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ABSTRAKT 

Tato diplomová práce se zaměřuje na molekulární typizaci bakteriocinů produkovaných 

bakteriálními kmeny izolovanými z potravin, zejména bakteriemi mléčného kvašení (BMK) 

rodů Lacticaseibacillus, Limosilactobacillus a Leuconostoc. Teoretická část poskytuje 

přehled klasifikace bakteriocinů, jejich biosyntézy, mechanismů účinku, významných rodů 

produkující bakteriociny a potenciálního využití jako biokonzervačních látek  

v potravinářství. Praktická část zahrnovala screening antimikrobiální aktivity 133 izolátů 

vůči třem indikátorovým mikroorganismům (Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella oxytoca, 

Klebsiella aerogenes) pomocí agar spot testu. Na základě výsledků antimikrobiální aktivity 

této práce a studie Novotného (2023) bylo vybráno 30 kmenů, které byly následně 

podrobeny molekulární analýze metodou PCR ke zjištění genů kódujících bakteriociny.  

U kmenů Lacticaseibacillus byly detekovány geny lacA, lacB, acdA a bacSJ2-8, zatímco  

u Leuconostoc pseudomesenteroides byly potvrzeny geny mesB, lcck a B-ta11a. Výsledky 

naznačují vysoký biokonzervační potenciál těchto kmenů a podporují jejich možné využití 

v potravinářském průmyslu. 

 

Klíčová slova: antimikrobiální látky, bakteriociny, bakterie mléčného kvašení, PCR, 

molekulární typizace bakteriocinů   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

This diploma thesis focuses on the molecular typing of bacteriocins produced by bacterial 

strains isolated from food, specifically lactic acid bacteria of the genera Lacticaseibacillus, 

Limosilactobacillus, and Leuconostoc. The theoretical part provides an overview of 

bacteriocin classification, biosynthesis, modes of action, key bacteriocin-producing genera, 

and their potential application as natural biopreservatives in the food industry. The 

experimental part involved screening the antimicrobial activity of 133 isolates against three 

indicator microorganisms (Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella oxytoca, and Klebsiella 

aerogenes) using the agar spot test. Based on these results and data from Novotný (2023), 

thirty strains were selected for molecular analysis by PCR to detect genes encoding 

bacteriocins. In Lacticaseibacillus strains, the genes lacA, lacB, acdA, and bacSJ2-8 were 

identified, while Leuconostoc pseudomesenteroides strains carried the mesB, lcck, and  

B-ta11a genes. The results demonstrate the promising biopreservative potential of these 

strains and supporting their future application in food production. 

 

Keywords: antimicrobial substances, bacteriocins, lactic acid bacteria, PCR, molecular 

typing of bacteriocins 
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ÚVOD 

V potravinářském průmyslu hraje bezpečnost a trvanlivost potravin klíčovou roli. Navzdory 

pokrokům v konzervačních technikách, zůstává kažení a kontaminace potravin významnou 

výzvou. Současně se zvyšuje preference spotřebitelů k přírodním a minimálně zpracovaným 

potravinám, což vyvolává potřebu alternativních, přírodních metod konzervace, které 

zachovávají bezpečnost a kvalitu potravin. 

V tomto kontextu se bakteriociny jeví jako slibné biokonzervační látky díky své 

stabilitě, specifické účinnosti proti potravinovým patogenům a nízké pravděpodobnosti 

vzniku rezistence. Výzkum v oblasti bakteriocinů se zaměřuje na identifikaci  

a charakterizaci bakteriocinogenních kmenů, detekci genů pro bakteriociny a studium 

mechanismů jejich účinku. Ačkoli nisin a pediocin PA-1/AcH jsou v současnosti jediné 

bakteriociny s širokým komerčním využitím jako biokonzervanty, mnoho dalších vykazuje 

slibný potenciál pro prodloužení trvanlivosti potravin a kontrolu specifických patogenů 

(např. Listeria monocytogenes). 

Bakterie mléčného kvašení (BMK) představují z hlediska aplikace v potravinářském 

průmyslu obzvlášť atraktivní skupinu mikroorganismů nejen díky své schopnosti 

produkovat antimikrobiální látky, ale především kvůli svému dlouhodobě ověřenému 

bezpečnostnímu profilu. Mnohé druhy BMK, jako jsou zástupci rodů Lactobacillus, 

Lacticaseibacillus, Leuconostoc nebo Limosilactobacillus, jsou řazeny mezi 

mikroorganismy s označením GRAS (Generally Recognized As Safe) nebo mají status QPS 

(Qualified Presumption of Safety). Tyto statusy znamenají, že použití těchto 

mikroorganismů v potravinářských produktech je považováno za bezpečné pro spotřebitele, 

a značně usnadňují jejich komerční využití.  

Tato diplomová práce se zabývá molekulární typizací bakteriocinů u kmenů BMK 

izolovaných z potravin. Hlavním cílem je detekovat geny kódující bakteriociny u vybraných 

kmenů, což přispěje k lepšímu pochopení jejich biokonzervačního potenciálu a k rozvoji 

aplikací v potravinářském průmyslu. 
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1 BAKTERIOCINY  

Bakteriociny jsou obecně definovány jako ribozomálně syntetizované antimikrobiální 

peptidové molekuly, které mohou být enzymaticky modifikované nebo zůstat v nezměněné 

podobě. Produkce bakteriocinů je rozšířená mezi bakteriemi i Archaea, přičemž se 

předpokládá, že 30 % až 99 % druhů může syntetizovat alespoň jeden typ bakteriocinu 

(Reuben a Torres, 2024; Cheruvari a Kammara, 2025). Bakteriociny mají obvykle úzké 

spektrum baktericidní nebo bakteriostatické aktivity proti taxonomicky příbuzným 

bakteriím, avšak v některých případech mohou vykazovat i široké spektrum účinku proti 

nepříbuzným bakteriím. Bakterie produkující bakteriocin obvykle mají mechanismy, které 

zabraňují jejich zabití vlastními bakteriociny, a to buď syntézou proteinů vlastní imunity, 

nebo použitím efluxních pump, případně použitím obou systémů (Reuben a Torres, 2024). 

Termín „bakteriocin“ poprvé zavedl François Jacob v roce 1953, ale výzkum těchto 

antimikrobiálních peptidů sahá až do 20. let 20. století. Prvním objeveným bakteriocinem 

byl kolicin V, který popsal belgický biolog André Gratia (1925) při studiu antagonismu mezi 

kmeny Escherichia coli. Koliciny, tepelně stabilní látky, produkované právě E. coli, byly 

identifikovány pro svou schopnost inhibovat jiné kmeny této bakterie (Daba et al., 2022; 

Banerjee et al., 2022). O několik let později Rogers a Whittier (1928) objevili první 

antimikrobiální látku produkovanou bakteriemi mléčného kvašení. Následně v roce 1947 

Mattick a Hirsch tuto látku izolovali a pojmenovali „nisin“, který je dodnes využíván jako 

přírodní konzervant (Daba et al., 2022). Nisin A bakteriocin produkovaný Lactococcus 

lactis, byl schválen jako bezpečná látka pro lidskou spotřebu Světovou zdravotnickou 

organizací (WHO, World Healt Organization) v roce 1969 a Úřadem pro kontrolu potravin 

a léčiv (FDA, Food and Drug Administration) v roce 1988 (Chan et al., 2023). 

Výskyt bakteriocinů je široký a jejich producenty lze nalézt v konvenčních  

i nekonvenčních zdrojích. Zatímco lidské střevo je považováno za konvenční prostředí pro 

bakteriocinogenní bakterie, mezi nekonvenční zdroje patří půda, voda, potraviny  

a potravinářské výrobky, zvířecí střeva a sliznice (Reuben a Torres, 2024). Ve střevech lidí 

mezi nejčastější producenty bakteriocinů patří zástupci rodu Enterococcus, Escherichia, 

Lactococcus, Pediococcus, Staphylococcus, Streptococcus a laktobacily. Tyto bakterie nejen 

že působí jako první linie obrany proti patogenům, ale jejich bakteriociny mohou také 

přispívat k posílení imunitního systému (Reuben a Torres, 2024). 
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Největší množství dosud identifikovaných a charakterizovaných bakteriocinů pochází 

z bakterií mléčného kvašení (BMK), které se přirozeně vyskytují v mléce a mléčných 

výrobcích. BMK získaly značný vědecký zájem díky svému bezpečnostnímu statusu, který 

je označován jako „obecně uznávaný jako bezpečný“ (GRAS) nebo „kvalifikovaný 

předpoklad bezpečnosti“ (QPS) (Reuben a Torres, 2024). Mezi běžné bakteriocinogenní 

bakterie izolované z mléčných výrobků patří Lactococcus lactis, Lactiplantibacillus 

plantarum, Lactobacillus kefiranofaciens, Levilactobacillus brevis, Enterococcus spp.  

a Streptococcus thermophilus. Brevibacillus brevis a Bifidobacterium lactis jsou nejběžnější 

BMK v syrovém mléce, zatímco Lactobacillus acidophilus je běžně izolován z jogurtu  

a fermentovaných sójových produktů. Obecně platí, že laktokoky, laktobacily a streptokoky 

jsou převládajícími probiotickými bakteriemi v mléčných výrobcích (Darbandi et al., 2022; 

Reuben a Torres, 2024). 

Díky své rozmanitosti, antimikrobiální aktivitě a nízké pravděpodobnosti vzniku 

rezistence jsou považovány za slibnou alternativu k antibiotikům i syntetickým 

konzervantům v potravinářství a medicíně (Jain et al., 2024; Reuben a Torres, 2024). Tyto 

látky nacházejí široké využití jako biokonzervační prostředky a potenciální náhrada 

antibiotik, zejména díky schopnosti eliminovat cílové mikroorganismy při minimálním 

riziku vzniku rezistence. V současnosti je známo, že rezistence vůči bakteriocinům je  

v porovnání s konvenčními antibiotiky poměrně vzácná, což z nich činí atraktivní nástroj  

v boji proti patogenním mikroorganismům (Jain et al., 2024). 

1.1 Bakteriociny vs. antibiotika  

V posledních letech se stále více diskutuje o potřebě nalezení alternativ k antibiotikům, 

zejména v souvislosti s rostoucí rezistencí bakterií na tyto léčiva. Antibiotická rezistence se 

stala závažným globálním problémem veřejného zdraví, neboť patogenní bakterie si 

postupně vyvíjejí mechanismy, které jim umožňují přežít i při expozici vysokým dávkám 

antibiotik (Putri et al., 2024). Podle údajů globálního systému sledování rezistence na 

antibiotika byly v roce 2020 v 66 zemích světa pozorovány vysoké úrovně rezistence (Yu et 

al., 2023), přičemž genetické faktory hrají klíčovou roli v přenosu rezistentních genů mezi 

buňkami, kmeny a druhy bakterií. Kromě toho dlouhodobé užívání antibiotik nejenže 

podporuje vývoj rezistence, ale také ovlivňuje mikrobiotu a může vést k negativním 

vedlejším účinkům na lidské zdraví. Jednou z perspektivních alternativ k antibiotikům jsou 
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bakteriociny, které vykazují antimikrobiální aktivitu a zároveň minimalizují riziko vzniku 

rezistence (Putri et al., 2024). 

Bakteriociny jsou sloučeniny podobné antibiotikům, které vykazují antimikrobiální 

nebo terapeutické vlastnosti. Navzdory podobnostem existuje několik rozdílů mezi 

bakteriociny a antibiotiky, které shrnuje Tabulka 1 (Putri et al., 2024). Jeden z rozdílů 

spočívá v syntéze – zatímco antibiotika jsou sekundárními metabolity vznikající činností 

enzymových komplexů, bakteriociny jsou syntetizovány ribozomálně (Gradisteanu 

Pircalabioru et al., 2021; Al-Omari et al., 2022; Putri et al., 2024). Výhodou bakteriocinů 

oproti antibiotikům je jejich stabilita při různých teplotách a pH. Díky posttranslačním 

modifikacím (cyklizace nebo tvorba disulfidických můstků) jsou bakteriociny méně 

náchylné k degradaci než antibiotika.  Na druhé straně některé bakteriociny mohou být 

citlivé na proteázy, což může být limitující v některých aplikacích (Gradisteanu Pircalabioru 

et al., 2021). Ve srovnání s antibiotiky vykazují bakteriociny vyšší účinnost při inhibici růstu 

patogenních bakterií i při nízkých koncentracích. Na rozdíl od širokospektrálních antibiotik, 

která působí na širokou škálu bakteriálních druhů bez ohledu na jejich příbuznost, jsou 

bakteriociny cílené – působí specificky na určité mikroorganismy (Putri et al., 2024). 

Mechanismus účinku bakteriocinů může zahrnovat narušení integrity buněčné membrány, 

inhibici syntézy buněčné stěny nebo ovlivnění genové exprese a syntézy proteinů. Tyto 

rozdíly dávají bakteriocinům potenciál jako selektivní antimikrobiální látky, které nevedou 

k masivnímu narušení mikrobiální rovnováhy, což je častý problém při podávání 

širokospektrálních antibiotik (Gradisteanu Pircalabioru et al., 2021).  

Výsledky řady studií ukazují, že bakteriociny mohou sloužit jako efektivní doplněk  

k antibiotikům díky své vysoké stabilitě, absenci vedlejších účinků a schopnosti vyvolat 

synergický efekt. V kombinaci s antibiotiky působí bakteriociny synergicky, čímž zvyšují 

jejich účinnost, přispívají k prevenci vzniku rezistentních bakteriálních kmenů a zároveň 

umožňují snížit potřebnou dávku antibiotik, což vede ke zmírnění jejich vedlejších účinků 

(Darbandi et al., 2022). 

Vývoj a aplikace dalších bakteriocinů vyžaduje důkladný výzkum, včetně klinických 

studií, které by potvrdily jejich účinnost a bezpečnost. Významným krokem vpřed je výzkum 

genetického inženýrství, které umožňuje modifikaci bakteriocinů za účelem zvýšení jejich 

stability, spektra účinku a odolnosti vůči působení proteáz (Cheruvari a Kammara, 2025). 
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Tabulka 1: Srovnání bakteriocinů a antibiotik; upraveno dle Putri et al. (2024) 

 Bakteriociny Antibiotika 

Aplikace Potraviny Klinické 

Syntéza Ribozomální Několik enzymatických komplexů 

Velikost 15–80 kDa 0,3–0,5 kDa 

Spektrum 
Úzká, většinou 

vnitrodruhová selektivita 
Široké 

Bioflexibilita 

(biologické 

inženýrství) 

Vysoká Nízká 

Imunita hostitelských 

buněk 
Ano Ne 

Odolnost vůči 

životnímu prostředí 
Nízká Vysoká 

Citlivost na 

proteázové enzymy 
Citlivý Méně citlivý 

Cytotoxicita Nízká Vysoká 

Mechanismy 

rezistence cílových 

mikrobiálních buněk 

Přizpůsobení ovlivněním 

obsahu buněčné membrány, 

která vykazuje rezistentní 

vlastnosti 

Přenos geneticky určených 

faktorů, které ovlivňují různá 

místa v závislosti na způsobu 

účinku každého antibiotika 

Stabilita při teplotě a 

pH 

Vysoká pro bakteriociny 

třídy I a II 
Nízká 

Způsob působení 

Vytváření pórů a inhibice 

syntézy cílové mikrobiální 

buněčné stěny 

Cílení na buněčnou membránu 

nebo intracelulárně cílové 

mikrobiální buňky 
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2 KLASIFIKACE BAKTERIOCINŮ 

Klasifikace bakteriocinů prošla v průběhu let značným vývojem. Po první klasifikaci 

navržené Klaenhammerem (1993) byly postupně zavedeny další systémy, které reflektují 

pokroky ve výzkumu jejich struktury, funkcí a mechanismů účinku. Různé klasifikační 

systémy vycházejí z faktorů zahrnujících například fyzikální vlastnosti, chemickou 

strukturu, molekulární složení, velikost, stabilitu, mechanismus účinku, posttranslační 

modifikace, cílové mikroorganismy nebo původce produkce (Reuben a Torres, 2024). 

Pokus o zařazení všech známých bakteriocinů do jednoznačných skupin je však složitý 

kvůli jejich obrovské rozmanitosti a překrývajícím se strukturálním i genetickým 

charakteristikám (Simons et al., 2020). Pro lepší přehlednost bylo vytvořeno i několik 

databází, jako například APD3, BACTIBASE, BAGEL, ADAM a další, které katalogizují 

antimikrobiální peptidy na základě velikosti, molekulární struktury a modifikace (Bahrami 

et al., 2024; Reuben a Torres, 2024).  

Jedním z nejnovějších přístupů ke klasifikaci je systém navržený Soltanim a jeho 

kolegy, kteří dělí bakteriociny do dvou hlavních skupin: třída I (modifikované) a třída II 

(nemodifikované) (Soltani et al., 2020). Tento systém reflektuje rozdíly ve způsobu syntézy 

a v posttranslačních modifikacích (Bahrami et al., 2024). Vzhledem k široké variabilitě 

klasifikací a snaze o jejich sjednocení se v této diplomové práci zaměřuji na rozdělení 

bakteriocinů podle typu buněčné stěny produkujícího organismu, tedy na bakteriociny 

grampozitivních bakterií a gramnegativních bakterií podle Simonse et al. (2020). 

2.1 Bakteriociny grampozitivních bakterií 

Bakteriociny produkované grampozitivními bakteriemi jsou nejvíce prozkoumanou 

skupinou antibakteriálních peptidů vzhledem k jejich potenciálu pro komerční použití  

v potravinách a dalších produktech (Verma et al., 2014). Bakteriociny produkované 

grampozitivními bakteriemi jsou dle Simonse et al. (2020) rozděleny do čtyř různých tříd. 

2.1.1 Třída I – Lantibiotika  

Bakteriociny třídy I, známé jako lantibiotika, jsou malé peptidy s molekulovou hmotností 

menší než 5 kDa, obsahující 19–34 aminokyselin, které podléhají posttranslačním 

modifikacím. Tyto modifikace vedou k přítomnosti neobvyklých aminokyselin, lantioninu  

a β-metyllantioninu, zajišťujících tepelnou stabilitu a odolnost vůči pH či proteolýze 

(Simons et al., 2020; Liang et al., 2025a). Lantibiotika se dělí do podtříd Ia a Ib. 



20  UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 

 

• Podtřída Ia zahrnuje kladně nabité, flexibilní, lineární peptidy, například nisin, 

epidermin či gallidermin, které tvoří póry v bakteriálních membránách a inhibují 

grampozitivní bakterie, včetně potravinových patogenů (Simons et al., 2020; 

Aljohani et al., 2023). 

• Podtřída Ib zahrnuje globulární, neflexibilní peptidy se záporným nebo žádným 

nábojem, jako lakticin 481, mersacidin nebo salivaricin, jež působí inhibicí 

specifických enzymů nezbytných pro cílové bakterie (Negash et al., 2020; Simons et 

al., 2020). Obě podtřídy vykazují široké antibakteriální spektrum, zejména proti 

patogenům Listeria a Staphylococcus (Liang et al., 2025a). 

2.1.2 Třída II – Ne-lantibiotka  

Bakteriociny třídy II tvoří heterogenní skupinu malých, tepelně stabilních peptidů  

s molekulovou hmotností nižší než 10 kDa, které se vyznačují minimálními nebo žádnými 

posttranslačními modifikacemi a absencí neobvyklých aminokyselin, jako je lantionin 

(Taylor, 2015; Simons et al., 2020). Tyto peptidy, běžně produkované bakteriemi mléčného 

kvašení, působí proti grampozitivním bakteriím, včetně patogenních druhů jako Listeria 

monocytogenes. Jejich účinek spočívá v narušení buněčné membrány, což vede k tvorbě 

pórů, úniku vnitrobuněčných složek a následné buněčné smrti (Simons et al., 2020). Třída II 

se dělí na několik podtříd:  

• Podtřída IIa zahrnuje antilisteriální peptidy, které se skládají z 37–48 aminokyselin, 

mají lineární strukturu s bisulfidovými můstky a cílí na mannózovou permeázu  

v membráně citlivých buněk (např. pediocin PA-1, sakacin A nebo leukocin A) 

(Taylor, 2015; Simons et al., 2020).  

• Podtřída IIb zahrnuje dvoupeptidové bakteriociny (α/β), které jsou produkovány 

rovnoměrně a oba jsou nezbytné k prokázání antibiotické aktivity (např.  

laktokocin G, laktokocin Q a plantaricin NC8) (Simons et al., 2020).  

• Podtřída IIc zahrnuje cirkulární peptidy s kovalentně spojenými N- a C-konci, 

například gassericin A nebo karnocyklin A, které jsou díky své struktuře odolné vůči 

proteázám a vykazují různé mechanismy účinku, včetně permeabilizace membrány 

a inhibice tvorby septa (Taylor, 2015; Yaghoubi et al., 2020).  

• Podtřída IId shromažďuje podskupiny bakteriocinů bez vedoucí sekvence  

a podskupinu peptidů nepodobné pediocinu (Yi et al., 2022). 
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2.1.3 Třída III – velké, tepelně labilní proteiny  

Od bakteriocinů třídy I a třídy II se bakteriociny třídy III liší především svou velikostí, kdy 

bývá vyšší než 30 kDa a také tím, že jsou tepelně labilní. Tyto bakteriociny jsou dále 

rozděleny do dvou podtříd IIIa a IIIb, na základě jejich aktivity podobné hydrolázám 

(Simons et al., 2020; Liang et al., 2025a). 

• Potřída IIIa zahrnuje bakteriociny známé jako bakteriolysiny, disponují aktivitou 

podobnou hydroláze, což vede k narušení bakteriální buněčné stěny a k následné lýzi 

buněk. Příklady bakteriocinů třídy IIIa zahrnují zoocin A a enterolysin A (Yu et al., 

2023; Liang et al., 2025a).  

• Podtřída IIIb naopak zahrnuje bakteriociny, které jsou považovány za nelytické, 

protože jejich aktivita není založena na hydrolázovém působení. Mezi běžné 

zástupce této podskupiny patří helveticin M a laktokocin 972, syntetizované 

bakteriemi rodů Lactococcus a laktobacily (Liang et al., 2025a).  

Antibakteriální účinek bakteriocinů třídy III tak souvisí s jejich schopností narušit 

integritu buněčné stěny, ať už lytickým či nelytickým mechanismem (Liang et al., 2025a). 

Tato skupina má navíc tu zvláštnost, že zahrnuje některé bakteriociny, které jsou za určitých 

okolností také produkovány gramnegativními bakteriemi, např. klebcin (Solis-Balandra  

a Sanchez-Salas, 2024). 

2.1.4 Třída IV – komplexní bakteriociny  

Bakteriociny třídy IV se vyznačují komplexními strukturami, které zahrnují neproteinové 

složky (lipidy nebo sacharidy), jež jsou klíčové pro jejich antimikrobiální aktivitu (Bahrami 

et al., 2024). Například plantaricin S, leukonocin S nebo laktocin 27, narušují bakteriální 

buněčnou membránu díky přítomnosti lipidových nebo sacharidových částí (Simons et al., 

2020; Reuben a Torres, 2024). Lipoproteinové bakteriociny jsou charakteristické 

přítomností lipidových skupin, které zvyšují jejich schopnost interagovat  

s buněčnými membránami cílových mikroorganismů. Naopak glykosylované bakteriociny 

obsahují navázané cukerné zbytky, jež ovlivňují jejich stabilitu a biologickou aktivitu 

(Bahrami et al., 2024). Tato struktura však činí bakteriociny třídy IV citlivými na 

glykolytické nebo lipolytické enzymy, což může omezit jejich stabilitu (Simons et al., 2020). 

Řada studií, například Kulkarni et al. (2024) a Liang et al. (2025), třídu IV do 

klasifikace bakteriocinů nezařazuje, zatímco jiné, jako Putri et al. (2024) či Bahrami et al. 
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(2024), naopak rozlišují více tříd. Tato rozporuplnost poukazuje na značnou rozmanitost 

bakteriocinů a zároveň podtrhuje komplexnost a nejednotnost jejich systematického 

zařazování. 

2.2 Bakteriociny gramnegativních bakterií  

Antimikrobiální aktivita bakteriocinů produkovaných gramnegativními bakteriemi vykazuje 

užší spektrum účinnosti, což omezuje jejich praktické využití ve srovnání s bakteriociny 

grampozitivních bakterií. Přesto tvoří tato skupina významnou součást antimikrobiálních 

peptidů. Většina bakteriocinů G– bakterií byla izolována z kmenů Escherichia coli, avšak 

antimikrobiální peptidy produkují i další rody, například Pseudomonas či Klebsiella 

(Simons et al., 2020). Bakteriociny G– bakterií jsou systematicky rozděleny do čtyř 

odlišných kategorií: koliciny, bakteriociny podobné kolicinům, mikrociny a tailociny. 

2.2.1 Koliciny 

Koliciny představují nejvíce studovanou skupinu bakteriocinů gramnegativních bakterií, 

zejména produkovaných kmeny Escherichia coli, které obsahují kolicinogenní plazmid 

(Banerjee et al., 2022; Solis-Balandra a Sanchez-Salas, 2024). Tyto baktericidní proteiny  

s molekulovou hmotností 30–80 kDa jsou produkovány specifickým mechanismem, který 

zahrnuje souběžnou expresi lyzačního proteinu, což má pro buňku fatální následky (Zimina 

et al., 2020). Dle jejich mechanismu účinku můžeme rozdělit na: pórotvorné koliciny (např. 

E1, A, K), které narušují vnitřní membránu a vyvolávají buněčnou smrt únikem 

cytoplazmatických složek; nukleázové koliciny (např. E2–E9), degradující DNA a RNA;  

a peptidoglykanové koliciny, inhibující syntézu peptidoglykanu (Darbandi et al., 2022). 

Koliciny se hojně používají jako modelové systémy pro studium struktur, funkcí a evoluce 

bakteriocinů (Zimina et al., 2020). 

2.2.2 Bakteriociny podobné kolicinům  

Bakteriociny podobné kolicinům tvoří skupinu proteinových antimikrobiálních peptidů 

produkovaných G– bakteriemi, které sdílejí strukturální a funkční vlastnosti s koliciny 

(Banerjee et al., 2022). Tyto bakteriociny cílí na kmeny úzce příbuzné producentským 

bakteriím, obvykle stejného druhu, a nesou druhově specifické názvy, například klebiciny 

(Klebsiella spp.), pesticiny (Yersinia pestis) či S-pyociny (Pseudomonas pyocyanea) 

(Darbandi et al., 2022). Jejich antimikrobiální účinek je založen buď na tvorbě pórů, nebo 

na nukleázové aktivitě, podobně jako u kolicinů (Simons et al., 2020). 
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2.2.3 Mikrociny  

Mikrociny tvoří třetí skupinu bakteriocinů gramnegativních bakterií, které se podílejí na 

kompetitivních interakcích mezi členy Enterobacteriaceae. Jsou charakteristické nízkou 

molekulovou hmotností (<10 kDa) a vysokou stabilitou vůči teplotě, pH a proteázám. Na 

rozdíl od kolicinů jsou kódovány převážně v genomové DNA nebo v plazmidech a jsou 

vylučovány pomocí ABC transportního systému bez lyzačního genu. Dělí se na dvě podtřídy 

podle molekulové hmotnosti a posttranslačních modifikací (Zimina et al., 2020;  

Solis-Balandra a Sanchez-Salas, 2024). 

• Podtřída I (<5 kDa) zahrnuje modifikované peptidy, například mikrociny B17, C7  

a J25 (Simons et al., 2020). 

• Podtřída II (5–10 kDa) zahrnuje nemodifikované nebo minimálně modifikované 

peptidy, například mikrociny E492, V a H47 (Simons et al., 2020).  

2.2.4 Tailociny  

Tailociny, označované též jako bakteriociny podobné fágovému ocasu, jsou velké 

proteinové struktury (20–100 kDa) složené z osmi až čtrnácti polypeptidových podjednotek, 

které vykazují morfologickou a genetickou podobnost s ocasními strukturami bakteriofágů 

čeledí Myoviridae a Siphoviridae (Banerjee et al., 2022; Darbandi et al., 2022; Woudstra et 

al., 2024). Tyto bakteriociny jsou kódovány shlukem genů větším než 40 kbp v bakteriálních 

genomech, jenž zahrnuje geny pro strukturní proteiny, asemblační enzymy, chaperony, 

regulační geny a lyzační kazety umožňující uvolnění tailocinů do prostředí (Zimina et al., 

2020). Rozdělují se na dvě skupiny: kontraktilní tailociny typu R, evolučně příbuzné 

Myoviridae, tvoří dlouhou trubici s obalem a bazální ploténkou s proteiny vážícími 

receptory, zatímco nekontraktilní typ F, příbuzný Siphoviridae, obal postrádá (Zimina et al., 

2020; Woudstra et al., 2024).  
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2.3 Bakteriociny Archaea  

Archaea produkují archeociny, antimikrobiální látky podobné bakteriocinům, z nichž byly 

popsány dva typy: halociny a sulfolobiciny. Halociny, syntetizované halobakteriemi, 

vykazují značnou diverzitu a jsou klasifikovány podle molekulové hmotnosti na 

mikrohalociny (3,4 kDa) a větší halociny (35 kDa). Jejich mechanismus účinku na cílové 

organismy zahrnuje indukci buněčného bobtnání s následnou lýzi, přičemž primárně 

ovlivňují buněčnou membránu prostřednictvím změn permeability nebo inhibicí antiporteru 

Na+/H+ a protonového toku. Sulfolobiciny, produkované druhem Sulfolobus islandicus, 

který prospívá v extrémních podmínkách při pH 2–4 a teplotách 65–85 °C, jsou 

úzkospektrální a asociované s membránou, avšak jejich přesný mechanismus působení 

zůstává neobjasněn (Verma et al., 2014; Juturu a Wu, 2018). 
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3 BIOSYNTÉZA A MECHANISMUS ÚČINKU BAKTERIOCINŮ 

3.1 Biosyntéza bakteriocinů 

Biosyntéza bakteriocinů obecně představuje komplexní proces zahrnující ribozomální 

syntézu a posttranslační modifikace (Darbandi et al., 2022; Sharma et al., 2022). Produkce 

bakteriocinů je typicky spojena s exponenciální fází růstu producentského kmene  

a ovlivněna faktory jako kultivační podmínky, dostupnost živin (uhlík, dusík, fosfáty) či 

přítomnost kationtů, povrchově aktivních látek či inhibitorů (Mekala a Ansari, 2023). 

Genetický aparát biosyntézy bakteriocinů je organizován v operonech, které mohou být 

lokalizovány na plazmidech, chromozomech nebo jiných mobilních genetických elementech 

(Kumariya et al., 2019; Singh et al., 2024). Plazmidy spojené s produkcí bakteriocinů se liší 

velikostí a některé nesou determinanty pro více bakteriocinů současně. Například  

u karnobakteriocinů může být jeden bakteriocin (karnobakteriocin B2) kódován plazmidem, 

zatímco jiný (karnobakteriocin BM1) chromozomálně (Todorov, 2009). 

Tato kapitola se dále zaměřuje zejména na biosyntézu bakteriocinů třídy II, do které 

spadá většina bakteriocinů analyzovaných v praktické části této diplomové práce. Třída II 

představuje skupinu nemodifikovaných bakteriocinů, která vykazuje značný potenciál pro 

aplikace v potravinářském průmyslu díky své struktuře a antimikrobiální aktivitě.  

Bakteriociny třídy IIa (Obrázek 1) jsou nejprve ribozomálně syntetizovány jako 

prebakteriociny, které obsahují N-koncovou vedoucí sekvenci (15-30 aminokyselin), která 

udržuje peptid v buňce neaktivní. Tato sekvence zároveň slouží jako signál pro zpracování 

a sekreci specializovaným systémem zahrnujícím transportní ABC (ATP Binding Cassette) 

a pomocný protein  (Zhang et al., 2022; Mekala a Ansari, 2023). ABC transportér,  

s C-koncovou ATP-vazebnou a N-koncovou transmembránovou doménou štěpí vedoucí 

řetězec na místě dvojitého glycinu a translokuje zralý bakteriocin přes membránu. Přídatný 

protein může usnadňovat translokaci nebo tvorbu disulfidových vazeb (Zhang et al., 2022). 

Některé bakteriociny, např. enterocin P nebo bakteriocin 31, však postrádají motiv dvojitého 

glycinu a využívají sec-dependentní systém s hydrofobním N-koncem, kde vedoucí řetězec 

odstraňuje signální peptidáza (Zhang et al., 2022; Bahrami et al., 2024). 

Syntéza bakteriocinů třídy IIa je typicky regulována systémem quorum sensing se třemi 

složkami: indukčním peptidem, histidinovou proteinkinázou (HPK) a regulačním proteinem 

odezvy (RR) (Sharma et al., 2022; Zhang et al., 2022). Indukující peptid, zpočátku prepeptid, 
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je při sekreci štěpen ABC transportérem; jeho koncentrace roste s hustotou buněk, aktivuje 

HPK a fosforylovaný RR spouští expresi biosyntetických genů (Obrázek 1) (Zhang et al., 

2022). 

Imunitní proteiny (81–115 aminokyselin) chrání produkující bakterii. C-koncová oblast 

se podílí na specifickém rozpoznávání jim příbuzných bakteriocinů. Byla však pozorována 

„zkřížená imunita“ vůči jiným bakteriocinům třídy IIa, což znamená odolnost bakterie nejen 

vůči vlastnímu bakteriocinu, ale i vůči strukturálně příbuzným bakteriocinům 

produkovaným jinými kmeny. Imunitní protein tvoří čtyřšroubovicovou strukturu a podle 

dvou modelů buď blokuje bakteriocin přímo, nebo jeho interakci s receptorem (Obrázek 1) 

(Zhang et al., 2022).  

Na rozdíl od bakteriocinů třídy IIa, které jsou tvořeny jedním prepeptidem, jsou 

bakteriociny třídy IIb tvořeny dvěma odlišnými peptidy, jejichž antimikrobiální účinek je 

podmíněn jejich současnou přítomností v přibližně stejném množství. Oba peptidy jsou 

syntetizovány jako prebakteriociny s vedoucí sekvencí dvojitého glycinového typu, která je 

odštěpena specifickým ABC transportérem podobně jako u třídy IIa. Geny pro oba peptidy, 

imunitní protein a často i pro transportní systém a pomocný protein jsou uspořádány v těsně 

sousedících operonech. Biosyntéza třídy IIb je tedy komplexnější než u IIa, a vyžaduje 

koordinovanou expresi více genetických prvků i přítomnost dvou funkčně propojených 

peptidů (Nissen-Meyer et al., 2010; Zhang et al., 2022). 

Obrázek 1: Schématický diagram biosyntézy bakteriocinů třídy IIa;  

upraveno dle Zhang et. al (2022) 

 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 27 

 

Bakteriociny třídy IIc jsou specifické svou cirkulární strukturou, kde je N-konec 

peptidu kovalentně navázán na C-konec. Na jejich biosyntéze se podílejí tři klíčové kroky: 

štěpení vedoucího řetězce, cyklizace a export zralého bakteriocinu. Na rozdíl od lineárních 

bakteriocinů (IIa, IIb, IId) jsou syntetizovány jako lineární prebakteriociny, které během 

zrání podstupují specifický proces cyklizace. Právě mechanismus tohoto cyklického 

propojení není dosud objasněn. Není ani známo jaké enzymy jej zajišťují a jak je provázán 

s transportem a imunitou. Biosyntetické genové klastry třídy IIc jsou navíc složitější, často 

vyžadují přítomnost více membránových proteinů a ATPáz, jejichž úlohy zatím také nejsou 

zcela známy. Přesný mechanismus biosyntézy tak zůstává plně nepochopen a je předmětem 

řady studií (Gabrielsen et al., 2014; Perez et al., 2018; Zhang et al., 2022).  

Třída IId obecně zahrnuje podskupinu bakteriocinů bez vůdce a podskupinu peptidů 

nepodobné pediocinu (Yi et al., 2022). Bakteriociny bez vůdce, označované také jako 

„leaderless“, postrádají N-koncovou vedoucí sekvenci, a jsou tedy funkčně aktivní ihned po 

translaci. Absence vedoucí sekvence však zároveň znamená, že produkující buňky mohou 

být vůči vlastním bakteriocinům citlivé, jak je známo například u lakticinu Q (Hourigan et 

al., 2024). Mechanismus jejich exportu z buňky není dosud zcela objasněn, i když se 

předpokládá účast ABC transportérů (Zhang et al., 2022; Hourigan et al., 2024). Lineární 

bakteriociny nepodobné pediocinu jsou syntetizovány s dvojitou vedoucí sekvencí 

glycinového typu a jsou transportovány buď specializovaným ABC transportérem, nebo 

pomocí sec-systému, který zajišťuje přenos proteinů přes cytoplazmatickou membránu (Yi 

et al., 2022). 

3.2 Mechanismy účinku bakteriocinů 

Bakteriociny vykazují různé mechanismy antimikrobiálního účinku v závislosti na jejich 

fyzikálně-chemických vlastnostech a přítomnosti či nepřítomnosti posttranslačních 

modifikací (Soltani et al., 2020). Tyto mechanismy zahrnují například narušení integrity 

bakteriální buněčné membrány, inhibici syntézy buněčné stěny či potlačení důležitých 

buněčných procesů, například syntézu proteinů nebo nukleových kyselin (Obrázek 2) 

(Demirgül et al., 2025; Liang et al., 2025a; Liang et al., 2025b). 

3.2.1 Narušení integrity cytoplazmatické membrány  

Jedním z primárních mechanismů účinku bakteriocinů je jejich schopnost narušit 

cytoplazmatickou membránu cílových bakterií, což vede k tvorbě pórů a úniku 
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intracelulárních složek. Kationtový charakter bakteriocinů umožňuje elektrostatické 

interakce s negativně nabitými fosfolipidy v membráně, čímž dochází k počátečnímu 

kontaktu. Následný průnik peptidu do fosfolipidové dvojvrstvy lokálně narušuje její 

uspořádání, což vede k tvorbě pórů nebo iontových kanálů. Například interakce  

s membránovým prekurzorem peptidoglykanu lipidem II, který slouží jako kotvící 

mechanismus, umožňuje některým lantibiotikům (např. nisinu) přilnout k membráně  

a vyvolat odtok malých molekul, včetně iontů draslíku, hořčíku, fosforu, aminokyselin  

a ATP. Tento proces narušuje membránový potenciál a gradient pH, inhibuje funkci 

protonové pumpy a vede k poklesu intracelulární hladiny ATP, což nakonec způsobuje 

buněčnou smrt (Banerjee et al., 2022). Naopak nelantibiotika, jako jsou bakteriociny 

podobné pediocinu, se vážou na extracelulární povrch Man-PTS (systém manózové 

fosfotransferázy), což vede k tvorbě pórů a poruchám transportu manózy (Liang et al., 

2025b). Příkladem bakteriocinů cílících na receptor Man-PTS jsou např. acidocin A, 

bakteriocin BacSJ nebo laktokocin A (Ye et al., 2024). 

Kromě vazby na lipid II a systém Man-PTS způsobují některé bakteriociny tvorbu pórů 

ještě dalšími způsoby (Demirgül et al., 2025). Existují různé modely narušování membrány, 

například „kobercový model“ nebo „model sudové tyče“. V prvním modelu se jednotlivé 

peptidy zarovnávají rovnoběžně s povrchem membrány a způsobují její dočasné narušení. 

V druhém modelu hydrofilní části amfipatických šroubovic peptidů tvoří póry, zatímco 

hydrofobní oblasti interagují s fosfolipidy. Tyto interakce byly pozorovány zejména  

u bakteriocinů třídy IIa produkovaných bakteriemi mléčného kvašení (BMK) (Banerjee et 

al., 2022; Liang et al., 2025a). Bakteriociny gramnegativních bakterií, například koliciny A, 

B či E1, rovněž tvoří póry v cytoplazmatické membráně, přičemž jejich působení nevyžaduje 

specifické proteinové receptory, ale spoléhá na elektrostatické interakce s fosfolipidovou 

vrstvou (Demirgül et al., 2025). 

3.2.2 Inhibice biosyntézy buněčné stěny 

Dalším významným mechanismem je inhibice syntézy buněčné stěny, která je zásadní pro 

udržení buněčné integrity a morfologie. Bakteriociny nisin A, nukacin ISK-1 nebo  

laktocin 481 se vážou na lipid II, klíčový prekurzor peptidoglykanu, čímž blokují jeho 

transport a zpracování, což vede k narušení biosyntézy buněčné stěny. Mersacidin, další 

z lantibiotik, se také váže na lipid II, jenže na rozdíl od nisinu netvoří póry, ale inhibuje 

transglykosylační krok biosyntézy buněčné stěny (Patton a Van der Donk, 2005; Banerjee 

et al., 2022). U gramnegativních bakterií kolicin M degraduje lipid II, což způsobuje ztrátu 
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peptidoglykanových podjednotek v periplazmatickém prostoru, čímž dochází k inhibici 

syntézy peptidoglykanu a následně k lýzi buňky (Demirgül et al., 2025). Tento mechanismus 

je zvláště účinný proti rezistentním kmenům, například enterokokům rezistentním na 

vankomycin (VRE) nebo methicilin-rezistentnímu Staphylococcus aureus (MRSA) 

(Demirgül et al., 2025). 

3.2.3 Interference s intracelulárními procesy 

Některé bakteriociny ovlivňují intracelulární procesy, mezi které patří replikace DNA, 

transkripce nebo translace. Bakteriocin mikrocin B17 inhibuje například aktivitu  

DNA gyrázy, zatímco mikrocin J25 potlačuje transkripci vazbou na RNA polymerázu  

a zacílením na intracelulární aspartyl-tRNA syntetázu (Putri et al., 2024; Liang et al., 2025a).  

Koliciny E2, E7, E8 a E9 vykazují DNázovou aktivitu závislou na kovových iontech a štěpí 

DNA na náhodných místech. To vede k rozsáhlému poškození DNA a následné buněčné 

smrti. Pro svou funkci tyto koliciny vyžadují kovy (nikl, kobalt, měď, zinek), které jim 

umožňují vazbu na DNA. Na úrovni translace koliciny E3, E4 a E6 štěpí 16S rRNA  

v ribozomu, čímž blokují syntézu proteinů, zatímco mikrocin C7/C51 inhibuje aminoacylaci 

tRNA napodobováním molekuly aspartyl-adenylátu (Aljohani et al., 2023; Demirgül et al., 

2025).  

3.2.4 Další mechanismy účinku 

Kromě výše uvedených mechanismů mohou bakteriociny vyvolat lýzu buněk aktivací 

autolytických enzymů. Interakce bakteriocinu s kyselinou teichoovou nebo lipoteichoovou 

v buněčné stěně způsobuje aktivaci příslušných autolytických enzymů, které vedou 

k autolýze buňky (Banerjee et al., 2022). Některé bakteriociny, například garvicin A, zase 

inhibují tvorbu septa, což vede k narušení buněčného dělení (Demirgül et al., 2025). 
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Obrázek 2: Mechanismy účinku bakteriocinů; upraveno dle Ahmad et al. (2017) 

3.3 Mechanismy rezistence  

Cílové organismy mají přirozeně tendenci k adaptaci na životní prostředí. Dlouhodobá 

expozice bakteriocinům může vést k rozvoji rezistence u cílových bakterií. Rezistence vůči 

bakteriím byla dosud většinou studována v systémech in vitro a modelových systémech 

a může být buď získaná (vznikla z dříve vnímavých kmenů), nebo vrozená (přirozeně 

inherentní taxonomicky příbuzným kmenům) (Reuben a Torres, 2024; Singh et al., 2025).  

Mechanismy rezistence zahrnují změny buněčných povrchů, enzymatickou inaktivaci, 

modifikace membránových lipidů, D-alanylaci kyseliny teichoové, efluxní pumpy či syntézu 

kapsule, aby se zabránilo kontaktu s bakteriociny. Rezistence byla prokázána u různých 

bakteriocinů příkladem může být mesentericin, lakticin 3147, lysostaphin, nisin nebo 

leukocin A. U pediocinu PA-1 se uvádí výskyt resistence až 8 % u L. monocytogenes. 

Kombinace bakteriocinů s jinými antimikrobiálními látkami, enkapsulace nebo 

bioinženýrské modifikace mohou zvýšit jejich účinnost a citlivost cílových organismů. Další 

výzkum je nezbytný pro pochopení těchto mechanismů a vývoj efektivních protiopatření 

(Reuben a Torres, 2024; Singh et al., 2025).  
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4 VÝZNAMNÍ PRODUCENTI BAKTERIOCINŮ  

Bakteriociny produkují různé bakterie, přičemž jejich produkce je často spojována  

s konkrétními bakteriálními rody. V této kapitole jsou uvedeni nejvýznamnější producenti 

bakteriocinů, zejména ze skupiny bakterií mléčného kvašení (BMK), kterým se věnuje 

z hlediska produkce bakteriocinů nejvíce pozornosti (Martinez et al., 2013). Nicméně je 

třeba zohlednit, že produkce konkrétního bakteriocinu nemusí být vždy striktně vázána na 

jediný bakteriální rod nebo druh. Významnou roli hraje prostředí, v němž bakterie žijí a kde 

mohou získávat nebo šířit antimikrobiální strategie. Tento proces podporuje zejména 

horizontální přenos genů, při kterém si bakterie předávají geny pro syntézu bakteriocinů 

prostřednictvím plazmidů nebo transpozonů (Almeida-Santos et al., 2021; Lund et al., 2025). 

4.1 Laktobacily (dříve rod Lactobacillus) 

Rod Lactobacillus dříve zahrnoval více než 200 druhů, což z něj činilo největší  

a nejrozmanitější rod bakterií mléčného kvašení (BMK). V roce 2020 proběhla taxonomická 

reorganizace BMK a překlasifikovala rod Lactobacillus do 25 nových rodů. Laktobacily jsou 

jedni z nejběžnějších rodů zkoumaných v potravinářské mikrobiologii jako biokonzervační 

činidla díky svým širokospektrálním antimikrobiálním aktivitám a probiotickým 

vlastnostem. Skupina laktobacilů zaujímá různé prostředí, včetně potravin, rostlin, ale  

i gastrointestinální trakt lidí a zvířat (Zhang et al., 2022). 

Mezi nevýznamnější bakteriociny této skupiny patří plantaricin, produkovaný zejména 

druhem Lactiplantibacillus plantarum, který je schopen syntetizovat nejméně šest různých 

bakteriocinů (Darbandi et al., 2022). Plantariciny inhibují široké spektrum bakterií mléčného 

kvašení, včetně přirozených konkurentů Lcp. plantarum, ale také zástupce rodů 

Pediococcus, Carnobacterium, Clostridium a Propionibacterium. Plantaricin S, 

dvoupeptidový bakteriocin izolovaný z Lcp. plantarum, se uplatňuje při fermentaci 

a konzervaci zelených oliv (Zacharof a Lovitt, 2012). Druh Lacticaseibacillus casei 

produkuje například bakteriocin KLS1, který si zachovává účinnost i při nízkém pH 

a teplotách až 121°C. Navíc vykazuje inhibiční účinky vůči širokému spektru potravinových 

patogenů, včetně Staphylococcus aureus, Enterobacter sakazakii, Escherichia coli, 

Salmonella spp. a Mucor spp. (Xue et al., 2024). Mezi další bakteriociny produkované tímto 

druhem patří kaseicin A1 a A2 (Salini et al., 2024) či laktocin 705 (Zacharof a Lovitt, 2012). 

Blízce příbuzný druh Lacticaseibacillus paracasei je producentem bakteriocinu paracin C, 

jenž vykazuje antimikrobiální aktivitu vůči Alicyclobacillus acidoterrestris (Pei et al., 2013). 

https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/escherichia-coli
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Mezi další významné druhy rodu Lacticaseibacillus lze zařadit Lacticaseibacillus 

rhamnosus, který je známý nejen svými probiotickými vlastnostmi, ale také schopností 

produkovat bakteriociny (Capurso, 2019). Například bakteriocin rhamnocin 519 vykazující 

antimikrobiální aktivitu vůči Listeria monocytogenes a Staphylococcus aureus (Jeong  

a Moon, 2015) nebo bakteriocin kmene Lac. rhamnosus A5 mající inhibiční účinek i proti 

Escherichia coli, Bacillus subtilis a Salmonella enterica (Ren et al., 2022). 

Další významné druhy zahrnují Ligilactobacillus salivarius, který představuje slibné 

probiotikum izolované z gastrointestinálního traktu lidí, prasat a ptáků, produkujícího 

nemodifikované bakteriociny jako například salivaricin P nebo salivaricin CRL 1328. Z rodu 

Latilactobacillus pak zejména bakteriociny s antilisterální aktivitou, například 

Latilactobacillus curvatus produkující curvaticiny (Xiraphi et al., 2006) nebo 

Latilactobacillus sakei vytvářející sakaciny (Mathiesen et al., 2005). Lactobacillus 

acidophilus je známý produkcí bakteriocinů (acidocin, laktacin B a laktacin F), které inhibují 

grampozitivní bakterie včetně L. monocytogenes, S. aureus či enterokoků, čímž přispívá 

k rovnováze střevní mikroflóry a ochraně fermentovaných potravin (Ahmed et al., 2010). 

Podobný účinek byl zaznamenán i u příbuzného druhu Lactobacillus gasseri produkující 

gassericiny (Garcia-Gutierrez et al., 2020). 

Z rodu Limosilactobacillus je neznámější druh Limosilactobacillus reuteri, a to 

zejména díky produkci nízkomolekulární antimikrobiální sloučeniny reuterinu, ale byla 

popsána i produkce bakteriocinů, např. reutericinu 6 nebo reutericyklinu (Lima et al., 2025). 

Také u druhu Limosilactobacillus fermentum bylo popsáno několik bakteriocinů, např. 

bakteriolysin BLF3872 spadající do třídy III (Abramov et al., 2023) nebo helveticin J, který 

je běžně produkován spíše druhem Lactobacillus helveticus (Epishkina et al., 2022). 

4.2 Rod Enterococcus 

Rod Enterococcus je považován za nejkontroverznější skupinou BMK, která zahrnuje jak 

patogenní, tak komenzální mikroorganismy. Druhy jako Enterococcus faecalis 

a Enterococcus faecium jsou nejrozšířenější v gastrointestinální mikroflóře člověka. Některé 

kmeny Enterococcus spp. jsou vysoce přizpůsobeny několika potravinovým systémům 

a podílejí se také na fermentační činnosti tradičně vyráběného sýra, trvanlivých 

fermentovaných uzenin a oliv (Zhang et al., 2022; Chaudhary et al., 2024). Přestože jsou 

považovány za oportunní patogeny způsobující různé infekce, vykazují také zajímavé 

probiotické a biokonzervační vlastnosti (Darbandi et al., 2022). Bakteriociny tohoto rodu, 
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známé jako enterociny, působí jako účinné antimikrobiální látky a zabraňují růstu bakterií, 

včetně Staphylococcus spp., Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Clostridium spp.,  

E. coli, Pseudomonas aeruginosa a Vibrio cholera (Chaudhary et al., 2024). 

4.3 Rod Streptococcus 

Streptokoky jsou běžnou součástí komplexní ústní mikroflóry savců, avšak některé z nich 

mohou být patogenní. Například Streptococcus pyogenes je všudypřítomný organismus, 

který u lidí vyvolává širokou škálu onemocnění. K jeho inhibici bylo charakterizováno 

lantibiotikum salivaricin A, které je produkováno Streptococcus salivarius a vykazuje silný 

antibakteriální účinek proti S. pyogenes. Další významné peptidové bakteriociny produkuje 

Streptococcus mutans, přičemž tyto látky jsou označovány jako mutaciny. Streptokokové 

bakteriociny byly rovněž charakterizovány v prostředí souvisejícím s fermentací potravin. 

Například z řemeslného sýra byl izolován kmen nově popsaného druhu Streptococcus 

macedonicus, který produkuje lantibiotikum macedocin, zatímco thermophilin 13 byl 

identifikován u kmene Streptococcus thermophilus izolovaného z jogurtu (Nes et al., 2007; 

Zhang et al., 2022). Ze Streptococcus uberis byla izolována varianta nisinu, nisin U, která 

vykazuje 78% sekvenční podobnost s nisinem A, jenž je produktem Lactococcus lactis 

(Lahiri et al., 2022). 

4.4 Rod Pediococcus 

Pediokoky patří mezi BMK a vyskytují se v rostlinném prostředí často spolu  

s laktobacily a Leuconostoc. V důsledku toho se běžně nacházejí v potravinách rostlinného 

původu vzniklých fermentačními procesy – například v pivu, moštu, siláži, kysaném zelí 

nebo fermentované zelenině. Ale mohou se vyskytovat i v dalších typech fermentovaných 

produktů, například v sýrech či uzeninách (Holland et al., 2011). Rod Pediococcus spp. 

zahrnuje druhy jako P. ethanolidurans, P. inopinatus, P. claussenii, P. cellicola  

a P. parvulus, přičemž jednotlivé druhy a kmeny se mohou lišit v toleranci k faktorům, mezi 

něž patří přítomnost kyslíku, pH, teplota či koncentrace NaCl. Mezi klíčové druhy tohoto 

rodu, schopné produkovat bakteriociny třídy II, zejména pediocin a další bakteriociny 

podtřídy IIa, patří P. pentosaceus, P. damnosus a P. acidilactici (Zhang et al., 2022; Karnwal 

a Malik, 2024). Použití pediocinů v potravinách představuje účinnou alternativu pro jejich 

ochranu před potravinovými patogeny, jako jsou L. monocytogenes, Pseudomonas,  

E. coli a S. aureus (Bahrami et al., 2024). 
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4.5 Rod Carnobacterium 

Bakteriociny z tohoto rodu nejčastěji patří do bakteriocinů třídy I a II, a bývají účinné 

zejména proti patogenu L. monocytogenes. Oba rody, Listeria i Carnobacterium, jsou 

psychrotrofní a mají podobné nároky na pH a teplotu. Díky této vlastnosti mohou 

bakteriociny produkované rodem Carnobacterium zabránit růstu L. monocytogenes během 

zpracování a skladování různých chlazených potravin (Cailliez-Grimal et al., 2014; 

Darbandi et al., 2022). Nejčastější tři druhy, Carnobacterium piscicola, Carnobacterium 

divergensa a Carnobacterium maltaromaticum bývají často izolovány z různých masných  

a mléčných výrobků. C. piscicola produkuje bakteriociny, konkrétně piscikocin V1a  

a piscikocin V1b o molekulových hmotnostech 4416 Da a 4526 Da. C. piscicola 213 

produkuje karnocin KZ213 se silnou antilisteriální aktivitou. U C. maltaromaticum byla 

zjištěna schopnost tvorby bakteriocinů třídy IIa, mezi které patří především karnobakteriocin 

BM1 a karnobakteriocin B2 (Zhang et al., 2022). Nicméně geny pro produkci 

karnobakteriocinů byly nalezeny i u jiných bakteriálních rodů, např. u Lacticaseibacillus 

rhamnosus nebo Lac. paracasei (Rodrigo-Torres et al., 2022).  

4.6 Rod Leuconostoc 

Zástupci rodu Leuconostoc jsou heterofermentativní BMK, které se často nacházejí  

v mezofilních startovacích kulturách. Rostou v těsné symbióze s populací Lactococcus  

a jejich přítomnost je technologicky prospěšná díky schopnosti tvořit aromatické sloučeniny, 

například diacetyl a acetoin vznikající z citrátu, dále produkovat plyn a syntetizovat dextrany 

(McAuliffe, 2017). Zástupci Leuconostoc spp. jsou rozšířené ve fermentované zelenině,  

v mléčných výrobcích, v masných výrobcích a ve víně. Bakteriociny tohoto rodu jsou běžně 

známé jako leukociny, které se řadí nejčastěji do třídy II. Leukocin A byl prvním typem 

bakteriocinu, izolovaným z Leuconostoc gelidium UAL 187, po kterém následoval objev  

a identifikace různých dalších typů bakteriocinů z rodu Leuconostoc. Bylo prokázáno, že 

několik kmenů Leuconostoc spp. produkuje bakteriociny s anti-listeriální aktivitou, 

včetně Leuconostoc mesenteroides Y105 z kozího mléka, Lcn. mesenteroides 6 ze 

sladového ječmene nebo Lcn. mesenteroides UL5 z čedaru. Bakteriociny z rodu 

Leuconostoc, tak mohou sloužit jako biokonzervační prostředek pro fermentované potraviny 

(Xiraphi et al., 2008; Lahiri et al., 2022).  
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4.7 Rod Bifidobacterium  

Většina zástupců tohoto rodu je dobře známá jako probiotika s příznivými účinky na lidské 

zdraví. Bifidobakterie představují významnou skupinu komenzálních bakterií lidského 

střevního mikrobiomu, kde tvoří přibližně 3-7 % mikrobioty u dospělých jedinců, přičemž 

u novorozenců je to až 91 % (Martinez et al., 2013; Li et al., 2023a). Jejich antibakteriální 

účinek je primárně připisován produkci organických kyselin a snižování pH, což vedlo  

k podceňování jejich schopnosti produkovat bakteriociny. Přesto byla u rodu 

Bifidobacterium prokázána schopnost syntetizovat bakteriociny (Martinez et al., 2013). 

Konkrétně u kmene Bifidobacterium animals BB04 bylo prokázáno, že purifikovaný 

bifidocin A vykazuje antimikrobiální aktivity proti širokému spektru mikroorganismů 

podílejících na kažení potravin, např. E. coli, L. monocytogenes, S. aureus a některé 

kvasinky (Liu et al., 2015).  

4.8 Rod Lactococcus 

Nejznámější příklad bakteriocinu produkovaný zástupcem rodu Lactococcus je nisin. Jedná 

se o tepelně stabilní malý peptid obsahující 34 aminokyselinových zbytků z třídy lantibiotik, 

který je produkován mnoha kmeny Lactococcus lactis subsp. lactis (Taylor, 2015; Lahiri et 

al., 2022; Zhang et al., 2022; Karnwal a Malik, 2024). Vyskytuje ve více variantách, např. 

varianta A obsahuje histidin na pozici 27 a varianta Z má asparagin (Juturu a Wu, 2018). 

Tento bakteriocin vykazuje antimikrobiální účinek pouze proti grampozitivním bakteriím, 

včetně Bacillus cereus, Clostridium botulinum, Clostridium sporogenes, Enterococcus, 

Lactobacillus, Leuconostoc, L. monocytogenes, Micrococcus, Pediococcus, Staphylococcus 

a dalších, a obecně neinhibuje gramnegativní bakterie, kvasinky nebo plísně (Taylor, 2015; 

Karnwal a Malik, 2024). Nisin byl schválen regulačními orgány ve více než 80 zemích, 

včetně Úřadu pro kontrolu potravin a léčiv (FDA) a Evropského úřadu pro bezpečnost 

potravin (EFSA) (Field et al., 2023). V zemích Evropské unie se nisin, jakožto 

biokonzervační složka, uvádí pod číselným kódem E234 (Lahiri et al., 2022). Kromě toho 

byla účinnost nisinu prokázána v různých potravinářských výrobcích, jako jsou 

konzervované potraviny, cukrovinky, pivovarnictví, živočišné a mořské plody, mléčné 

výrobky a drůbež (Karnwal a Malik, 2024). Dalším příkladem bakteriocinu produkovaného 

laktokokem může být i laktokocin A. Producentem je Lactococcus lactis subsp. cremoris 

(Holo et al., 1991), který se hojně vyskytuje v syrovém nepasterizovaném mléce (Olajide  

a LaPointe, 2022).  
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5 SOUČASNÉ MOŽNOSTI VYUŽITÍ BAKTERIOCINŮ 

Bakteriociny představují strukturně heterogenní skupinu látek, jejichž genetická informace 

je kódována vysoce variabilními a komplexními biosyntetickými genovými klastry, které se 

vyznačují rychlým vývojem. Jak věda o bakteriocinech neustále postupuje, oblasti jejich 

použití se úměrně zvyšují a zahrnují dříve neznámé oblasti. Od svého objevu se bakteriociny 

používají ke zlepšení výroby, konzervace a bezpečnosti potravin v potravinářském 

průmyslu. Jejich potenciál se však nyní rozšířil do různých oblastí, včetně biotechnologie, 

ekologie, farmacie, zemědělství, klinického prostředí a veterinární medicíny (Reuben  

a Torres, 2024).  

5.1 Potravinářské aplikace  

S rostoucím povědomím společnosti o zdravotních rizicích spojených s některými 

potravinářskými přídatnými látkami se zvyšuje důraz na bezpečnost potravin. V tomto 

kontextu představuje použití bakteriocinů bezpečnou alternativu, jelikož pocházejí  

z přírodních zdrojů. V potravinářství nacházejí uplatnění různými způsoby – například jako 

součást obalů, nebo jako přídatné látky (Cheruvari a Kammara, 2025).  

5.1.1 Biokonzervace potravin  

Biokonzervace potravin pomocí bakteriocinů představuje perspektivní alternativu  

k tradičním metodám, které často využívají syntetické konzervační látky, jako jsou dusitany 

či benzoát sodný, jež mohou při dlouhodobé konzumaci negativně ovlivňovat lidské zdraví 

(Mehenktaş, 2022; Putri et al., 2024). Na rozdíl od těchto chemických přísad nabízejí 

bakteriociny přírodní a udržitelný přístup (Putri et al., 2024). Od svého objevení jsou 

bakteriociny intenzivně studovány pro své využití v potravinářství. Tyto antimikrobiální 

látky jsou slibné hlavně tím, že jsou přirozeně syntetizovány, jsou bez barvy, chutě  

a zápachu, a tedy neovlivňují senzorické vlastnosti potravin. Navíc některé bakteriociny 

vykazují také stabilitu při vysokých teplotách a při nízkých hodnotách pH, což zvyšuje jejich 

význam v potravinářském průmyslu (Reuben a Torres, 2024). Například nisin je stabilní při 

teplotách až do 121 °C, což umožňuje jeho použití i v tepelně zpracovaných potravinách 

(Moretti de Almeida et al., 2020). 

Aby mohl být bakteriocin efektivně využit jako konzervant, musí splňovat několik 

klíčových požadavků: a) být bezpečný pro lidskou konzumaci a nemít vliv na střevní 

mikrobiotu, b) účinný proti široké škále nežádoucích mikroorganismů, c) odolný vůči 
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enzymům přítomných v potravinové matrici a d) stabilní při různých teplotách, pH  

a koncentracích soli, aby vyhovoval různým technikám přípravy potravin (Karnwal a Malik, 

2024; Singh et al., 2025). Kmeny produkující bakteriociny by měly být klasifikovány jako 

potravinářsky bezpečné (GRAS nebo QPS) a vykazovat vysokou specifickou aktivitu proti 

patogenním mikroorganismům (Mehenktaş, 2022). Příkladem je již dříve zmíněný nisin, 

první bakteriocin objevený u Lactococcus lactis, komerčně dostupný jako Nisaplin®. 

Dalším příkladem je pediocin PA-1, prodávaný jako Alta® 2341 nebo Microgard™, který 

je účinný proti Listeria monocytogenes v masných výrobcích, a dále enterocin AS-48 se 

používá v moštech a zeleninových šťávách (Daba et al., 2022; Thapar a Salooja, 2023). 

Bakteriociny lze do potravin začleňovat třemi hlavními způsoby: přímým přidáním 

purifikovaných či polopurifikovaných bakteriocinů, použitím předem fermentované složky 

s bakteriocinem, nebo inkorporací kultur produkujících bakteriociny přímo do 

fermentačních procesů (Messaoudi et al., 2013; Negash et al., 2020). Tyto metody umožňují 

nejen inhibici patogenů, ale také přispívají ke zlepšení kvality potravin, například prevencí 

nežádoucího pozdního duření během zrání sýra (Morandi et al., 2025). 

Lze tedy říci, že potenciální aplikace bakteriocinů může být prospěšná hned v několika 

aspektech: 1) snížení rizika otravy jídlem  2) snížení křížové kontaminace v potravinovém 

řetězci 3) zlepšení trvanlivosti potravinářských výrobků 4) snížení ekonomických ztrát 

v důsledku kažení potravin 5) snížení množství přidaných chemických konzervačních látek 

6) snížení intenzity fyzikálního ošetření za účelem lepšího zachování nutriční hodnoty  

a případně snížení nákladů na zpracování 7) poskytnutí alternativní metody konzervace 

„nových potravin“, která odpovídá rostoucí poptávce spotřebitelů po minimálně 

zpracovaných potravinách s čerstvou chutí a prodlouženou trvanlivostí (Messaoudi et al., 

2013; Daba et al., 2022; Reuben a Torres, 2024). 

5.1.2 Proces schvalování a regulační požadavky 

Předpisy a legislativa týkající se bezpečnosti potravinářských přídatných látek se neustále 

zpřísňují. Použití bakteriocinů z BMK podléhá různým schvalovacím procesům  

v závislosti na konkrétní zemi. Obecně jsou bakteriociny považovány za potenciální 

antimikrobiální činidla nebo potravinářské přídatné látky, jejichž regulaci zajišťují příslušné 

dozorové orgány – ve Spojených státech je to FDA, v rámci Evropské unie pak EFSA (Liang 

et al., 2025a).  
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Prvním krokem je podání žádosti regulačním orgánům. Součástí žádosti je i dokument 

obsahující komplexní informaci o produktu, dále reprezentativní vzorky produktu a zprávy 

o posouzení bezpečnosti produktu. Regulační orgány poté schvalují použití bakteriocinů  

v potravinách na základě komplexního hodnocení, které zahrnuje následující kroky  

(Obrázek 3) (Liang et al., 2025a):  

1) Identifikace a fyzikálně-chemická charakterizace bakteriocinů – zahrnuje 

stanovení struktury bakteriocinu a jeho biologických vlastností. 

2) Funkční testování – zahrnuje hodnocení antimikrobiální účinnosti proti 

patogenním a bakteriím způsobujících kažení potravin, stanovení minimální 

inhibiční koncentrace a mechanismu účinku. 

3) Bezpečnostní posouzení – zahrnuje testy toxicity in vitro i in vivo, hodnocení 

absorpce, distribuce, metabolismu a vylučování. 

Obrázek 3: Proces schvalování bakteriocinů; upraveno dle Liang et al. (2025a)  
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4) Škálování výroby a validace – zahrnuje optimalizaci produkčních metod, 

laboratorní a pilotní testy účinnosti, průmyslovou validaci a vývoj metod pro 

stanovení konečné koncentrace bakteriocinů v potravinách. 

Po splnění těchto kroků regulační orgány rozhodují o schválení a povolení k uvedení na trh. 

5.1.3 Bioaktivní obaly 

Další z inovativních cest využití bakteriocinů k prodloužení trvanlivosti potravin a ochraně 

před patogenními mikroorganismy, je jejich integrace do obalových materiálů. Zejména 

jedlé polymerní fólie na bázi přírodních látek (polysacharidy, proteiny a lipidy), umožňují 

účinné a bezpečné využití těchto antimikrobiálních peptidů (García-Anaya et al., 2025). 

Tento přístup zajišťuje řízené uvolňování bakteriocinů přímo na povrch potravin, čímž se 

minimalizuje růst mikroorganismů způsobujících kažení (Bangar et al., 2021).  

Bakteriociny lze do polymerních filmů začlenit dvěma způsoby: buď přímým přidáním 

purifikovaného bakteriocinu do filmogenního roztoku, nebo inkorporací bakteriální kultury 

schopné bakteriociny produkovat. Aktivní obaly na bázi bakteriocinů byly aplikovány na 

různých potravinách, včetně ryb, mořských plodů, mléčných a masných výrobků či ovoci. 

Účinně zde pak bránily růstu následujících patogenů: Listeria monocytogenes, 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis 

a Pseudomonas aeruginosa (García-Anaya et al., 2025).  

Například ve studii Liu et al. (2019) vyvinuli obalové fólie na bázi celulózy  

s přídavkem bakteriocinu bifidocin A, které se ukázaly jako slibná metoda pro potlačení 

růstu bakterií rodů Pseudomonas a Enterobacteriaceae. Tyto fólie umožnily prodloužit 

skladovatelnost čerstvých filetů španělské makrely až na 12 dní bez známek znehodnocení. 

Bioaktivní obal na bázi želatiny obsahující nisin Z vytvořili vědci Pattanayaiying et al. 

(2019). Tento obal byl aplikován na tygří krevety a filety chňapala velkookého. Tato forma 

obalu vykazovala účinnost proti patogenům Vibrio parahaemolyticus a Salmonella 

Typhimurium, a to i po 21 dnech skladování v chlazených a mražených podmínkách, což 

potvrzuje potenciál bakteriocinů v ochraně mořských plodů před mikrobiální kontaminací.  

Při vývoji bioaktivních obalů založených na bakteriocinech je třeba zohlednit několik 

faktorů ovlivňujících jejich účinnost, včetně podmínek skladování, typu bakteriocinu, pH 

potraviny a jejího mikrobiálního složení. Zatímco některé bakteriociny zůstávají stabilní  

v širším teplotním rozmezí, jiné vyžadují specifické skladovací podmínky, aby si zachovaly 

svou aktivitu. Kromě toho může být životaschopnost bakteriocinů ovlivněna také 
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polymerem použitým při výrobě fólie. Neméně důležitým aspektem je i vzhled aktivního 

obalu, který ovlivňuje přijetí ze strany spotřebitelů a závisí na faktorech, jako je typ 

bakteriocinu či biopolymeru (García-Anaya et al., 2025). V tomto ohledu Ma et al. (2019) 

zkoumali integraci Lactococcus lactis a zjistili, že jeho přítomnost snižuje lesk a průhlednost 

filmů. Je tedy důležité vybrat jak bakteriocin, tak polymer, který příliš nemění fyzikální 

vlastnosti filmů (García-Anaya et al., 2025). 

5.2 Klinické a další aplikace  

Bakteriociny se kromě potravinářství uplatňují i v medicíně, farmacii, veterinární péči, 

zemědělství či kosmetice.  

Antimikrobiální léčba proti multirezistentním bakteriím 

Vzhledem k rostoucí rezistenci bakterií na antibiotika se bakteriociny jeví jako slibná 

alternativa. Mají vysokou účinnost a specifitu vůči patogenům, jako jsou Pseudomonas 

aeruginosa, Escherichia coli a multirezistentní Staphylococcus i při nízkých koncentracích. 

Studie ukázaly, že mohou sloužit jako adjuvantní terapie s tradičními antibiotiky nebo být 

produkovány přímo probiotickými bakteriemi, čímž se snižuje riziko jejich degradace 

enzymy. Výzkum se dále zaměřuje na zapouzdření peptidů pro zvýšení jejich stability 

(Fernandes a Jobby, 2022). 

Protirakovinné účinky 

Bakteriociny, jako mikrocin E492 a koliciny (A, D, E1, E2, E3), vykazují selektivní 

cytotoxicitu vůči rakovinným buňkám díky jejich kladnému náboji, který interaguje se 

záporně nabitými složkami buněčné stěny nádorových buněk. Mechanismus účinku zahrnuje 

indukci apoptózy a depolarizaci membrány, což vede k narušení permeability buněk. 

Přestože mechanismus byl popsán, klinické studie zatím chybí (Soltani et al., 2020;  

Solis-Balandra a Sanchez-Salas, 2024).  

Potenciální antikoncepční účinek 

Nisin, subtilosin, fermenticin a lakticin 3147 mohou ovlivnit pohyblivost lidských spermií  

a tím fungovat jako přirozené spermicidní látky. Fermenticin HV6b produkovaný 

Limosilactobacillus fermentum HV6b navíc inhibuje růst bakterií způsobujících vaginální 

infekce, čímž by mohl být využit v kombinovaných vaginálních přípravcích (Negash et al., 

2020). 
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Antivirová aktivita 

Enterociny produkované Enterococcus faecium (např. enterocin CRL35) vykazují 

antivirový účinek proti virům Herpes simplex (HSV-1, HSV-2), což naznačuje jejich 

potenciál pro použití jako antivirotika (Solis-Balandra a Sanchez-Salas, 2024) 

Veterinární využití 

Nisin byl testován jako léčba bovinní mastitidy, závažného onemocnění skotu. Injekční 

formulace na bázi nisinu dokázaly eliminovat 99,9 % bakterií způsobujících infekci, včetně 

Staphylococcus aureus a Streptococcus agalactiae (Negash et al., 2020). 

Podpora růstu rostlin 

Bakteriociny produkované rhizobakteriemi mohou zlepšit růst plodin a bojovat proti 

rostlinným patogenům. Například thuricin 17 (produkce Bacillus thuringiensis NEB17) 

zvyšuje rychlost fotosyntézy, syntézu fytohormonů a podporuje lepší příjem vody a živin 

(Bisht et al., 2024). 

Kosmetika a péče o pleť  

Bakteriociny, jako např. ty produkované Bacillus subtilis a nisin z Lactococcus lactis, 

vykazují potenciál v kosmetice. Aplikace bakteriocinů z B. subtilis vedla ke snížení výskytu 

Staphylococcus aureus na aknózní pleti o 38 % a zároveň k úbytku zánětlivých  

i nezánětlivých lézí (Alessandrini et al., 2023). Nisin navíc prokázal účinnost jako přírodní 

konzervant, schopný inhibovat růst grampozitivních bakterií. Navíc v kombinaci s dalšími 

konzervanty splňoval požadavky normy ISO 11930 pro antimikrobiální ochranu proti 

širšímu spektru mikroorganismů (Maurício et al., 2017).  
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6 CÍLE PRÁCE  

Cílem teoretické části této diplomové práce bylo provést literární rešerši o bakteriocinech 

produkovaných mikroorganismy s důrazem na jejich charakteristiku, významné producenty 

a možnosti využití v potravinářství. 

V praktické části práce bylo cílem posoudit antimikrobiální aktivitu bakterií získaných  

z potravinových izolátů a pomocí metody PCR provést bakteriocinotypizaci u produkčních 

kmenů. Získaná data následně vyhodnotit a porovnat s dostupnými poznatky z literární 

rešerše a formulovat závěry práce. 
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7 MATERIÁLY  

Tato kapitola zahrnuje seznam použitých pomůcek, přístrojů, chemikálií a kultivačních půd.  

7.1 Pomůcky a přístroje 

• Laboratorní sklo (zkumavky, kádinky, odměrné válce, lahve). 

• Váhy 440-47 N d=0,01 g (KERN, Německo). 

• Automatické mikropipety/multipipety (Eppendorf, Německo). 

• Biohazard box (Clean Air, Česká republika). 

• Dekontaminační digestoř Aura PCR (BioAir, Itálie). 

• Centrifuga Eppendorf MiniSpin plus (Eppendorf, Německo). 

• Třepačka Vortex Mixer VX-200 (Labnet International, USA). 

• Termostat blokový CH-100 (Biosan, USA). 

• Termocykler Aeris™ (ESCO, Singapur). 

• Termocykler BIO-RAD C1000 Touch™ (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA). 

• Infinite®M200 (Tecan, Švýcarsko). 

• Elektroforetická vana (Cleaver Scientific Ltd, UK)  

o včetně příslušenství (těsnění, hřebínky). 

• Elektrický zdroj pro elektroforézu EV243 (Consort, Belgie). 

• Elektrický zdroj pro elektroforézu MP-300N (Major Science, USA). 

• UV-transimulátor InGeniusLHR (Syngene, UK).  

• Další běžné laboratorní pomůcky a vybavení: stojánky, dávkovače, sterilní 

bakteriologické kličky, sterilní špičky, Petriho misky, zkumavky Eppendorf, 

mikrozkumavky pro PCR, kryokrabičky, nitrilové rukavice, pravítko, mikrovlnná 

trouba, termostaty pro kultivaci, lednice, mrazící box, autokláv. 
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7.2 Roztoky a chemikálie 

• 30% roztok glycerolu. 

• 96% ethanol (PENTA, ČR). 

• DNeasy® Blood & Tissue Kit (250) (QIAGEN, Německo). 

• Destilovaná voda. 

• Redestilovaná voda pro molekulární biologii. 

• VWR Red Taq DNA Polymerase Master Mix (Avantor, Dánsko). 

• Tris-acetátový pufr (TAE pufr) – 2 M Tris-base, 1 M acetát sodný, 50 M EDTA, pH 

7,4 (Merck, USA). 

• Agaróza SERVA (SERVA, Německo). 

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

• Barvivo GelRed (Biotium).  

• Primery (Metabion, Německo).  

7.3 Kultivační média  

Pro reaktivaci a kultivaci poskytnutých izolátů, které byly uchovávány v mrazícím boxu při 

–80 °C byly použity následující kultivační média: 

Agar Type I (HiMedia, Bombai, Indie) 

Pro běžná bakteriologická kultivační média. 

Nutrient broth (HiMedia, Bombai, Indie) 

Obecně použitelné kultivační médium. 

Složení (g/l): 

• Masový pepton       5 

• Hovězí extrakt       1,5 

• Kvasničný extrakt      1,5 

• Chlorid sodný       5 

Finální pH (při 25 °C) 7,4±0,2. 
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Lactobacillus MRS Broth (MRS Broth) (HiMedia, Bombai, Indie) 

Pro kultivaci druhů rodu Lactobacillus a mléčných tyčinek. 

Složení (g/l):  

• Proteosový pepton      10 

• Hovězí extrakt        10 

• Kvasničný extrakt       5 

• Dextróza (glukóza)      20 

• Polysorbát 80 (Tween 80)     1 

• Citran amonný       2 

• Octan sodný        5 

• Síran hořečnatý       0,1 

• Síran manganatý       0,05 

• Hydrogenfosforečnan (di)draselný    2 

Finální pH (při 25 °C) 6,5±0,2 

M17 agar, (Merck KGaA, Darmstadt, Německo)  

Pro kultivaci mléčných koků. 

Složení (g/l):  

• Enzymatický hydrolyzát kaseinu    2,5 

• Masový pepton       2,5 

• Sojový pepton      5 

• Kvasničný extrakt      2,5 

• Hovězí extrakt        5 

• Laktóza        5 

• Kys. askorbová       0,5 

• Síran hořečnatý        0,25 

• β-glycerofosforečnan (di)sodný     19 
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Finální pH (při 25 °C) 6,9 ± 0,2. 

PCA (Plate Count Agar) (HiMedia, Bombai, Indie) 

Běžně slouží ke stanovení celkového počtu mikroorganismů. 

Složení (g/l):  

• Enzymatický hydrolyzát kaseinu    5 

• Kvasničný extrakt      2,5 

• Glukóza        1 

• Agar         15 

Finální pH (při 25 °C) 7 ± 0,2. 

BHI („Brain heart infusion agar“) (Merck KGaA, Darmstadt, Německo) 

Pro kultivaci mikroorganismů náročných na výživu. 

Složení (g/l):  

• Živná směs (extrakty z mozku, srdce a peptonu)  27,5 

• D (+) glukóza        2 

• Chlorid sodný       5  

• Hydrogenfosforečnan disodný      2,5 

Finální pH (při 25 °C) 7,4±0,2. 

Kultivační bujóny byly připravovány podle pokynů výrobce uvedených na obalu. 

Stanovené množství kultivačního média bylo naváženo na laboratorních vahách do 

reagenční lahve a následně doplněno požadované množství destilované vody. Suspenze byly 

následně důkladně homogenizovány a poté pomocí dávkovače bylo určité množství 

dávkováno do zkumavek, které se následně opatřily víčky a byly sterilizovány pomocí 

autoklávu. 

Příprava pevných kultivačních půd probíhala obdobně, akorát k navážce kultivačního 

média bylo přidáno ještě určité množství Agaru typ I, aby výsledná koncentrace byla 1,5%. 

K navážce bylo přidáno odpovídající množství destilované vody a vzniklá suspenze byla 

homogenizována, uzavřena víčkem a umístěna do autoklávu ke sterilizaci. Po sterilizování 

se nechala lahev lehce vychladnout, aniž by docházelo k tuhnutí a poté bylo kultivační 
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médium rozléváno do připravených sterilních Petriho misek v biohazard boxu. Po utuhnutí 

média v Petriho miskách byly přemístěny do chladícího boxu, kde byly skladovány až do 

doby jejich použití.  

7.4 Použité bakteriální kmeny  

V praktické části byly použity bakteriální kmeny izolované v rámci bakalářské práce  

Bc. Radka Novotného (Novotný, 2023). Kmeny bakterií byly izolovány z různých druhů 

mléčných výrobků a následně byly uchovávány v hlubokomrazícím boxu ve zkumavkách 

obsahující kultivační médium s glycerolem při teplotě –80 °C.  

V počátku práce byly vybrány pouze ty kmeny, které dle výzkumu R. Novotného 

vykazovaly inhibiční účinnost alespoň proti jednomu z pěti testovaných indikátorových 

mikroorganismů (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Salmonella 

Typhimurium, Enterococcus faecalis). Tyto kmeny (celkem 133 izolátů) byly dále testovány 

agar spot testem (kap. 8.2) vůči třem indikátorovým mikroorganismům (Pseudomonas 

aeruginosa, Klebsiella aerogenes, Klebsiella oxytoca). Z výsledků spot agar testu byly 

následně vybrány izoláty vykazující největší antimikrobiální aktivitu vůči všem osmi 

indikátorovým mikroorganismům. Tyto vybrané kmeny byly následně podrobeny 

genotypizaci (kap. 8.4). Celkově 30 vybraných kmenů na genotypizaci je uvedeno 

v Tabulce 2. 

Tabulka 2: Seznam a charakteristika vybraných bakteriálních kmenů na genotypizaci 

Nové číslo izolátu 

Původní 

číslo 

izolátu 

Identifikovaný kmen Původ 

1 44 Lacticaseibacillus paracasei sýr Krolewski 

2 45 Lacticaseibacillus paracasei sýr Krolewski 

3 70 Lacticaseibacillus paracasei Sýr Madeland 

4 71 Lacticaseibacillus paracasei Sýr Madeland 

5 75 Lacticaseibacillus paracasei Sýr Madeland 

6 76 Lacticaseibacillus paracasei Sýr Madeland 

7 79 Lacticaseibacillus paracasei Sýr Madeland 

8 80 Lacticaseibacillus paracasei Sýr Madeland 

9 81 Lacticaseibacillus paracasei Sýr Madeland 

10 84 Lacticaseibacillus paracasei Sýr Madeland 

11 85 Lacticaseibacillus paracasei Sýr Madeland 

12 86 Lacticaseibacillus paracasei Sýr Madeland 

13 89 Lacticaseibacillus paracasei Sýr Madeland 

14 91 Lacticaseibacillus paracasei Sýr Madeland 

15 93 Lacticaseibacillus paracasei Sýr Madeland 
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Tabulka 2 (pokračování): Seznam a charakteristika vybraných bakteriálních kmenů na 

genotypizaci 

Nové číslo izolátu 

Původní 

číslo 

izolátu 

Identifikovaný kmen Původ 

16 100 Lacticaseibacillus paracasei Sýr Madeland 

17 101 Lacticaseibacillus paracasei Sýr Madeland 

18 120 Lacticaseibacillus paracasei Parmazán 

19 135 Lacticaseibacillus paracasei Parmazán 

20 125 Lacticaseibacillus casei Parmazán 

21 131 Lactobacillus sp. Parmazán 

22 106 Lacticaseibacillus rhamnosus Parmazán 

23 109 Lacticaseibacillus rhamnosus Parmazán 

24 119 Lacticaseibacillus rhamnosus Parmazán 

25 126 Lacticaseibacillus rhamnosus Parmazán 

26 9 Limosilactobacillus fermentum Bílý jogurt  

27 10 Limosilactobacillus fermentum Bílý jogurt 

28 16 Limosilactobacillus fermentum Bílý jogurt  

29 19 Limosilactobacillus fermentum Bílý jogurt  

30 94 Leuconostoc pseudomesenteroides Balkánský sýr  
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8 METODIKA 

8.1 Obnova a kontrola bakteriálních kmenů  

Vzorky poskytnuté k analýze, které byly izolovány a částečně charakterizovány v práci  

R. Novotného (2023), byly skladovány při teplotě –80 °C v hlubokomrazicím boxu. Pro 

jejich reaktivaci byly nejprve rozmrazeny a následně bylo 100 µl bakteriální suspenze 

přeneseno do připraveného masopeptonového bujonu (Nutrient broth). Kultivace probíhala 

po dobu 48 hodin při teplotě 37 °C, dokud nedošlo k zřetelnému nárůstu biomasy. Poté byla 

suspenze sterilní bakteriologickou kličkou přenesena na vhodnou kultivační půdu 

specifickou pro daný organismus, jak uvádí práce R. Novotného (MRS, M17 nebo PCA 

agar). Inokulované Petriho misky byly opět inkubovány po dobu 48 hodin při 37 °C. Po 

uplynutí kultivační doby byla vizuálně hodnocena schopnost růstu a čistota jednotlivých 

kultur.  

8.1.1 Identifikace izolátů pomocí MALDI-TOF 

Hmotnostní spektrometrie typu MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser 

Desorption/Ionization Time-Of-Flight Mass Spectrometry) je založena na vychylování iontů 

v elektrickém nebo magnetickém poli, přičemž trajektorie iontů závisí na jejich hmotnosti  

a náboji. Celý proces (viz Obrázek 4) lze rozdělit do tří hlavních kroků: ionizace, analýza  

a detekce. Nejprve se vzorek připraví na destičce MALDI, kde je smíchán s matricí  

(1 – jedna kolonie je nanesena na jamku destičky, 2 – přidána matrice). Následně je vzorek 

analyzován v přístroji MALDI-TOF, kde v ionizační komoře (A) je vysílán laserový paprsek 

na směs vzorku a matrice, čímž vznikají ionty v plynné fázi. Tyto ionty jsou poté urychleny 

elektrickým polem a směrovány do analyzátoru (B), který je odděluje podle poměru 

hmotnosti k náboji (m/z) na základě doby jejich letu (Time-Of-Flight, TOF). Menší 

molekuly dopadnou na detektor dříve než větší, přičemž ionty se stejným poměrem m/z jsou 

dále rozlišeny pomocí iontového zrcadla. Detektor (C) pak přijatý iontový proud převádí na 

elektrický signál, který je zesílen, digitalizován a zpracován do podoby hmotnostního 

spektra (D), jež slouží k identifikaci vzorku (Lo et al., 2017). Principem identifikace 

mikroorganismů je srovnání proteinového spektra konkrétního izolátu se spektry 

referenčních kmenů, které jsou k dispozici v databázi MALDI Biotyper (Bursová et al., 

2014). 
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Izoláty, které se v práci R. Novotného (2023) nepodařilo identifikovat, byly podrobeny 

znovu identifikaci pomocí MALDI-TOF. Celkově 32 izolátů, které se podařilo dostatečně 

kultivovat, bylo posláno k dodatečné identifikaci. 

 

Obrázek 4: Princip MS MALDI-TOF 

Příprava vzorků: 

Zmražené vybrané izoláty byly naočkovány do bujónu BHI a vloženy do termostatu ke 

kultivaci při teplotě 37 °C po dobu 35 hodin. Po kultivaci byla suspenze důkladně 

promíchána a přenesena křížovým roztěrem na Petriho misky s BHI agarem. Misky byly 

opět umístěny do termostatu a inkubovány za stejných podmínek jako v bujónu. Pro přípravu 

vzorků bylo do Eppendorfovy zkumavky přidáno 300 µl destilované vody, do které bylo 

sterilní kličkou přeneseno takové množství biomasy, aby vznikl lehký zákal. Poté bylo 

přidáno 900 µl 96% etanolu a směs byla promíchána. Takto připravené vzorky byly 

uchovány v kryokrabičkách v mrazicím boxu při –18 °C až do doby převozu na analýzu 

hmotnostní spektrometrií MALDI-TOF v laboratoři AgroBioTech v Nitře. 
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8.2 Agar spot test  

Screening antimikrobiální aktivity v podobě agar spot testu byl rozšířen o další tři 

indikátorové mikroorganismy: Klebsiella oxytoca, Klebsiella aerogenes a Pseudomonas 

aeruginosa. Celkem bylo testováno vybraných 133 izolátů. Postup testu byl sestaven na 

základě odborných publikací autorů (Fijan, 2016) a (Choeisoongneen et al., 2020) s určitými 

modifikacemi.  

Postup:  

Izolované kmeny byly nejprve předkultivovány v 5 ml živného bujónu při 37 °C po dobu  

48 hodin. Z těchto narostlých kultur byly následně nadávkovány 2 µl na povrch pevného 

média 1,2% MRS. Na jednu Petriho misku bylo pipetováno celkem 7 spotů (ve vzoru  

3-4-3), případně 4 spoty (ve vzoru 2-2), pokud bylo při předchozím testování zjištěno, že 

inhibiční zóny jednotlivých spotů vzájemně interagují. Po nanesení spotů byly misky 

uzavřeny a ponechány v biohazard boxu po dobu 10 minut, aby se kultura absorbovala do 

média a následně inkubovány v termostatu při 37 °C po dobu 35 hodin.  

Po inkubaci byla provedena inaktivace buněk pomocí UV záření po dobu 30 minut. 

Petriho misky byly bez víka umístěny do biohazard boxu a bylo spuštěno UV záření. Po 

uplynutí expoziční doby byly misky uzavřeny. 

Indikátorové mikroorganismy byly předem kultivovány z křížových roztěrů v 5 ml BHI 

bujónu při 37 °C po dobu 18 hodin. Pro zaočkování indikátorových mikroorganismů byl 

připraven 0,8% BHI agar, který byl po přípravě zchlazen pod tekoucí vodou na teplotu 

zajišťující přežití indikátorových mikroorganismů (přibližně 45–50 °C). Následně byl 

zaočkovaný agar důkladně promíchán a 8 ml bylo rovnoměrně rozlito na misky obsahující 

spoty. Po ztuhnutí soft agaru byly misky inkubovány při 37 °C po dobu 24 hodin. 

Po ukončení inkubace byly druhý den vyhodnoceny inhibiční zóny v okolí jednotlivých 

spotů. Za pozitivní výsledek byla považována čirá inhibiční zóna o průměru nejméně  

1–2 mm. Velikost inhibičních zón byla změřena pravítkem a zaznamenána v milimetrech. 

8.3 Izolace a purifikace bakteriální DNA  

Vybraných třicet bakteriálních kmenů bylo přeneseno z kryokonzervovaných kultur  

(–80 °C) do MRS bujónu a byly kultivovány 48 h při 37 °C. Po dostatečné multiplikaci 

bakterií byla suspenze využita k izolaci DNA pomocí komerční sady DNeasy® Blood  

& Tissue Kit (250).  
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Izolace a purifikace bakteriální DNA probíhala dle protokolu dodaného výrobcem. 

Nejprve bylo 2 ml bakteriální suspenze přeneseno do mikrozkumavek typu Eppendorf  

a centrifugováno při 14 000 rpm po dobu 2 minut. Po odstranění supernatantu byla 

bakteriální peleta resuspendována v 200 μl PBS pufru a přidáno 20 μl proteinázy K. 

Následně bylo přidáno 200 μl pufru AL a směs byla důkladně zvortexována. Poté byly 

vzorky inkubovány při 56 °C po dobu 10 minut. Po inkubaci bylo ke směsi přidáno 200 μl 

96% ethanolu a znovu promícháno vortexováním. Vzniklá suspenze byla převedena do 

filtračních kolonek a centrifugována při 8000 rpm po dobu 1 minuty. Kolonka byla 

přemístěna do nové sběrné zkumavky, do níž bylo následně přidáno 500 μl pufru AW1  

a opět centrifugováno při 8000 rpm po dobu 1 minuty. Tento krok byl zopakován tentokrát 

s přidáním 500 μl pufru AW2, přičemž centrifugace probíhala při 14 000 rpm po dobu  

3 minut. Poté byla provedena kontrolní centrifugace na prázdno za stejných podmínek. 

Následně byla kolonka přenesena do čisté mikrocentrifugační zkumavky, kde bylo 

aplikováno 50 µl předehřátého pufru AE (60 °C) a vzorek inkubován při laboratorní teplotě 

po dobu 5 minut. Konečná eluce DNA byla provedena centrifugací při 14 500 rpm po dobu 

1 minuty. 

 Čistota a koncentrace izolované DNA byly stanoveny spektrofotometricky pomocí 

přístroje Infinite®M200 (Tecan) při vlnové délce 260 nm, přičemž hodnoty v rozmezí  

1,8–2,0 indikují čistou DNA a koncentrace byla vyjádřena v ng/µl. Pro měření byla použita 

destička Nano Quant, kdy bylo do 12 jamek destičky napipetováno 2 µl blanku (pufr AE) 

pro kalibraci absorbance. Poté byla destička vyčištěna ethanolem a následně byly 

analyzovány 2 µl vzorky DNA.  

8.4 Molekulární typizace bakteriocinů metodou PCR   

Metoda polymerázové řetězové reakce (PCR) byla použita pro amplifikaci hledaného úseku 

DNA kódujícího bakteriocin. Pro molekulární typizaci bakteriocinů byly navrženy primery 

podle autorů uvedených v Tabulce 3, kde jsou zároveň vypsány sekvence daných primerů, 

velikost výsledného amplikonu (bp) a teploty žíhání (annealingu) jednotlivých primerů. 

Podmínky amplifikace vycházejí buď přímo z uvedených studií nebo byly vypočteny 

pomocí online programu „Tm Calculator (Thermo Fsiher Scientific)“ v případech, kdy ve 

studiích nebyly specifikovány. Samotná PCR reakce poté probíhala v reakčním objemu 

25 µl a celé složení reakční směsi je uvedeno v Tabulce 4. Všechny testy PCR zahrnovaly 

i negativní kontrolu se stejným složením směsi, akorát bez templátové DNA. Směsi pro PCR 
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byly připravovány v PCR boxu, aby nedošlo ke kontaminaci vzorku cizorodou DNA. PCR 

reakce poté byla provedena v termocykleru Aeris™ nebo BIO-RAD (C1000 TouchTM). 

Tabulka 3: Primery a jejich podmínky amplifikace 

Gen Primer (5'-3') F a R 

Velikost 

amplikonu 

[bp] 

T [°C] 

žíhání 
Zdroj 

mesY 
AGTCTGTGGAAGCATATCAGCA 

172 62 

(Macwana a 

Muriana, 2012) 

TACCAAAATCCATTTCCACCAT 

mesB 
AAACAAATTTCAAAATCCTTTCAGA 

150 62 
ATTTGTGGTTCTTGATCTTTGC 

lcck 
TGAACTGACTGCAATCACTGGT 

100 62 
AAGAGTGCATATGTCCCTTGGT 

B-Ta11a 
GTAACGGAGTTCATTGCACAAA 

103 62 
TACCAGAAACCATTTCCACCAT 

lcnS 
CTTTGGATGCCTTTCGATACTC 

144 62 
GCTACATGAGGTCGACTTTTCC 

lcnA 
GAACATGAAACCTACGGAAAGC 

165 62 
CCACCATTTGCTAAACGATGTA 

acdT 
AAAGAATTAGCATTAATTTCTGGGG 

100 62 
CGTCAGTATAACGAAGGCTTTCCC 

acdA 
GAATTAGCATTAATTTCTGGGGG 

199 62 
AATGAAATGTCTTGCCAAAAGC 

enlA 
GGACAACAATTCGGGAACACT 

1008 55 
(Veljovic et al., 

2013) GCCAAGTAAAGGTAGAATAAA 

lacA 
ATGATAAGTAAAGAAGTGGGC 

216 56 
(Yu et al., 

2020) 

TTAGGCTGGGTGAATGTAATTAGTG 

lacB 
ATGTCTTATAATTATCGCCAGCTCG 

234 56 
TTGCATCCCATCTCCTAAGC 

α-peptide 
AACAATTGGTGGTGGCATGT 

111 58 
(Macwana a 

Muriana, 2012) TATCCAAGACGTCCCTTTTTGT 

β-peptide 
GAAAAATTTGCCAATATCTCGA 

150 58 
(Yu et al., 

2020) ACCATTAATTGGTGAATGGTGA 

cbnBM1 
GAGTGTATGTACATGAAAAG 

220 47 
(Herbin et al., 

1997) 

TATCATAACTAGATACCTCT 

cbnA 
TTTGGCATGATAGAATGTTC 

401 47 
GAGACTATTGAAAGGCAGTA 

bacSJ2-8 
ACTACCCCAGCCATCTCCAA 

90 55 
(Epishkina et 

al., 2022) 

TGGAGAGACAAGAGGGGTCA 

hlvJ 
TCAAACAAACCAAAGTGACC 

440 55 
CAAGTTGGTGCAGTAAATGGTG 
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Tabulka 3 (pokračování): Primery a jejich podmínky amplifikace 

Gen Primer (5'-3') F a R 

Velikost 

amplikonu 

[bp] 

T [°C] 

žíhání 
Zdroj 

leuC 
AAAT CTTGCATACCCTGTCTCC 

490 55 
(Chen et al., 

2018) AGCACAACAATCACGGGTTCA 

leuQ 
CTAGCAGGTATGAAAGGA 

201 50* 
(Sawa et al., 

2010) 

TGCAGTTTAGTGCCAACGTT 

leuN 
TGGGTGAAGGGAATTTATCA 

217 53* 
CAATGAACAAATATGGTTAAACTATC 

* Teplota annealingu vypočítaná pomocí Tm Calculator 

Tabulka 4: Složení reakční směsi pro PCR 

Komponenty Objem [μl] Koncentrace 

VWR Red Taq DNA Polymerase Master Mix* 12,5 1x koncentrovaný 

Forward primer 0,5 10x zředěný 

Reverse primer 0,5 10x zředěný 

Templátová DNA 1 - 

Sterilní voda pro PCR 10,5 - 

Celkem 25 - 

*Složení Master Mixu: chlorid hořečnatý, Taq polymeráza, deoxynukleotidy (dNTP), inertní červené 

barvivo a stabilizátor 

8.5 Elektroforéza  

K analýze produktů PCR byla použita elektroforéza v agarózovém gelu. Gel byl připraven 

smícháním 3 g agarózy s 200 ml 1× TAE pufru (Tris-acetátový pufr), čímž vznikl 1,5% 

agarózový gel. Směs byla zahřívána v mikrovlnné troubě po dobu 3–5 minut, dokud se 

agaróza zcela nerozpustila a poté byla ponechána k částečnému zchladnutí při laboratorní 

teplotě. Následně bylo do směsi přidáno barvivo GelRed Nucleic Acid Stain pro vizualizaci 

DNA. Připravený gel byl nalit do utěsněné formy s hřebínky a ponechán ztuhnout při 

laboratorní teplotě.  

Po ztuhnutí gelu byly hřebínky a těsnění opatrně odstraněny a gel byl ponořen do 

elektroforetické vany naplněné 1× TAE pufrem. Do vytvořených jamek bylo pipetováno  

4 µl molekulárního standardu (100 bp DNA Ladder) a 4 µl PCR produktu. Elektroforéza 

probíhala při konstantním napětí 120 V po dobu 50 minut. Po ukončení separace byl gel 

vyjmut z vany, přenesen na transluminátor a vizualizován pod UV světlem. Výsledky byly 
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zdokumentovány a analyzovány pomocí fotodokumentačního systému GeneSnap, přičemž 

velikost amplikonů byla určena porovnáním s molekulárním standardem.  
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9 VÝSLEDKY A DISKUZE  

9.1 Identifikace pomocí MALDI-TOF MS 

Z celkového počtu 32 analyzovaných izolátů bylo pomocí metody MALDI-TOF MS úspěšně 

identifikováno 20 kmenů, zatímco u 12 vzorků se identifikace nezdařila. Mezi úspěšně 

identifikovanými izoláty byly druhy Latilactobacillus curvatus, Lacticaseibacillus 

paracasei, Lacticaseibacillus zeae, Lacticaseibacillus casei, Lacticaseibacillus rhamnosus, 

Leuconostoc pseudomesenteroides a Lactiplantibacillus plantarum. Přehled 

identifikovaných kmenů je uveden v Tabulce 5. 

Neúspěšná identifikace u části vzorků mohla být způsobena nedostatečnou koncentrací 

mikroorganismu ve vzorku, nevhodnou přípravou (např. slabá krystalizace matrice), 

případně absencí odpovídajících referenčních spekter v databázi pro dané druhy. 

Tabulka 5: Výsledky MALDI-TOF 

Potravina Izolát Identifikace MALDI-TOF Skóre 

Sýr Gouda 32 Latilactobacillus curvatus 1,77 

Sýr Gouda 34 Latilactobacillus curvatus 1,96 

Sýr Gouda 60 Lacticaseibacillus paracasei 2,2 

Sýr Gouda 61 Latilactobacillus curvatus 1,96 

Sýr Madeland 90 Lacticaseibacillus paracasei 2,26 

Sýr Madeland 95 Lacticaseibacillus paracasei 2,3 

Parmazán 105 Lacticaseibacillus zeae 2,01 

Parmazán 107 Lacticaseibacillus casei 2,04 

Parmazán 112 Lacticaseibacillus paracasei 2,06 

Parmazán 113 Lacticaseibacillus casei 1,71 

Parmazán 114 Lacticaseibacillus casei 1,8 

Parmazán 117 Lacticaseibacillus paracasei 2,07 

Parmazán 122 Lacticaseibacillus casei 2,08 

Parmazán 124 Lacticaseibacillus zeae 2,14 

Parmazán 128 Lacticaseibacillus casei 2,01 

Parmazán 130 Lacticaseibacillus rhamnosus 2,05 

Parmazán 132 Lacticaseibacillus rhamnosus 1,98 

Parmazán 133 Lacticaseibacillus casei 1,99 

Balkánský sýr 139 Leuconostoc pseudomesenteroides 1,71 

Sýr Krolevski 151 Lactiplantibacillus plantarum 1,78 
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9.2 Agar spot test  

Pro komplexnější hodnocení antimikrobiálního spektra izolátů byl agar spot test doplněn, 

kromě výše zmíněných indikátorových mikroorganismů v kap. 9.1, o testování proti třem 

dalším: Klebsiella oxytoca, Klebsiella aerogenes a Pseudomonas aeruginosa. Tyto 

indikátorové mikroorganismy byly zařazeny z důvodu jejich klinické významnosti  

a potenciálním rizikům.  

Pseudomonas aeruginosa je jeden z nejběžnějších potravinových patogenů, který může 

způsobit závažné akutní a chronické život ohrožující infekce. Hojně se může vyskytovat ve 

vodě, mléce, mase, ovoci nebo zelenině. Zároveň se jedná o typického producenta biofilmů, 

které ztěžují jeho odstranění z povrchů i samotných potravin (Li et al., 2023b). Zároveň  

P. aeruginosa představuje kritický klinický patogen, který je schopen rychlých mutací  

a adaptací vedoucích k získání rezistence na široké spektrum antibiotik. Některé kmeny 

vykazují multirezistenci, včetně rezistence vůči karbapenemům, polymyxinu B, 

aminoglykosidům, cefalosporinům a fluorochinolonům. Světová zdravotnická organizace 

(WHO) proto zařadila P. aeruginosa do tzv. „kritické“ skupiny patogenů, pro které je 

nezbytný urgentní vývoj nových antimikrobiálních látek určených k léčbě v klinické praxi 

(Qin et al., 2022; Kalaiarasan et al., 2024). 

Rod Klebsiella není obecně považován za hlavní potravinový patogen (Gelbíčová et 

al., 2021), ale jedná se o oportunní organismy. U zdravého člověka je riziko infekce poměrně 

nízké, ale u člověka s oslabeným imunitním systémem může vyvolat infekci (Holland, 

2017). Klebsiella oxytoca je spojena s nozokomiálními infekcemi močových a dýchacích 

cest (Gundogan, 2014). Studie Singh et al. (2016) navíc identifikovala K. oxytoca jako 

potenciálně nově vznikající patogen, který vykazuje multirezistenci vůči běžně používaným 

antibiotikům. V rámci této studie byly zaznamenány rezistence vůči imipenemu, 

meropenemu, gentamicinu, amikacinu, ceftriaxonu, ciprofloxacinu a aztreonamu. Na 

rostoucí hrozbu spojenou s K. oxytoca reflektuje i komplexní studie Yang et al. (2022), která 

se zabývá taxonomií, antimikrobiální rezistencí, virulencí a s tím spojené determinující 

geny. Podobně i Klebsiella aerogenes je považována za nově vznikající patogen, přičemž 

některé kmeny jsou spojovány s výskytem rezistence vůči karbapenemům (Morgado et al., 

2024). Kromě svého klinického významu se zástupci tohoto druhu mohou vyskytovat také 

v prostředí potravinářské výroby, kde představují potenciální hygienické riziko. Některé 

kmeny totiž vykazují schopnost produkovat biogenní aminy. Například kmen K. aerogenes 
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TI24 izolovaný z fermentovaného rybího produktu byl schopen intenzivní produkce 

histaminu (Rachmawati et al., 2022).  

V rámci této práce bylo celkem 133 izolátů testováno proti těmto třem nově zařazeným 

indikátorovým mikroorganismům ve dvou opakováních. Za pozitivní výsledek byla 

považována inhibiční zóna minimálně 1 mm od okraje spotu, jehož průměr byl přibližně  

5 mm. Výsledky jsou vyjádřeny jako průměrné hodnoty celkových inhibičních zón, 

zahrnující i průměr spotu. 

Na základě naměřených dat byly vytvořeny grafy, které znázorňují vybraných  

25 izolátů s největší antimikrobiální aktivitou vůči jednotlivým indikátorovým 

mikroorganismům – Pseudomonas aeruginosa (Obrázek 5), Klebsiella oxytoca (Obrázek 6), 

Klebsiella aerogenes (Obrázek 7).  

V případě Pseudomonas aeruginosa celkem 79 ze 133 izolátů (59 %) vykazovalo 

antimikrobiální aktivitu, přičemž nejvíce byly zastoupeny kmeny Lac. paracasei,  

Lac. rhamnosus a Lac. casei. Největší průměr inhibiční zóny byl zaznamenán u izolátu  

č. 130 (Lac. rhamnosus), kdy průměr inhibiční zóny dosahoval průměru 25 mm a u izolátu 

č. 93 (Lac. paracasei), kdy průměr zóny činil 24 mm. Podobně i ve studii Girma et al. (2021) 

prokázaly kmeny Lac. rhamnosus a Lac. paracasei širokospektrální antimikrobiální účinek, 

včetně výrazné aktivity proti P. aeruginosa. Antimikrobiální potenciál různých kmenů 

bakterií mléčného kvašení vůči multirezistentním kmenům P. aeruginosa byl potvrzen také 

ve studii Jamalifar et al. (2011). Autoři zjistili citlivost P. aeruginosa vůči několika kmenům 

BMK, konkrétně Lactiplantibacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus, 

Lacticaseibacillus casei, Limosilactobacillus fermentum, Limosilactobacillus reuteri a 

Lactobacillus gasseri, 

Naproti tomu izoláty identifikované jako Lim. fermentum v této práci nevykazovaly 

žádnou nebo jen velmi slabou antimikrobiální aktivitu proti P. aeruginosa. Nicméně bylo 

popsáno několik případů, kdy byla prokázána významná antimikrobiální aktivita  

Lim. fermentum proti P. aeruginosa. Například Shokri et al. (2018) prokázaly u kmene  

Lim. fermentum silné antibakteriální i antibiofilmové účinky proti 80 testovaným kmenům  

P. aeruginosa. Zajímavostí této studie bylo zjištění, že mechanismus inhibice nebyl založen 

na produkci bakteriocinů, ale souvisel s produkcí tří organických kyselin – kyseliny mléčné, 

octové a mravenčí. Podobně ve studii Nandi a Mandal (2025) studovali antibakteriální 

účinky izolátu Lim. fermentum 406B izolovaného z tvarohu. Tento kmen prokázal aktivitu 
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nejen proti P. aeruginosa, ale i dalším grampozitivním a gramnegativním patogenním 

bakteriím.  

Výběr 25 izolátů s největší inhibiční aktivitou (Obrázek 5) zahrnoval i izolát č. 49 

(Staphylococcus capitis), u něhož byla zaznamenána inhibiční zóna o velikosti 19,5 mm. Je 

však nutné poznamenat, že se jedná o kmen (stejně jako kmeny S. warneri a S. epidermidis), 

který se dostal s vysokou pravděpodobností do vzorku v důsledku kontaminace. Tato 

kontaminace mohla vzniknout v důsledku lidské chyby při mikrobiologickém rozboru, jak 

již bylo podotknuto v práci R. Novotného (2023), odkud tyto izoláty pocházejí. 

Antimikrobiální aktivita vůči testovanému kmeni Klebsiella oxytoca byla 

nejvýraznější, kdy z celkového počtu 133 izolátů prokázalo aktivitu 115 izolátů (86 %). 

K. oxytoca vykazovala citlivost vůči všem izolátům identifikovaným jako Lim. fermentum  

a s jednou výjimkou i proti všem izolátům Lac. paracasei. U izolátů Lim. fermentum 

dosahovaly velikosti inhibičních zón až 29 mm. U izolátů Lac. paracasei se velikosti 

inhibičních zón pohybovaly v rozmezí od 14 do 30,5 mm, přičemž nejvyšší hodnota byla 

zaznamenána u izolátu č. 87 (Lac. paracasei). Mezi 25 vybraných izolátů s největší 

antimikrobiální aktivitou vůči K. oxytoca (Obrázek 6) se umístil i izolát č. 56, identifikovaný 

jako Latilactobacillus curvatus, s inhibiční zónou 25 mm, který v případech proti  

P. aeruginosa ani K. aerogenes nedosahoval takové míry inhibice. 

Obrázek 5: Průměry inhibičních zón u vybraných 25 izolátů vůči Pseudomonas aeruginosa 
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 Podobné výsledky byly zaznamenány i ve studii Muruzović et al. (2018), která byla 

zaměřena na hodnocení antagonistického potenciálu BMK izolovaných ze sýra 

z jihovýchodního Srbska. Autoři zde testovali izolované kmeny vůči pěti indikátorovým 

mikroorganismům, včetně K. oxytoca. Inhibiční aktivitu proti tomuto klinicky významnému 

mikroorganismu prokázaly izoláty identifikované jako Lac. paracasei subsp. paracasei  

a Lim. fermentum, což je v souladu i s výsledky této práce.  

Z výsledků testování antimikrobiální aktivity vůči indikátorovému mikroorganismu 

Klebsiella aerogenes vyplývá, že inhibiční účinek prokázalo celkem 94 izolátů (71 %). 

Nejčastěji byly zastoupeny kmeny identifikované jako Lacticaseibacillus paracasei, 

Limosilactobacillus fermentum a Lacticaseibacillus rhamnosus. Nejvyšší hodnoty 

průměrných inhibičních zón (až 25 mm) byly zaznamenány u izolátů Lac. paracasei, 

konkrétně izolát č. 70, 72 a 77. 

Na rozdíl od předchozích grafů (Obrázek 5 a 6), které zobrazují 25 izolátů s nejvyšší 

antimikrobiální aktivitou vůči ostatním indikátorovým mikroorganismům, se v případě  

K. aerogenes mezi vybrané účinné izoláty zařadil kromě několika stafylokokových kmenů 

také jeden zástupce rodu Leuconostoc pseudomesenteroides a jeden izolát s nespolehlivou 

identifikací. 

Obrázek 6: Průměry inhibičních zón u vybraných 25 izolátů vůči Klebsiella oxytoca 
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V rámci studie Haryani et al. (2023) byl proveden screening antimikrobiální aktivity 

BMK izolovaných z fermentovaných potravin v Malajsii. Autoři testovali několik kmenů  

Lac. rhamnosus, Lac. paracasei, Lac. casei, Lcp. plantarum, Lim. fermentum, Lactobacillus 

sp. a zástupce rodu Enterococcus (E. faecalis, E. faecium a E. durans). Z celkového počtu 

55 testovaných izolátů vykazoval inhibiční účinek proti Klebsiella aerogenes pouze jeden 

kmen Lim. fermentum a jeden kmen E. faecalis. Oproti tomu ve studii Behbahani et al. 

(2024) kmen Lac. paracasei B31-2 prokázal širokospektrální antimikrobiální aktivitu vůči 

šesti indikátorovým mikroorganismům, včetně K. aerogenes. Tato širokospektrální 

antimikrobiální aktivita Lac. paracasei je pozorována i v rámci této práce.  

Výsledky agar spot testu potvrdily antimikrobiální aktivitu izolovaných bakterií 

mléčného kvašení (BMK) vůči indikátorovým mikroorganismům P. aeruginosa, K. oxytoca 

a K. aerogenes. Nejvýraznější inhibiční účinek byl zaznamenán u kmenů identifikovaných 

jako Lac. paracasei, které tvořily většinu mezi 25 nejúčinnějšími izoláty napříč všemi 

testovanými mikroorganismy. Tyto izoláty prokázaly opakovaně výrazný antimikrobiální 

potenciál, což podtrhuje jejich možnou využitelnost jako bioprotektivních kultur. 

Ačkoli rod Klebsiella nebyl dlouhodobě vnímán jako významný cílový 

mikroorganismus při hodnocení antimikrobiálních účinků BMK, výsledky této práce 

naznačují, že právě K. oxytoca a K. aerogenes mohou být vůči metabolitům některých 

izolátů BMK velmi citlivé. Tento poznatek je obzvláště cenný vzhledem k omezenému počtu 

dostupných studií, které se zabývají inhibicí těchto bakterií. 

Obrázek 7 Průměry inhibičních zón u vybraných 25 izolátů vůči Klebsiella aerogenes 
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Na základě výsledků antimikrobiální aktivity testované v této práci proti indikátorovým 

mikroorganismům Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella oxytoca a Klebsiella aerogenes,  

a dále s využitím dat z bakalářské práce Novotného (2023), která hodnotila aktivitu vůči 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Salmonella Typhimurium  

a Enterococcus faecalis, bylo vybráno 30 kmenů vykazující největší antimikrobiální aktivitu 

vůči všem osmi indikátorovým mikroorganismům. Následně tyto kmeny byly podrobeny 

molekulární typizaci bakteriocinů. Kmeny s nespolehlivou identifikací a kmeny rodu 

Staphylococcus byly předem vyloučeny z důvodu jejich nerelevantnosti, jelikož kmeny 

stafylokoků pravděpodobně pocházely z kontaminace během experimentu a nespolehlivá 

identifikace by znemožňovala spolehlivé přiřazení produkce bakteriocinů.   

Souhrnná tabulka obsahující vybraných 30 izolátů včetně velikostí inhibičních zón pro 

všech osm indikátorových mikroorganismů je uvedena v Příloze I.   
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9.3 Molekulární typizace bakteriocinů  

Vybraných 30 izolátů zahrnujících zástupce rodů Lacticaseibacillus, Limosilactobacillus  

a Leuconostoc bylo podrobeno molekulární typizaci zaměřené na detekci genů kódujících 

bakteriociny pomocí metody PCR. Tyto kmeny byly zvoleny na základě své výrazné 

antimikrobiální aktivity vůči osmi indikátorovým mikroorganismům. 

Primery použité v této analýze byly navrženy na základě literární rešerše a dostupných 

databázových sekvencí. Jejich specifikace, včetně sekvencí a očekávané délky 

amplifikovaných fragmentů, jsou uvedeny v kapitole 8.4, v Tabulce 3. 

9.3.1 Detekce příslušných genů u zástupců z rodu Lacticaseibacillus a Lactobacillus 

U kmenů Lacticaseibacillus byl proveden screening na následující geny: α-peptide,  

β-peptide, lacA, lacB, acdA, acdT, cbnA, cbnBM1 a bacSJ2-8. Souhrnné výsledky detekce 

těchto genů u zkoumaných kmenů jsou uvedeny v Tabulce 6. Mezi prvními testovanými 

geny kódující bakteriocin laktocin 705 u kmenů Lacticaseibacillus paracasei  

(izolát č. 1–č. 19), kmene Lac. casei (izolát č. 20), kmenů Lac. rhamnosus  

(izolát č. 22–č. 25) a kmene z rodu Lactobacillus (izolát č. 21) byly α-peptide a β-peptide. 

Laktocin 705 je bakteriocin třídy IIb, produkovaný zejména kmenem Lac. casei CRL705 je 

znám svou antilisterální aktivitou, kdy byla prokázána schopnost inhibovat růst Listeria 

monocytogenes v mletém mase (Garneau et al., 2002; Cuozzo et al., 2003). Přítomnost těchto 

genů se však u zkoumaných izolátů nepodařilo potvrdit. Naopak u všech sledovaných izolátů 

z rodu Lacticaseibacillus a Lactobacillus se podařilo detekovat gen lacB kódující laktocin B 

(Obr. 10) a také u 20 z 25 izolátů gen lacA kódující laktocin A  

(Obr. 8 a 9). Ve studii Yu et al. (2020), z které byly převzaty sekvence primerů, byly tyto 

geny izolovány rovněž z kmene rodu Lacticaseibacillus, konkrétně z Lac. casei. Produkce 

laktocinu B byla potvrzena i u Lactobacillus acidophilus autory Barefoot a Klaenhammer 

(1983). U dvou kmenů Lacticaseibacillus paracasei (izolát č. 1 a č. 16) se podařilo dále 

prokázat přítomnost genu acdA o délce 199 bp kódující acidocin A (Obr. 9). Izoláty byly 

testovány i na gen acdT, kódující acidocin 8912, ten se však v této práci nepodařilo prokázat. 

Oba bakteriociny se řadí do skupiny IIa a jejich producentem bývají nejčastěji kmeny 

Lactobacillus acidophilus (Kanatani et al., 1995; Antoshina et al., 2022). Avšak ve studii 

prováděné Chen et al. (2024) byly u dvou kmenů Lac. paracasei nalezeny geny acdA i acdT.  
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Obrázek 8: PCR detekce genů lacA u izolátů rodu Lacticaseibacillus (č. 1-10); * = marker, 

N = negativní kontrola 

Obrázek 9: PCR detekce genů lacA (pokračování) a acdA u izolátů rodu Lacticaseibacillus 

+ Lactobacillus sp.; * = marker, N = negativní kontrola 

Obrázek 10: PCR detekce genů acdA (pokračování) a lacB u izolátů rodu Lacticaseibacillus 

+ Lactobacillus sp.; * = marker, N = negativní kontrola 
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Obrázek 11: PCR detekce genu bacSJ2-8 u izolátů rodu Lacticaseibacillus + Lactobacillus 

sp.; * = marker, N = negativní kontrola 

 

Výsledky detekce pro gen bacSJ2-8 jsou vyobrazeny na Obrázku 11. U deseti z celkem  

25 testovaných izolátů byl tento gen detekován, přičemž pozitivní nálezy byly zaznamenány 

u kmenů Lac. paracasei (izoláty č. 1, 16, 17, 18, 19), Lac. casei (izolát č. 20),  

Lac. rhamnosus (izoláty č. 22, 23, 25) a také u izolátu Lactobacillus sp. (izolát č. 21). Podle 

údajů z literatury je bakteriocin BacSJ řazen do třídy IId a je produkovaný Lac. paracasei 

subsp. paracasei. Je kódován genem bacSJ2-8 na plazmidu pSJ2-8 spolu s geny  

bacSJ2-8i, abcT a acc, které kódují imunitní protein, ABC transportér a přídatný protein 

(Kojic et al., 2010).  BacSJ je nízkomolekulární tepelně stabilní bakteriocin s aktivitou 

v širokém rozsahu pH (2–11). Jeho antimikrobiální spektrum je poměrně úzké a zaměřuje se 

především na blízce příbuzné druhy (Lozo et al., 2007; Tymoszewska et al., 2020). 

Ve studii Tolinacki et al. (2012) bylo u 52 izolátů Lac. casei/paracasei zkoumán výskyt 

genů kódujících bakteriocin BacSJ (genový klastr bacSJ2-8/bacSJ2-8i), ABC-transportér 

(abcT) a přídatný protein (acc). Bylo zjištěno, že shluk genů bacSJ2-8/bacSJ2-8i byl 

přítomen u 49 z 52 testovaných kmenů. Dále pak ve studii Epishkina et al. (2022) byl 

proveden screening kmenů BMK na geny bakteriocinů, přičemž gen bacSJ2-8 byl detekován 

u kmene Latilactobacillus graminis B-11233. Tento nález spolu s výsledky této diplomové 

práce, naznačuje, že gen bacSJ2-8, tradičně spojovaný s druhem Lac. paracasei, může být 

rozšířen nejen mezi druhy, ale i rody.  
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Tabulka 6: Výsledky detekce genů kódujících příslušné bakteriociny u testovaných kmenů 

z rodu Lacticaseibacillus a kmene z rodu Lactobacillus 

Číslo 

 izolátu 
Identifikace MO 

Testované geny bakteriocinů 

α
-p

ep
ti

d
e
 

β
-p

ep
ti

d
e
 

la
cA

 

la
cB

 

a
cd

A
 

a
cd

T
 

cb
n

A
 

cb
n

B
M

1
 

b
a
cS

J
2

-8
 

1 Lacticaseibacillus paracasei – – + + + – – – + 

2 Lacticaseibacillus paracasei – – + + – – – – – 

3 Lacticaseibacillus paracasei – – + + – – – – – 

4 Lacticaseibacillus paracasei – – + + – – – – – 

5 Lacticaseibacillus paracasei – – + + – – – – – 

6 Lacticaseibacillus paracasei – – + + – – – – – 

7 Lacticaseibacillus paracasei – – + + – – – – – 

8 Lacticaseibacillus paracasei – – + + – – – – – 

9 Lacticaseibacillus paracasei – – + + – – – – – 

10 Lacticaseibacillus paracasei – – + + – – – – – 

11 Lacticaseibacillus paracasei – – + + – – – – – 

12 Lacticaseibacillus paracasei – – + + – – – – – 

13 Lacticaseibacillus paracasei – – + + – – – – – 

14 Lacticaseibacillus paracasei – – + + – – – – – 

15 Lacticaseibacillus paracasei – – + + – – – – – 

16 Lacticaseibacillus paracasei – – + + + – – – + 

17 Lacticaseibacillus paracasei – – – + – – – – + 

18 Lacticaseibacillus paracasei – – – + – – – – + 

19 Lacticaseibacillus paracasei – – + + – – – – + 

20 Lacticaseibacillus casei – – + + – – – – + 

21 Lactobacillus sp. – – – + – – – – + 

22 Lacticaseibacillus rhamnosus – – + + – – – – + 

23 Lacticaseibacillus rhamnosus – – – + – – – – + 

24 Lacticaseibacillus rhamnosus – – + + – – – – – 

25 Lacticaseibacillus rhamnosus – – – + – – – – + 

 

V rámci molekulární typizace bakteriocinů u zkoumaných kmenů z rodu 

Lacticaseibacillus a izolátu z rodu Lactobacillus byli v této práci dále zkoumány geny cbnA 

(kódující karnobakteriocin A) a gen cbnBM1 (kódující karnobakteriocin BM1). 

Karnobakteriociny jsou typicky přítomny u rodu Carnobacterium. Ačkoli tyto geny nejsou 

běžně spojovány s rodem Lacticaseibacillus, výsledky několika studií (Rodrigo-Torres et 

al., 2022; Torres-Miranda et al., 2022; Moiseenko et al., 2023) potvrzují přítomnost 

bakteriocinů typu karnocin CP52 zejména u druhu Lacticaseibacillus paracasei, ale také  

u druhu Lacticaseibacillus rhamnosus (Wonglapsuwan et al., 2024). Na základě těchto 

poznatků bylo předpokládáno, že vybrané kmeny rodu Lacticaseibacillus mohou být rovněž 
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potenciálními producenty karnobakteriocinů, a to buď v důsledku horizontálního přenosu 

genetické informace, nebo díky přítomnosti homologních oblastí ve svých genomech. Přesto 

se v rámci této diplomové práce přítomnost genů cbnA a cbnBM1 u testovaných izolátů 

nepodařilo prokázat.  

Ze získaných výsledků je patrné, že všech 25 zkoumaných kmenů neslo alespoň dva 

geny pro produkci bakteriocinů, přičemž nejčastěji byly detekovány geny lacA a lacB.  

U dvou kmenů Lac. paracasei (izolát č. 1 a 16) z 19 testovaných byla zjištěna dokonce 

přítomnost 4 genů (lacA, lacB, acdA a bacSJ2-8) kódujících příslušné bakteriociny  

a u 3 izolátů č. 19, 20 a 22 (Lac. paracasei, Lac. casei a Lac. rhamnosus) byla prokázána 

přítomnost tří genů: lacA, lacB a bacSJ2-8. Přestože byla u všech 25 testovaných kmenů 

detekována přítomnost alespoň dvou genů kódujících bakteriociny, nebyla neprokázána 

jednoznačná souvislost mezi počtem těchto genů a velikostí inhibičních zón pozorovaných 

při testování antimikrobiální aktivity. Tato skutečnost naznačuje, že samotná přítomnost 

genů v genomu izolátu ještě nemusí nutně znamenat jejich expresi či funkční aktivitu. 

Produkce bakteriocinů může být ovlivněna řadou regulačních faktorů, jako je fáze růstu, 

složení média, pH nebo dostupnost živin (Pujato et al., 2024). Navíc některé bakteriociny 

nemusí působit synergicky, nebo se jejich účinek nemusí plně projevit za použitých 

experimentálních podmínek. 

Produkce více než jednoho typu bakteriocinu u bakterií mléčného kvašení není nijak 

výjimečným jevem. Naopak, řada studií potvrzuje, že různé druhy BMK jsou schopny 

simultánně syntetizovat několik různých bakteriocinů, což může posilovat jejich 

antimikrobiální účinnost a poskytovat výhodu v konkurenčním mikrobiálním prostředí 

(O'Shea et al., 2011; Garcia-Gutierrez et al., 2020; Perez et al., 2022). Například studie 

Moiseenko et al. (2023) pomocí nástroje BAGEL4 odhalila až pět bakteriocinových 

genových klastrů v genomech kmenů Lacticaseibacillus paracasei. Podobně Chen et al. 

(2023) identifikovali sedm typů bakteriocinových klastrů u pěti kmenů Lac. paracasei, 

přičemž každý kmen nesl minimálně tři klastry. Také v práci Hammi (2016) byl popsán 

multiproducentní kmen Lac. paracasei GRU3, který produkoval čtyři různé bakteriociny – 

bakteriocin BacSJ, pediocin PA-1, enterocin AS-48 a enterocin B. 

Kmeny Lacticaseibacillus paracasei přitahují značnou pozornost jako perspektivní 

producenti bakteriocinů, což potvrzují výsledky bioinformatických analýz  

i experimentálních studií. Pomocí nástroje BAGEL4 bylo ve studii Ghosh et al. (2019) 

predikováno 191 potenciálních bakteriocinových sekvencí v genomech 75 kmenů  
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Lac. paracasei, zahrnujících bakteriociny jako enterolysin A, LSEI_2386, LSEI_2163, 

termofilin A a karnocin CP52. V literatuře je zároveň popsáno velké množství studií 

zaměřených na produkci a charakterizaci bakteriocinů právě z řad Lac. paracasei. U kmenů  

Lac. paracasei byly popsány bakteriociny jako parakaseicin A (Bendjeddou et al., 2012), 

paracin C (Pei et al., 2013), bakteriocin F1 (Miao et al., 2014) paracin 1.7 (Ge et al., 2016), 

či bakteriociny označované podle produkčního kmene, jako BacUB9 (Tolinacki et al., 2010) 

nebo bakteriocin ZFM54 (Ye et al., 2021). Podobně u příbuzných druhů Lac. rhamnosus 

byly identifikovány bakteriociny, například laktocin 160 (Dover et al., 2007), bakteriocin 

GP1 (Sarika et al., 2010) nebo rhamnocin 519 (Jeong a Moon, 2015). U kmenu Lac. casei 

pak např. kaseicin 80 (Müller a Radler, 1993). 

9.3.2 Detekce příslušných genů u zástupců z rodu Limosilactobacillus  

Rod Limosilactobacillus byl v rámci genotypizace zastoupen čtyřmi izoláty 

identifikovanými jako Limosilactobacillus fermentum. Molekulární analýza byla zaměřená 

především na detekci genů enlA (kódující enterolysin A) a hlvJ (kódující helveticin J). 

Výsledky PCR analýzy těchto genů shrnuje Tabulka 7, z níž vyplývá, že žádný z testovaných 

izolátů (č. 26–29) nevykazoval přítomnost cílených genů. To může naznačovat, že případná 

antimikrobiální aktivita těchto kmenů je zprostředkovaná bakteriociny, jejichž geny nebyly 

v této práci zjišťovány nebo jinými metabolity, jakými jsou např. organické kyseliny, 

alkaloidy nebo peptidy (Lian et al., 2024).  

Tabulka 7: Výsledky pro detekci genů kódujících bakteriociny pro kmeny 

Limosilactobacillus fermentum  

Číslo izolátu Identifikace MO 
Testované geny bakteriocinů 

enlA hlvJ 

26 Limosilactobacillus fermentum – – 

27 Limosilactobacillus fermentum – – 

28 Limosilactobacillus fermentum – – 

29 Limosilactobacillus fermentum – – 

 

Ačkoli se v rámci této diplomové práce nepodařilo prokázat přítomnost genů enlA ani 

helvJ, existují důkazy o výskytu příslušných bakteriocinů u jiných kmenů Lim. fermentum. 

Například ve studii Abdulkarim et al. (2020) byl pomocí bioinformatického nástroje BAGEL 

v genomu kmene Lim. fermentum 3872 detekován bakteriocin enterolysin A, řazený do třídy 

IIIa. Ve studii Dos Santos et al. (2021) zaměřené na kompletní genomovou analýzu izolátu 

Lim. fermentum ATCC 23271 byla identifikována sekvence vykazující 48% podobnost  
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s enterolysinem A. Nelytický bakteriocin třídy IIIb, helveticin J, byl následně detekován  

u kmene Lim. fermentum B-8724 ve studii Epishkina et al. (2022). 

Bakteriocinogenní kmeny Lim. fermentum se vyskytují vzácně a jejich schopnost 

produkovat bakteriociny zůstává dosud nedostatečně prozkoumaná. Studie Wayah a Philip 

(2018) se zaměřila na rozšíření poznatků o biokonzervačním potenciálu tohoto druhu. Autoři 

ve své studii charakterizovali nový, širokospektrální bakteriocin nazvaný fermencin SA715 

izolovaný z Lim. fermentum GA715 původem z kozího mléka. Po purifikaci bakteriocinu 

byl připraven bakteriocinový přípravek SA715, jehož konzervační účinnost byla ověřena na 

čerstvých banánech. Výsledky ukázaly, že fermencin SA715 dokázal prodloužit jejich 

trvanlivost na dvojnásobek doby a současně zlepšit jejich mikrobiologickou bezpečnost. 

Mimo potravinářský průmysl bakteriociny Lim. fermentum našly využití i v klinických 

aplikacích (Naghmouchi et al., 2020). Například u kmene Lim. fermentum 3872, izolovaného 

z mateřského mléka, byl identifikován nový termolabilní bakteriolysin třídy III (BLF3872), 

u něhož byla prokázána silná antimikrobiální aktivita proti kmenům Staphylococcus aureus 

rezistentním na antibiotika, včetně těch způsobujících mastitidu (Abramov et al., 2023).  

9.3.3 Detekce příslušných genů u zástupců z rodu Leuconostoc  

Leuconostoc pseudomesenteroides (izolát č. 30) byl v rámci molekulární typizace 

bakteriocinů podroben detekci na přítomnost genů mesY, mesB, lcck, B-ta11a, lcnS, lcnA, 

leuC, leuQ a leuN. Výsledky amplifikace jsou znázorněny na Obrázku 12 a shrnuty 

v Tabulce 8. Pozitivní amplifikace byla zaznamenána u genů mesB, lcck a B-ta11a, zatímco 

ostatní cílené geny nebyly detekovány. 

 

Obrázek 12: PCR detekce genu mesY, mesB, lcck, B-Talla, lcnS, lcnA, leuC, leuQ a leuN u 

izolátu Leuconostoc pseudomesenteroides; * = marker, N = negativní kontrola 
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Tabulka 8: Výsledky pro detekci genů kódujících bakteriociny pro rod Leuconostoc 

Číslo izolátu Identifikace MO 

Testované geny bakteriocinů 

m
es

Y
 

m
es

B
 

lc
ck

 

B
-t

a
1
1
a
 

lc
n

S
 

lc
n

A
 

le
u

C
 

le
u

Q
 

le
u

N
 

30 
Leuconostoc 

pseudomesenterides 
– + + + – – – – – 

 

Vzhledem k tomu, že Leuconostoc pseudomesenteroides byl dříve taxonomicky 

klasifikován jako poddruh Leuconostoc mesenteroides (Farrow et al., 1989), vycházela tato 

analýza z předpokladu, že bakteriociny produkované Lcn. mesenteroides, jako například 

mesentericin Y105, by mohly být syntetizovány také kmeny Lcn. pseudomesenteroides. 

Stejně tak bylo uvažováno, že Lcn. pseudomesenteroides může obsahovat obdobné 

genetické determinanty příbuzných druhů jako Lcn. carnosum, u nějž se vyskytuje 

bakteriocin B-Ta11a nebo Lcn. paramesenteroides produkující leukonocin S (Baker et al., 

1996; Tönz et al., 2024).  

Právě gen mesY kódující bakteriocin mesentericin Y105 a mesB mesentericin B105 

třídy IIa, je produkovaný Leuconostoc mesenteroides Y105 (Héchard, 1999; Morisset et al., 

2004). Ve studii Héchard (1999) navíc popsali, že strukturní gen, mesB byl nalezen na 

plazmidu pHY30, vedle shluků genů mesY. V rámci této práce byla úspěšně detekována 

pouze přítomnost genu mesB, zatímco gen mesY detekován nebyl. Tato skutečnost může být 

důsledkem rozdílné lokalizace daného genu. 

Úvahu, že Lcn. pseudomesenteroides může sdílet některé bakteriocinové geny  

s příbuznými druhy, částečně podpořil nález genu B-ta11a, který kóduje bakteriocin 

B-Ta11a běžně produkovaný druhem Leuconostoc carnosum (Felix et al., 1994; Hastings et 

al., 1994). Tento gen byl v rámci provedené analýzy detekován u kmene Lcn. 

pseudomesenteroides, což naznačuje možnost horizontálního přenosu genetické informace 

nebo zachování evolučně příbuzných sekvencí mezi těmito druhy. 

Leukocin A, jehož kódující gen (lcnA) se v této práci nepodařilo prokázat, popsali 

autoři ve studii Hastings et al. (1991) produkovaný bakterií Leuconostoc gelidium. Avšak 

výskyt bakteriocinu třídy IIa leukocinu A byl popsán i ve studii Sawa et. al (2010) u kmene 

Lcn. pseudomesenteroides.  
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Produkce bakteriocinu leukonocinu S (gen lcnS) byla zjištěna u kmene Leuconostoc 

paramesenteroides autory Lewus et al. (1992) a později také Baker et al. (1996). Přestože je 

tento druh blízce příbuzný s Lcn. pseudomesenteroides, přítomnost genu lcnS se  

u analyzovaného kmene Lcn. pseudomesenteroides nepodařilo v rámci této práce prokázat. 

Bakteriocinová sekvence genu lcck, která byla v rámci této práce pozitivně 

amplifikována, byla čerpána ze studie Macwana a Muriana (2012). Tento gen je odpovědný 

za produkci leukocinu K. Ve studii Choi a Cheol (1997) u Leuconostoc sp. (kmen LAB145-

3A), izolovaného z kimchi, byl detekován bakteriocin vykazující aktivitu proti  

L. monocytogenes, E. faecalis a E. faecium, který byl pojmenován jako leukocin K. Podobně 

ve studii Shi et al. (2016) byl tento bakteriocin popsán u kmene Lcn. mesenteroides, kdy 

vykazoval antagonistickou aktivitu proti L. monocytogenes a autoři naznačují jeho potenciál 

při konzervaci mléka. Produkce leukocinu K byla popsána i ve studii autorů Barbieri et al. 

(2025) u jiného rodu, a to u Lactiplantibacillus paraplantarum. 

Fimland et al. (2002) popsali kompletní aminokyselinovou sekvenci leukocinu C 

(leuC), z třídy IIa produkovaného kmenem Lcn. mesenteroides. Později poté ve studii 

prováděné Chen et al. (2018) bylo zjištěno, že kmen Lcn. pseudomesenteroides 607, 

izolovaný z plodů ovoce kaki, má vysokou inhibiční aktivitu proti L. monocytogenes  

a několika dalším grampozitivním bakteriím. Pomocí analýzy BLAST byl identifikován 

bakteriocin podobný leukocinu C z Lcn. mesenteroides, který se od něj lišil pouze jedinou 

aminokyselinou. Tento nově popsaný bakteriocin byl označen jako leukocin C-607. 

Nové bakteriociny produkované kmenem Lcn. pseudomesenteroides QU 15 byly 

charakterizovány ve studii autorů Sawa et al. (2010) a to konkrétně leukocin Q (leuQ)  

a leukocin N (leuN), které byly zařazeny do třídy IId. Přítomnost těchto genů však v této 

práci nebyla prokázána. 
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ZÁVĚR 

Tato diplomová práce byla zaměřena na hodnocení bakteriocinového potenciálu vybraných 

izolátů bakterií mléčného kvašení (BMK) pocházejících z potravinových matric. Cílem bylo 

zhodnotit jejich schopnost produkovat antimikrobiální látky a identifikovat přítomnost genů 

kódujících známé bakteriociny. Práce byla rozdělena do dvou hlavních částí – testování 

antimikrobiální aktivity pomocí agar spot testu a molekulární detekce bakteriocinových genů 

pomocí PCR.  

Antimikrobiální aktivita byla testována vůči třem indikátorovým mikroorganismům,  

a to Klebsiella oxytoca, Klebsiella aerogenes a Pseudomonas aeruginosa, které představují 

z hlediska bezpečnosti potravin potenciální riziko. Nejvyšší inhibiční účinek vykazovaly 

izoláty proti K. oxytoca (86 % aktivních izolátů), dále proti K. aerogenes (71 %)  

a P. aeruginosa (59 %). Celkem 62 izolátů vykazovalo aktivitu vůči všem třem testovaným 

indikátorům. Vzhledem k rostoucímu významu rodu Klebsiella jako potravinového 

kontaminantu a k omezenému počtu studií zkoumajících antagonismus BMK vůči těmto 

mikroorganismům přináší tato práce cenný poznatek o jejich potenciálu jako 

bioprotektivních kultur. 

Vybrané izoláty patřící do rodů Lactobacillus, Lacticaseibacillus, Limosilactobacillus 

a Leuconostoc byly podrobeny molekulární analýze pro detekci genů kódujících známé 

bakteriociny. Každý ze zkoumaných izolátů nesl minimálně dva z testovaných 

bakteriocinových genů. Navíc u dvou kmenů Lac. paracasei  

(č. 1 a 16) byly detekovány dokonce čtyři geny kódující bakteriociny: laktocin A (lacA), 

laktocin B (lacB), acidocin A (acdA) a bakteriocin BacSJ (bacSJ2-8). U izolátů 

Lacticaseibacillus byly nejčastěji detekovány geny lacA (u 20 z 25) a lacB (u všech 25). Gen 

bacSJ2-8 byl přítomen u 10 izolátů napříč druhy Lac. paracasei, Lac. casei, Lac. rhamnosus 

a Lactobacillus sp. Gen acdA byl prokázán u dvou kmenů Lac. paracasei (izolát č. 1 a 16). 

U kmenu Leuconostoc pseudomesenteroides byly detekovány geny mesB, lcck a B-ta11a. 

Tyto geny dosud nebyly podle dostupné literatury u tohoto druhu zjištěny a jejich přítomnost 

tak významně přispívá k rozšíření poznatků o genetické rozmanitosti bakteriocinů v rámci 

rodu Leuconostoc. Naopak u Limosilactobacillus fermentum nebyly detekovány geny enlA 

ani helvJ, což naznačuje, že jejich antimikrobiální aktivita může být zprostředkována jinými 

bakteriociny, jejichž geny nebyly v této práci zjišťovány nebo zcela odlišnými metabolity 

např. organické kyseliny, alkaloidy a peptidy. 
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Získané výsledky ukazují na značný biokonzervační potenciál vybraných izolátů BMK, 

zejména s ohledem na jejich široké spektrum antimikrobiální aktivity. Tyto kmeny se tak 

jeví jako perspektivní kandidáti pro použití jako ochranné kultury v potravinářství, například 

v mléčných nebo fermentovaných produktech.  

Budoucí výzkum by mohl být zaměřen na: celogenomovou sekvenaci, pro predikci 

dalších bakteriocinových sekvencí; purifikaci a detailní charakterizaci bakteriocinů včetně 

stanovení jejich proteinové struktury; vliv kultivačních podmínek (např. pH, teploty či 

složení média) na produkci bakteriocinů a jejich optimalizace. V neposlední řadě také 

testování těchto kmenů v reálných potravinářských matricích, aby byla potvrzena jejich 

praktická využitelnost.
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PŘÍLOHA P I: VÝSLEDKY INHIBIČNÍHO PŮSOBENÍ VYBRANÝCH 30 IZOLÁTŮ VŮČI OSMI 

TESTOVANÝCH INDIKÁTOROVÝCH MIKROORGANISMŮ 

Tabulka 1a: Antimikrobiální aktivita vybraných kmenů bakterií mléčného kvašení 

Původní číslo izolátu  

Průměry inhibičních zón ± SD [mm] 

Identifikace MO Indikátorové mikroorganismy* 

ST EC SA EF BC KA KO PA 

9 6,0 ± 0,0 8,0 ± 0,1 10,0 ± 0,0 8,0 ± 0,0 8,0 ± 0,0 17,5 ± 0,7 20,0 ± 0,0 6,0 ± 0,0 Limosilactobacillus fermentum 

10 6,0 ± 0,0 9,0 ± 0,0 10,0 ± 0,0 8,0 ± 0,0 8,3 ± 0,7 15,0 ± 0,0 20,0 ± 0,0 10,0 ± 0,0 Limosilactobacillus fermentum 

16 6,0 ± 0,0 8,0 ± 0,2 10,0 ± 0,0 8,0 ± 0,0 8,0 ± 0,0 8,5 ± 0,7 15,0 ± 0,0 8,0 ± 0,0 Limosilactobacillus fermentum 

19 6,0 ± 0,0 9,0 ± 0,0 10,0 ± 0,0 7,7 ± 0,8 8,0 ± 0,2 12,5 ± 0,7 14,8 ± 0,4 7,0 ± 0,0 Limosilactobacillus fermentum 

44 6,0 ± 0,0 9,0 ± 0,0 10,0 ± 0,0 8,0 ± 0,0 8,3 ± 0,12 20,0 ± 0,0 24,5 ± 0,7 21,5 ± 0,7 Lacticaseibacillus paracasei  

45 6,0 ± 0,0 9,0 ± 0,0 10,0 ± 0,0 7,7 ± 0,12 8,0 ± 0,6 20,0 ± 0,0 23,5 ± 0,7 18,0 ± 0,0 Lacticaseibacillus paracasei  

70 6,0 ± 0,0 9,0 ± 0,0 10,0 ± 0,0 8,0 ± 0,0 8,3 ± 0,16 25,0 ± 0,0 30,0 ± 0,0 22,0 ± 0,0 Lacticaseibacillus paracasei  

71 6,0 ± 0,0 9,0 ± 0,0 10,0 ± 0,0 7,7 ± 0,16 8,0 ± 0,10 24,5 ± 0,7 25,5 ± 0,7 22,5 ± 0,7 Lacticaseibacillus paracasei  

75 6,0 ± 0,0 9,0 ± 0,0 10,0 ± 0,0 8,0 ± 0,0 8,3 ± 0,17 24,0 ± 0,0 25,0 ± 0,0 23,0 ± 1,4 Lacticaseibacillus paracasei  

76 6,0 ± 0,0 9,0 ± 0,0 10,0 ± 0,0 7,7 ± 0,17 8,0 ± 0,11 7,5 ± 0,7 25,0 ± 0,0 11,0 ± 0,0 Lacticaseibacillus paracasei  

79 6,0 ± 0,0 8,0 ± 0,12 10,0 ± 0,0 8,0 ± 0,0 8,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 23,0 ± 0,0 16,5 ± 0,7 Lacticaseibacillus paracasei  

80 6,0 ± 0,0 9,0 ± 0,0 10,0 ± 0,0 8,0 ± 0,0 8,3 ± 0,18 10,0 ± 0,0 24,0 ± 0,0 18,0 ± 0,0 Lacticaseibacillus paracasei  

81 6,0 ± 0,0 9,0 ± 0,0 10,0 ± 0,0 7,7 ± 0,18 8,0 ± 0,12 14,5 ± 0,7 25,0 ± 0,0 17,0 ± 0,0 Lacticaseibacillus paracasei  

84 6,0 ± 0,0 8,0 ± 0,13 10,0 ± 0,0 8,0 ± 0,0 8,0 ± 0,0 22,0 ± 0,0 25,3 ± 0,4 19,0 ± 0,0 Lacticaseibacillus paracasei  

85 6,0 ± 0,0 9,0 ± 0,0 10,0 ± 0,0 8,0 ± 0,0 8,3 ± 0,19 19,5 ± 0,7 25,5 ± 0,7 14,5 ± 0,7 Lacticaseibacillus paracasei  

86 6,0 ± 0,0 9,0 ± 0,0 10,0 ± 0,0 7,7 ± 0,19 8,0 ± 0,13 18,0 ± 0,0 25,0 ± 0,0 15,0 ± 0,0 Lacticaseibacillus paracasei  

89 6,0 ± 0,0 8,0 ± 0,14 10,0 ± 0,0 8,0 ± 0,0 8,0 ± 0,0 16,0 ± 0,0 30,0 ± 0,0 19,0 ± 0,0 Lacticaseibacillus paracasei  

91 6,0 ± 0,0 9,0 ± 0,0 10,0 ± 0,0 7,7 ± 0,20 8,0 ± 0,14 20,5 ± 0,7 24,0 ± 0,0 21,0 ± 0,0 Lacticaseibacillus paracasei  

93 6,0 ± 0,15 8,3 ± 0,21 13,0 ± 0,15 7,7 ± 0,21 7,0 ± 0,15 19,5 ± 0,7 26,0 ± 0,0 24,0 ± 0,0 Lacticaseibacillus paracasei  

94 6,0 ± 0,0 8,0 ± 0,15 10,0 ± 0,0 8,0 ± 0,0 8,0 ± 0,0 11,8 ± 0,4 23,0 ± 0,0 6,0 ± 0,0 Leuconostoc pseudomesenteroides 



 

 

Tabulka 1b: Antimikrobiální aktivita vybraných kmenů bakterií mléčného kvašení 

Původní číslo izolátu 

Průměry inhibičních zón ± SD [mm] 

Identifikace MO Indikátorové mikroorganismy 

ST EC SA EF BC KA KO PA 

100 6,0 ± 0,0 9,0 ± 0,0 10,0 ± 0,0 8,0 ± 0,0 8,3 ± 0,22 17,0 ± 0,0 16,0 ± 1,4 15,0 ± 0,0 Lacticaseibacillus paracasei  

101 6,0 ± 0,0 9,0 ± 0,0 10,0 ± 0,0 7,7 ± 0,22 8,0 ± 0,16 17,5 ± 0,7 20,5 ± 0,7 17,0 ± 1,4 Lacticaseibacillus paracasei  

106 6,0 ± 0,0 9,0 ± 0,0 10,0 ± 0,0 7,7 ± 0,23 8,0 ± 0,17 15,5 ± 0,7 18,0 ± 0,0 14,5 ± 0,7 Lacticaseibacillus rhamnosus 

109 6,0 ± 0,0 8,0 ± 0,18 10,0 ± 0,0 8,0 ± 0,0 8,0 ± 0,0 20,0 ± 0,0 19,5 ± 0,7 19,0 ± 0,0 Lacticaseibacillus rhamnosus 

119 6,0 ± 0,0 8,0 ± 0,20 10,0 ± 0,0 8,0 ± 0,0 8,0 ± 0,0 14,0 ± 0,0 15,0 ± 0,0 20,0 ± 0,0 Lacticaseibacillus rhamnosus 

120 6,0 ± 0,0 9,0 ± 0,0 10,0 ± 0,0 8,0 ± 0,0 8,3 ± 0,26 15,5 ± 0,7 16,0 ± 0,0 18,0 ± 0,0 Lacticaseibacillus paracasei  

125 6,0 ± 0,0 9,0 ± 0,0 10,0 ± 0,0 8,0 ± 0,0 8,3 ± 0,27 9,5 ± 0,7 16,5 ± 0,7 22,0 ± 0,0 Lacticaseibacillus casei 

126 6,0 ± 0,0 9,0 ± 0,0 10,0 ± 0,0 7,7 ± 0,27 8,0 ± 0,21 15,0 ± 0,0 16,0 ± 0,0 20,5 ± 0,7 Lacticaseibacillus rhamnosus 

131 6,0 ± 0,0 9,0 ± 0,0 10,0 ± 0,0 7,7 ± 0,28 8,0 ± 0,22 14,5 ± 0,7 17,5 ± 0,7 23,5 ± 0,7 Lactobacillus sp. 

135 6,0 ± 0,0 9,0 ± 0,0 10,0 ± 0,0 8,0 ± 0,0 8,3 ± 0,29 15,0 ± 0,0 15,0 ± 0,0 6,0 ± 0,0 Lacticaseibacillus paracasei  

 

*Indikátorové mikroorganismy: 

• ST = Salmonella Typhimurium 

• EC = Escherichia coli 

• SA = Staphylococcus aureus 

• EF = Enterococcus faecalis 

• BC = Bacillus cereus 

• KA = Klebsiella aerogenes  

• KO = Klebsiella oxytoca 

• PA = Pseudomonas aeruginosa  


