¢. 36, ¢. 1. ISSN 0887-8013. Dostupné
z: https://doi.org/10.1002/jcla.24093.

DARBANDI, Atieh; GHANAVATI, Roya; ASADI, Arezoo; MIRKLANTARI, Siva;
HASANNEJAD-BIBALAN, Meysam et al., 2021. Prevalence bakteriocinovych gent u
kment Lactobacillus izolovanych ze vzorka stolice zdravych jedinch a jejich inhibiéni
Gi¢inek proti alimentarnim patogentim. Online. fransky Zurnal zakladnich lékaiskych véd.
Ro¢. 24, ¢. 8, s. 1117-1125. Dostupné z: https://doi.org/10.22038/ijbms.2021.53299.11998 .
DELGADO, Amélia; BRITO, Dulce; FEVEREIRO, Pedro; TENREIRO, Rogério a PERES,
Cidalia, 2005. Bioactivity quantification of crude bacteriocin solutions. Online. Journal of

Microbiological Methods. Ro¢. 62, ¢ 1, s. 121-124. ISSN 01677012. Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/j.mimet.2005.01.006.


https://doi.org/10.3390/microorganisms10102058
https://doi.org/10.1038/nrmicro1098
https://doi.org/10.1128/aem.61.7.2643-2648.1995
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2023.128325
https://doi.org/10.1002/jcla.24093
https://doi.org/10.22038/ijbms.2021.53299.11998
https://doi.org/10.1016/j.mimet.2005.01.006

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 50

TRIPATHI, Nishant a SAPRA, Amit, 2024. Gramovo barveni. Online. In: Ostrov pokladii
(FL). StatPearls Publishing, s. 1-12. Dostupné
z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK562156/.

GU, Qing, 2023. Bacteriocins. 1. Springer Singapur. ISBN 978-981-99-2661-9.

GUO, Xing; MA, Lingling; QIAO, Zhu; LUO, Lingli; ZHANG, Yu et al. The antibacterial
mechanism of the novel bacteriocin LpH25 and the synergistic preservation effect of this
bacteriocin and Nisin in fresh milk. Online. LWT. 2024, ro¢. 194. ISSN 00236438. Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/j.1wt.2024.115766.

HERNANDEZ-GONZALEZ, Juan Carlos; MARTINEZ-TAPIA, Abigail; LAZCANO-
HERNANDEZ, Gebim; GARCIA-PEREZ, Blanca Estela a CASTREJON-JIMENEZ,
Nayeli Shantal, 2021. Bakteriociny z bakterii mlééného kvaSeni. Vykonna alternativa jako

antimikrobidlni, probiotika a imunomodulatory ve veterinarni mediciné. Online. Zvifata.

Ro¢. 11, ¢. 4. ISSN 2076-2615. Dostupné z: https://doi.org/10.3390/ani11040979 .

HUANG, Huey W., 2000. Action of Antimicrobial Peptides: Two-State Model.
Online. Biochemistry. 2000-07-01, ro€. 39, €. 29, s. 8347-8352. ISSN 0006-2960. Dostupné
z: https://doi.org/10.1021/b10009461.

LAHIRI, Dibyajit; NAG, Moupriya; DUTTA, Bandita; SARKAR, Tanmay; PATI,
Siddhartha et al. Bacteriocin: A natural approach for food safety and food security.
Online. Frontiers in Bioengineering and Biotechnology. 2022, ro¢. 10. ISSN 2296-4185.
Dostupné z: https://doi.org/10.3389/fbioe.2022.1005918.

LUCKE, Friedrich-Karl, 2024. Overview of Biopreservation. Online. In: Encyclopedia of
Food  Safety. Elsevier, s. 491-498. ISBN  9780128225202.  Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/B978-0-12-822521-9.00075-7.

MACWANA, Sunita J. a MURIANA, Peter M., 2012. 'bacteriocin PCR array' pro
identifikaci strukturnich gent souvisejicich s bakteriocinem u bakterii mlééného kvaseni.
Online. Journal of Microbiological Methods. Ro¢. 88, €. 2, s. 197-204. ISSN 01677012.
Dostupné z: https://doi.org/10.1016/;.mimet.2011.11.008 .

MGOMI, Fedrick C.; YANG, Yi-ran; CHENG, Gen a YANG, Zhen-quan, 2023. Lactic acid
bacteria  biofilms and their antimicrobial potential against pathogenic
microorganisms. Online. Biofilm. Roc¢. 5. ISSN 25902075. Dostupné

z: https://doi.org/10.1016/j.bioflm.2023.100118.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK562156/
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2024.115766
https://doi.org/10.3390/ani11040979
https://doi.org/10.1021/bi000946l
https://doi.org/10.3389/fbioe.2022.1005918
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-822521-9.00075-7
https://doi.org/10.1016/j.mimet.2011.11.008
https://doi.org/10.1016/j.bioflm.2023.100118

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 51

MOSTAFIDI, Mahdieh; SANJABI, Mohammad Reza; SHIRKHAN, Faezeh a ZAHEDI,
Maryam Tamaskani, 2020. A review of recent trends in the development of the microbial
safety of fruits and vegetables. Online. Trends in Food Science &
Technology. Roc. 103, s. 321-332. ISSN 09242244, Dostupné

z: https://doi.org/10.1016/j.tifs.2020.07.009.

NEGASH, Abebe Worku; TSEHAI Berhanu Andualem a FALKINHAM, Joseph. Current
Applications of Bacteriocin.  Online. International  Journal of Microbiology.
2020, ro€. 2020, s. 1-7. ISSN 1687-9198. Dostupne

z: https://doi.org/10.1155/2020/4374891.

NIKU-PAAVOLA, M. -L.; LAITILA, A.; MATTILA-SANDHOLM, T. a HAIKARA, A.,
1999. New types of antimicrobial compounds produced by Lactobacillus plantarum.
Online. Journal of Applied Microbiology. Ro¢. 86, ¢ 1, s. 29-35.ISSN 1364-
5072. Dostupné z: https://doi.org/10.1046/j.1365-2672.1999.00632.x.

OBERG, Taylor S.; MCMAHON, Donald J.; CULUMBER, Michele D.; MCAULIFFE,
Olivia a OBERG, Craig J., 2022. Invited review: Review of taxonomic changes in dairy-

related lactobacilli.  Online. Journal of Dairy Science. Roc. 105, ¢. 4, s. 2750-
2770. ISSN 00220302. Dostupné z: https://doi.org/10.3168/jds.2021-21138.

PEREZ, Rodney H; ZENDO, Takeshi a SONOMOTO, Kenji. Novel bacteriocins from lactic
acid bacteria (LAB): various structures and applications. Online. Microbial Cell Factories.
2014, ro¢. 13, €. S1. ISSN 1475-2859. Dostupné z: https://doi.org/10.1186/1475-2859-13-
S1-S3.

QIAO, Nanzhen; WITTOUCK, Stijn; MATTARELLI, Paola; ZHENG, Jinshui; LEBEER,
Sarah et al., 2022. After the storm—Perspectives on the taxonomy of Lactobacillaceae.
Online. JDS Communications. Ro¢. 3, €. 3, s. 222-227. ISSN 26669102. Dostupné
z: https://doi.org/10.3168/jdsc.2021-0183.

SAR, C; SANTOSO, B; MWENYA, B; GAMO, Y; KOBAYASHI, T et al., 2004.
Manipulation of rumen methanogenesis by the combination of nitrate with B1-4 galacto-
oligosaccharides or nisin in sheep. Online. Animal Feed Science and
Technology. Ro¢. 115, €. 1-2,s. 129-142. ISSN 03778401. Dostupné

z: https://doi.org/10.1016/j.anifeedsci.2004.01.006.

SHAHRIR, Sayyid Zulhelmie; KEE, Phei Er; NG, Hui Suan; TAN, Joo Shun a LAN, John

Chi-Wei, 2024. Evaluation of antimicrobial effect of bacteriocin produced by Lactobacillus


https://doi.org/10.1016/j.tifs.2020.07.009
https://doi.org/10.1155/2020/4374891
https://doi.org/10.1046/j.1365-2672.1999.00632.x
https://doi.org/10.3168/jds.2021-21138
https://doi.org/10.1186/1475-2859-13-S1-S3
https://doi.org/10.1186/1475-2859-13-S1-S3
https://doi.org/10.3168/jdsc.2021-0183
https://doi.org/10.1016/j.anifeedsci.2004.01.006

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 52

acidophilus utilizing molasses and corn steep liquor. Online. Biochemical Engineering

Journal. Ro¢. 205. ISSN 1369703X. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.bej.2024.109266.

SIMONS, Alexis; ALHANOUT, Kamel a DUVAL, Raphaél E. Bacteriocins, Antimicrobial
Peptides from Bacterial Origin: Overview of Their Biology and Their Impact against
Multidrug-Resistant Bacteria. Online. Microorganisms. 2020, ro€. 8, ¢. 5. ISSN 2076-2607.
Dostupné z: https://doi.org/10.3390/microorganisms8050639.

TANG, Huang; HUANG, Wangqgiu a YAO, Yu-Feng, 2023. The metabolites of lactic acid
bacteria: classification, biosynthesis and modulation of gut microbiota. Online. Microbial
Cell. 2023-03-06, ro¢. 10, ¢ 3, s. 49-62. ISSN 23112638. Dostupné
z: https://doi.org/10.15698/mic2023.03.792.

TANG, Zhiru; YIN, Yulong; ZHANG, Youming; HUANG, Ruilin; SUN, Zhihong et al.,
2009. Effects of dietary supplementation with an expressed fusion peptide bovine
lactoferricin—lactoferrampin on performance, immune function and intestinal mucosal
morphology in piglets weaned at age 21 d. Online. British Journal of Nutrition. 2009-04-14,
roC. 101, ¢. 7, S. 998-1005. ISSN 0007-1145. Dostupné
z: https://doi.org/10.1017/S0007114508055633.

TODOROYV, S.D. a DICKS, L.M.T., 2006. Screening for bacteriocin-producing lactic acid
bacteria from boza, a traditional cereal beverage from Bulgaria. Online. Process
Biochemistry. Ro¢. 41, ¢ 1, s. 11-19. ISSN  13595113. Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/j.procbio.2005.01.026.

TODOROYV, Svetoslav D.; RACHMAN, Cinta; FOURRIER, Angélique; DICKS, Leon
M.T.; VAN REENEN, Carol A. et al., 2011. Characterization of a bacteriocin produced by
Lactobacillus sakei R1333 isolated from smoked salmon.
Online. Anaerobe. Ro¢. 17, €. 1, s. 23-31. ISSN 10759964. Dostupné

z: https://doi.org/10.1016/j.anaerobe.2010.01.004.

TODOROYV, Svetoslav Dimitrov; POPOV, Igor; TYDNY, Richard a CHIKINDAS, Michael
Leonidas, 2022. Pouziti bakteriocinli a bakteriocinogennich prospéSnych organismi v

potravinaiskych produktech: vyhody, vyzvy, obavy. Online. Potraviny. Ro¢. 11, €. 19. ISSN
2304-8158. Dostupné z: https://doi.org/10.3390/foods11193145 .

TODOROYV, Svetoslav Dimitrov; VAZ-VELHO, Manuela, DE MELO FRANCO,
Bernadette Dora Gombossy a HOLZAPFEL, Wilhelm Heinrich, 2013. Caste¢na

charakterizace bakteriocinii produkovanych tfemi kmeny Lactobacillus sakei, izolovaného


https://doi.org/10.1016/j.bej.2024.109266
https://doi.org/10.3390/microorganisms8050639
https://doi.org/10.15698/mic2023.03.792
https://doi.org/10.1017/S0007114508055633
https://doi.org/10.1016/j.procbio.2005.01.026
https://doi.org/10.1016/j.anaerobe.2010.01.004
https://doi.org/10.3390/foods11193145

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 53

ze salpicao, fermentovaného masného vyrobku ze severozédpadniho Portugalska.
Online. Kontrola potravin. Ro¢. 30, ¢. 1, s. 111-121. ISSN 09567135. Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2012.07.022 .

TRMCIC, A.; OBERMAIJER, T.; ROGELIJ, I. a BOGOVIC MATIJASIC, B., 2008. Kratké
sd€leni: Na kultufe nezavisla detekce bakteriocinovych genti bakterii mlécného kvaseni ve
dvou tradi¢nich slovinskych syrech ze syrového mléka a jejich mikrobidlnich konsorciich.
Online. Journal of Dairy Science . Ro€. 91, €. 12, s. 4535-4541. ISSN 00220302. Dostupné
z: https://doi.org/10.3168/jds.2008-1396 .

VERMA, Deepak Kumar; THAKUR, Mamta; SINGH, Smita; TRIPATHY, Soubhagya;
GUPTA, Alok Kumar et al., 2022. Bacteriocins as antimicrobial and preservative agents in
food: Biosynthesis, separation and application. Online. Food Bioscience. Ro¢. 46. ISSN 22
124292. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.1b10.2022.101594.

WANG, Yaqi; WU, Jiangtao; LV, Mengxin; SHAO, Zhen; HUNGWE, Meluleki et al.,
2021. Metabolism Characteristics of Lactic Acid Bacteria and the Expanding Applications
in Food Industry. Online. Frontiers in Bioengineering and Biotechnology. 2021-5-

12, ro€. 9. ISSN 2296-4185. Dostupné z: https://doi.org/10.3389/fbioe.2021.612285.

YANG, Wanjie; KANG, Xiaolong; YANG, Qingfeng; LIN, Yao a FANG, Meiying, 2013.
Review on the development of genotyping methods for assessing farm animal diversity.
Online. Journal of Animal Science and Biotechnology. Ro¢. 4, €. 1. ISSN 2049-1891.
Dostupné z: https://doi.org/10.1186/2049-1891-4-2.

ZIMINA, Maria; BABICH, Olga; PROSEKOV, Alexander; SUKHIKH, Stanislav;
IVANOVA, Svetlana et al., 2020. Overview of Global Trends in Classification, Methods of
Preparation and Application of Bacteriocins. Online. Antibiotics (Basel). Ro¢. 9, €. 9, s. 3.

Dostupné z: https://doi.org/10.3390/antibiotika9090553.


https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2012.07.022
https://doi.org/10.3168/jds.2008-1396
https://doi.org/10.1016/j.fbio.2022.101594
https://doi.org/10.3389/fbioe.2021.612285
https://doi.org/10.1186/2049-1891-4-2
https://doi.org/10.3390/antibiotika9090553

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

54

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ABC
ATP

BHI

DNA
EFSA
FDA
GRAS
LAB
MIC
MRS
PCR
QPS
RNA
TAE

Uv

ATP Binding Cassette (ATP transportni protein)
Adenosintrifosfat

Brain heart infusion agar

Base pairs (pary bazi)

Ceska republika

Deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleové kyselina)
Evropsky ufad pro bezpecnost potravin

Utad pro kontrolu potravin a 1&&iv

Generally Recognized as Safe (vSeobecné uznavany jako bezpecny)
Lactic acid bacteria (bakterie mlééného kvaSeni)
Minimalni inhibi¢ni koncentrace

Lactobacillus deMan, Rogosa and Sharpe agar

Polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)
Kvalifikovany piedpoklad bezpe¢nosti

Ribonucleic acid (ribonukleova kyselina)
Tris-acetat-EDTA

Ultraviolet (ultrafialové)
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