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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zaméfuje na molekularni typizaci bakteriocinii produkovanych
bakterialnimi kmeny izolovanymi z potravin, zejména bakteriemi mlécného kvaseni (BMK)
rodl Lacticaseibacillus, Limosilactobacillus a Leuconostoc. Teoretickd ¢ast poskytuje
prehled klasifikace bakteriocint, jejich biosyntézy, mechanismi G¢inku, vyznamnych rodt
produkujici bakteriociny a potencidlniho vyuziti jako biokonzervacnich latek
v potravinarstvi. Prakticka Cast zahrnovala screening antimikrobialni aktivity 133 izolath
vuci trem indikatorovym mikroorganismim (Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella oxytoca,
Klebsiella aerogenes) pomoci agar spot testu. Na zakladé vysledkid antimikrobidlni aktivity
této prace a studie Novotného (2023) bylo vybrano 30 kment, které byly nasledné
podrobeny molekuldrni analyze metodou PCR ke zjiSténi gend kodujicich bakteriociny.
U kment Lacticaseibacillus byly detekovany geny lacA, lacB, acdA a bacSJ2-8, zatimco
u Leuconostoc pseudomesenteroides byly potvrzeny geny mesB, lcck a B-talla. Vysledky
naznacuji vysoky biokonzervaéni potencial téchto kmentl a podporuji jejich mozné vyuziti

v potravinaiském pramyslu.

Klicova slova: antimikrobialni latky, bakteriociny, bakterie mlécného kvaSeni, PCR,

molekularni typizace bakteriocint



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 Novotny (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-talla 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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UvVOD

V potravinarském primyslu hraje bezpec¢nost a trvanlivost potravin klicovou roli. Navzdory
pokrokiim v konzervacnich technikach, ziistava kazeni a kontaminace potravin vyznamnou
vyzvou. Soucasné se zvysuje preference spotiebitell k pfirodnim a minimalné zpracovanym
potravinam, coz vyvolavd potiebu alternativnich, pfirodnich metod konzervace, které

zachovavaji bezpecnost a kvalitu potravin.

V tomto kontextu se bakteriociny jevi jako slibné biokonzervacni latky diky své
stabilité, specifické ucinnosti proti potravinovym patogenim a nizké pravdépodobnosti
vzniku rezistence. Vyzkum v oblasti bakteriocinli se zaméfuje na identifikaci
a charakterizaci bakteriocinogennich kmeni, detekci genli pro bakteriociny a studium
mechanismt jejich G¢inku. Ackoli nisin a pediocin PA-1/AcH jsou v soucasnosti jediné
bakteriociny s Sirokym komer¢nim vyuzitim jako biokonzervanty, mnoho dalSich vykazuje
slibny potencial pro prodlouzeni trvanlivosti potravin a kontrolu specifickych patogent

(napt. Listeria monocytogenes).

Bakterie mlécného kvaseni (BMK) piedstavuji z hlediska aplikace v potravinaiském
prumyslu obzvlast’ atraktivni skupinu mikroorganismi nejen diky své schopnosti
produkovat antimikrobidlni latky, ale predevsim kvuli svému dlouhodobé ovérenému
bezpecnostnimu profilu. Mnohé druhy BMK, jako jsou zastupci rodG Lactobacillus,
Lacticaseibacillus, Leuconostoc nebo Limosilactobacillus, jsou fazeny mezi
mikroorganismy s ozna¢enim GRAS (Generally Recognized As Safe) nebo maji status QPS
(Qualified Presumption of Safety). Tyto statusy znamenaji, ze pouziti téchto
mikroorganismu v potravinaiskych produktech je povazovano za bezpecné pro spotiebitele,
a zna¢n¢ usnadnuji jejich komer¢ni vyuZiti.

Tato diplomova prace se zabyva molekularni typizaci bakteriocini u kmeni BMK
izolovanych z potravin. Hlavnim cilem je detekovat geny kddujici bakteriociny u vybranych
kment, coz piispéje k lepSimu pochopeni jejich biokonzervaéniho potencialu a k rozvoji

aplikaci v potravinarském primyslu.
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TEORETICKA CAST
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1 BAKTERIOCINY

Bakteriociny jsou obecn¢ definovany jako ribozomalné syntetizované antimikrobialni
peptidové molekuly, které mohou byt enzymaticky modifikované nebo zlistat v nezménéné
podobé. Produkce bakteriocinli je rozSifend mezi bakteriemi i Archaea, pricemz se
predpoklada, ze 30 % az 99 % druhi mize syntetizovat alesponl jeden typ bakteriocinu
(Reuben a Torres, 2024; Cheruvari a Kammara, 2025). Bakteriociny maji obvykle tzké
spektrum baktericidni nebo bakteriostatické aktivity proti taxonomicky pfibuznym
bakteriim, avSak v ne¢kterych ptipadech mohou vykazovat i Siroké spektrum ucinku proti
nepiibuznym bakteriim. Bakterie produkujici bakteriocin obvykle maji mechanismy, které
zabranuji jejich zabiti vlastnimi bakteriociny, a to bud’ syntézou proteint vlastni imunity,

nebo pouzitim efluxnich pump, pfipadné pouZzitim obou systémil (Reuben a Torres, 2024).

Termin ,,bakteriocin“ poprvé zavedl Frangois Jacob v roce 1953, ale vyzkum téchto
antimikrobidlnich peptidi saha az do 20. let 20. stoleti. Prvnim objevenym bakteriocinem
byl kolicin V, ktery popsal belgicky biolog André Gratia (1925) pfi studiu antagonismu mezi
kmeny Escherichia coli. Koliciny, tepelné stabilni latky, produkované pravé E. coli, byly
identifikovany pro svou schopnost inhibovat jiné kmeny této bakterie (Daba et al., 2022;
Banerjee et al., 2022). O né¢kolik let pozdé€ji Rogers a Whittier (1928) objevili prvni
antimikrobidlni latku produkovanou bakteriemi mlééného kvaseni. Nasledné v roce 1947
Mattick a Hirsch tuto latku izolovali a pojmenovali ,,nisin®, ktery je dodnes vyuzivan jako
ptirodni konzervant (Daba et al., 2022). Nisin A bakteriocin produkovany Lactococcus
lactis, byl schvélen jako bezpecna latka pro lidskou spotiebu Svétovou zdravotnickou
organizaci (WHO, World Healt Organization) v roce 1969 a Ufadem pro kontrolu potravin

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

Vyskyt bakteriocini je Siroky a jejich producenty lze nalézt v konvencnich
1 nekonvencnich zdrojich. Zatimco lidské stfevo je povazovano za konvencni prostfedi pro
bakteriocinogenni bakterie, mezi nekonven¢ni zdroje patii plida, voda, potraviny
a potravinaiské vyrobky, zvifeci stfeva a sliznice (Reuben a Torres, 2024). Ve stfevech lidi
mezi nejcastéj$i producenty bakteriocinll patii zastupci rodu Enterococcus, Escherichia,
Lactococcus, Pediococcus, Staphylococcus, Streptococcus a laktobacily. Tyto bakterie nejen
Ze pusobi jako prvni linie obrany proti patogeniim, ale jejich bakteriociny mohou také

pfispivat k posileni imunitniho systému (Reuben a Torres, 2024).
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Nejvétsi mnozstvi dosud identifikovanych a charakterizovanych bakteriocinti pochazi
z bakterii mlééného kvaseni (BMK), které se ptirozené vyskytuji v mléce a mlécnych
vyrobcich. BMK ziskaly zna¢ny védecky zdjem diky svému bezpecnostnimu statusu, ktery
je oznaCovan jako ,,obecné uznavany jako bezpecny“ (GRAS) nebo ,kvalifikovany
predpoklad bezpecnosti® (QPS) (Reuben a Torres, 2024). Mezi bézné bakteriocinogenni
bakterie izolované z mlécnych vyrobkl patii Lactococcus lactis, Lactiplantibacillus
plantarum, Lactobacillus kefiranofaciens, Levilactobacillus brevis, Enterococcus spp.
a Streptococcus thermophilus. Brevibacillus brevis a Bifidobacterium lactis jsou nejbézné&jsi
BMK v syrovém mléce, zatimco Lactobacillus acidophilus je bézné izolovan z jogurtu
a fermentovanych séjovych produktd. Obecné plati, ze laktokoky, laktobacily a streptokoky
jsou prevladajicimi probiotickymi bakteriemi v mlécnych vyrobcich (Darbandi et al., 2022;

Reuben a Torres, 2024).

Diky své rozmanitosti, antimikrobialni aktivit¢ a nizké pravdépodobnosti vzniku
rezistence jsou povazovany za slibnou alternativu k antibiotikim 1 syntetickym
konzervantiim v potravinarstvi a medicin€ (Jain et al., 2024; Reuben a Torres, 2024). Tyto
latky nachazeji Siroké vyuziti jako biokonzervaéni prostiedky a potencidlni ndhrada
antibiotik, zeyména diky schopnosti eliminovat cilové mikroorganismy pfi minimalnim
riziku vzniku rezistence. V soucasnosti je zndmo, ze rezistence vici bakteriociniim je
v porovnani s konven¢nimi antibiotiky pomérné vzacna, coz z nich ¢ini atraktivni néstroj

v boji proti patogennim mikroorganismiim (Jain et al., 2024).

1.1 Bakteriociny vs. antibiotika

V poslednich letech se stile vice diskutuje o potfebé nalezeni alternativ k antibiotikiim,
zejména v souvislosti s rostouci rezistenci bakterii na tyto 1é¢iva. Antibioticka rezistence se
stala zdvaznym globalnim problémem vetfejného zdravi, nebot’ patogenni bakterie si
postupné vyvijeji mechanismy, které jim umoziuji prezit i pii expozici vysokym davkam
antibiotik (Putri et al., 2024). Podle udaji globalniho systému sledovani rezistence na
antibiotika byly v roce 2020 v 66 zemich svéta pozorovany vysoké urovng rezistence (Yu et
al., 2023), ptic¢emz genetické faktory hraji klicovou roli v pfenosu rezistentnich genii mezi
bunikami, kmeny a druhy bakterii. Krom¢ toho dlouhodobé uzivani antibiotik nejenze
podporuje vyvoj rezistence, ale také ovliviluje mikrobiotu a muize vést k negativnim

vedlej$im ucinkim na lidské zdravi. Jednou z perspektivnich alternativ k antibiotikiim jsou



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

bakteriociny, které¢ vykazuji antimikrobidlni aktivitu a zdroveit minimalizuji riziko vzniku

rezistence (Putri et al., 2024).

Bakteriociny jsou slouceniny podobné antibiotikiim, které vykazuji antimikrobialni
nebo terapeutické vlastnosti. Navzdory podobnostem existuje nckolik rozdili mezi
bakteriociny a antibiotiky, které¢ shrnuje Tabulka 1 (Putri et al., 2024). Jeden z rozdili
spociva v syntéze — zatimco antibiotika jsou sekundarnimi metabolity vznikajici ¢innosti
enzymovych komplexi, bakteriociny jsou syntetizovany ribozomaln¢ (Gradisteanu
Pircalabioru et al., 2021; Al-Omari et al., 2022; Putri et al., 2024). Vyhodou bakteriocinil
oproti antibiotikiim je jejich stabilita pti riznych teplotich a pH. Diky posttranslaénim
modifikacim (cyklizace nebo tvorba disulfidickych mustkd) jsou bakteriociny méné
nachylné k degradaci nez antibiotika. Na druhé strané nékteré bakteriociny mohou byt
citlivé na proteazy, coz mize byt limitujici v né€kterych aplikacich (Gradisteanu Pircalabioru
etal., 2021). Ve srovnani s antibiotiky vykazuji bakteriociny vyssi i¢innost pii inhibici riistu
patogennich bakterii 1 pii nizkych koncentracich. Na rozdil od Sirokospektralnich antibiotik,
kterad piisobi na Sirokou Skalu bakteridlnich druhli bez ohledu na jejich ptibuznost, jsou
bakteriociny cilené — pusobi specificky na urcité mikroorganismy (Putri et al., 2024).
Mechanismus ucinku bakteriocind mtze zahrnovat naruseni integrity bunééné membrany,
inhibici syntézy bunétné stény nebo ovlivnéni genové exprese a syntézy proteint. Tyto
rozdily davaji bakteriocinlim potencial jako selektivni antimikrobidlni latky, které nevedou
k masivnimu naruSeni mikrobidlni rovnovahy, coZz je casty problém pii podavani

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

Vysledky fady studii ukazuji, Ze bakteriociny mohou slouzit jako efektivni doplnék
k antibiotikim diky své vysoké stabilité, absenci vedlejSich u¢inka a schopnosti vyvolat
synergicky efekt. V kombinaci s antibiotiky plsobi bakteriociny synergicky, ¢imz zvySuji
jejich ucinnost, prispivaji k prevenci vzniku rezistentnich bakteridlnich kmenti a zaroven
umoznuji sniZit potfebnou davku antibiotik, coz vede ke zmirnéni jejich vedlejSich ucinkt
(Darbandi et al., 2022).

Vyvoj a aplikace dalSich bakteriocinti vyzaduje dikladny vyzkum, vcetné klinickych
studii, které by potvrdily jejich ti€¢innost a bezpe€nost. Vyznamnym krokem vpied je vyzkum
genetického inzenyrstvi, které umoznuje modifikaci bakteriocinii za i€elem zvySeni jejich

stability, spektra u¢inku a odolnosti vii¢i ptisobeni protedz (Cheruvari a Kammara, 2025).
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Tabulka 1: Srovnani bakteriocint a antibiotik; upraveno dle Putri et al. (2024)
Bakteriociny Antibiotika
Aplikace Potraviny Klinické
Syntéza Ribozomalni Neékolik enzymatickych komplexti
Velikost 15-80 kDa 0,3-0,5 kDa
Uzka, vétsinou -
Spekt ’ .. Siroké
pektrum vnitrodruhova selektivita froke
Bioflexibilita
(biologické Vysoka Nizka
inZenyrstvi)
I ita hostitelskych
munita OSvl elskyc Ano Ne
bunék
Odolnost viici
[ ComostVaEL Nizka Vysokéd
Zivotnimu prostredi
Citlivost
THIvost na Citlivy Méné citlivy
proteazove enzymy
Cytotoxicita Nizka Vysoka
Mechanismy Ptizplisobeni ovlivnénim Pienos geneticky uréenych

rezistence cilovych
mikrobidlnich bunék

obsahu buné¢né membrany,
ktera vykazuje rezistentni
vlastnosti

faktord, které ovliviluji rizna
mista v zavislosti na zptisobu
ucinku kazdého antibiotika

Stabilita p¥i teploté a
pH

Vysoka pro bakteriociny
tiidy [ a II

Nizka

Zpusob pusobeni

Vytvéteni pért a inhibice
syntézy cilové mikrobialni
bunécné stény

Cileni na buné¢nou membranu
nebo intracelularné cilové
mikrobialni buiky
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2 KLASIFIKACE BAKTERIOCINU

Klasifikace bakteriocinti prosla v pribéhu let znaénym vyvojem. Po prvni klasifikaci
navrzené¢ Klaenhammerem (1993) byly postupné zavedeny dalsi systémy, které reflektuji
pokroky ve vyzkumu jejich struktury, funkci a mechanismi ucinku. Rizné klasifikacni
systémy vychézeji z faktorG zahrnujicich naptiklad fyzikalni vlastnosti, chemickou
strukturu, molekularni slozeni, velikost, stabilitu, mechanismus ucinku, posttransla¢ni

modifikace, cilové mikroorganismy nebo ptivodce produkce (Reuben a Torres, 2024).

Pokus o zatazeni v§ech znamych bakteriocinti do jednozna¢nych skupin je vsak slozity
kvali jejich obrovské rozmanitosti a prekryvajicim se strukturdlnim i1 genetickym
charakteristikdm (Simons et al., 2020). Pro lepsi piehlednost bylo vytvofeno i nékolik
databazi, jako naptiklad APD3, BACTIBASE, BAGEL, ADAM a dalsi, které katalogizuji
antimikrobidlni peptidy na zaklad¢ velikosti, molekularni struktury a modifikace (Bahrami

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

Jednim z nejnovéjSich pristupti ke klasifikaci je systém navrzeny Soltanim a jeho
kolegy, kteti d€li bakteriociny do dvou hlavnich skupin: tfida I (modifikované) a tiida II
(nemodifikované) (Soltani et al., 2020). Tento systém reflektuje rozdily ve zptisobu syntézy
a v posttranslaénich modifikacich (Bahrami et al., 2024). Vzhledem k Siroké variabilité
klasifikaci a snaze o jejich sjednoceni se v této diplomové praci zamétuji na rozdéleni
bakteriocinli podle typu bunécné stény produkujiciho organismu, tedy na bakteriociny

grampozitivnich bakterii a gramnegativnich bakterii podle Simonse et al. (2020).

2.1 Bakteriociny grampozitivnich bakterii

Bakteriociny produkované grampozitivnimi bakteriemi jsou nejvice prozkoumanou
skupinou antibakterialnich peptidii vzhledem k jejich potencidlu pro komeréni pouZiti
v potravindch a dalSich produktech (Verma et al., 2014). Bakteriociny produkované

grampozitivnimi bakteriemi jsou dle Simonse et al. (2020) rozdéleny do Ctyt riznych tiid.

2.1.1 Tr¥rida I — Lantibiotika

Bakteriociny tfidy I, zndmé jako lantibiotika, jsou malé peptidy s molekulovou hmotnosti
menSi nez 5 kDa, obsahujici 19-34 aminokyselin, které podléhaji posttranslaénim
modifikacim. Tyto modifikace vedou k pfitomnosti neobvyklych aminokyselin, lantioninu
a P-metyllantioninu, zajist'ujicich tepelnou stabilitu a odolnost vici pH ¢i proteolyze

(Simons et al., 2020; Liang et al., 2025a). Lantibiotika se d¢li do podtiid Ia a Ib.
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Podtrida Ia zahrnuje kladné nabité, flexibilni, linearni peptidy, naptiklad nisin,
epidermin ¢i gallidermin, které tvoii pory v bakteridlnich membranach a inhibuji
grampozitivni bakterie, vcetn¢ potravinovych patogent (Simons et al., 2020;

Aljohani et al., 2023).

Podtiida Ib zahrnuje globularni, neflexibilni peptidy se zdpornym nebo zadnym
nabojem, jako lakticin 481, mersacidin nebo salivaricin, jez ptsobi inhibici
specifickych enzymu nezbytnych pro cilové bakterie (Negash et al., 2020; Simons et
al., 2020). Ob¢ podtiidy vykazuji Siroké antibakteridlni spektrum, zejména proti
patogenim Listeria a Staphylococcus (Liang et al., 2025a).

2.1.2 T¥ida II — Ne-lantibiotka

Bakteriociny tiidy II tvofi heterogenni skupinu malych, tepelné stabilnich peptidil

s molekulovou hmotnosti niz§i nez 10 kDa, které se vyznacuji minimalnimi nebo zadnymi

posttranslaénimi modifikacemi a absenci neobvyklych aminokyselin, jako je lantionin

(Taylor, 2015; Simons et al., 2020). Tyto peptidy, bézn¢ produkované bakteriemi mlé¢ného

kvaSeni, plisobi proti grampozitivnim bakteriim, v€etné patogennich druhi jako Listeria

monocytogenes. Jejich u¢inek spociva v naruSeni bunééné membrany, coZ vede k tvorbé

port, uniku vnitrobunéénych slozek a nasledné bunécné smrti (Simons et al., 2020). Ttida II

se d¢€li na nekolik podtiid:

Podtrida Ila zahrnuje antilisterialni peptidy, které se skladaji z 3748 aminokyselin,
maji linearni strukturu s bisulfidovymi mustky a cili na manndézovou permeazu
v membrané citlivych bunék (napt. pediocin PA-1, sakacin A nebo leukocin A)

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

Podtrida IIb zahrnuje dvoupeptidové bakteriociny (o/B), které jsou produkovany
rovhomérné a oba jsou nezbytné k prokdzdni antibiotické aktivity (napf.

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

Podtrida Ilc zahrnuje cirkularni peptidy s kovalentné spojenymi N- a C-konci,
naptiklad gassericin A nebo karnocyklin A, kter¢ jsou diky své struktufe odolné viici
proteazam a vykazuji riizné mechanismy ucinku, véetné permeabilizace membrany

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

Podtiida IId shromazduje podskupiny bakteriocini bez vedouci sekvence

a podskupinu peptidit nepodobné pediocinu (Yi et al., 2022).
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2.1.3 Trida III — velké, tepelné labilni proteiny

Od bakteriocint tfidy I a t¥idy II se bakteriociny t¥idy III 1i8i pfedev§im svou velikosti, kdy
byvéa vyssi nez 30 kDa a také tim, Ze jsou tepelné labilni. Tyto bakteriociny jsou dale
rozdéleny do dvou podtiid Illa a IlIb, na zéklad¢ jejich aktivity podobné hydrolazam
(Simons et al., 2020; Liang et al., 2025a).

e Potiida I1la zahrnuje bakteriociny zndmé jako bakteriolysiny, disponuji aktivitou
podobnou hydrolaze, coz vede k naruSeni bakterialni bunécéné stény a k nasledné lyzi
buné¢k. Piiklady bakteriocint tfidy Illa zahrnuji zoocin A a enterolysin A (Yu et al.,

2023; Liang et al., 2025a).

e Podtiida IIIb naopak zahrnuje bakteriociny, které jsou povazovany za nelyticke,
protoze jejich aktivita neni zaloZena na hydrolazovém ptlisobeni. Mezi b&zné
zastupce této podskupiny patii helveticin M a laktokocin 972, syntetizované

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

Antibakterialni ucinek bakteriocind tfidy III tak souvisi s jejich schopnosti narusit
integritu bunééné stény, at’ uz lytickym ¢i nelytickym mechanismem (Liang et al., 2025a).
Tato skupina mé navic tu zvlastnost, Ze zahrnuje n¢které bakteriociny, které jsou za urcitych
okolnosti také produkovany gramnegativnimi bakteriemi, napt. klebcin (Solis-Balandra

a Sanchez-Salas, 2024).

2.1.4 Trida IV — komplexni bakteriociny

Bakteriociny tfidy IV se vyznacuji komplexnimi strukturami, které zahrnuji neproteinové
slozky (lipidy nebo sacharidy), jez jsou klicové pro jejich antimikrobialni aktivitu (Bahrami
et al., 2024). Naptiklad plantaricin S, leukonocin S nebo laktocin 27, naruSuji bakterialni
bunécnou membranu diky ptitomnosti lipidovych nebo sacharidovych ¢asti (Simons et al.,
2020; Reuben a Torres, 2024). Lipoproteinové bakteriociny jsou charakteristické
pfitomnosti  lipidovych  skupin, které zvySuji jejich  schopnost interagovat
s bunéénymi membranami cilovych mikroorganismi. Naopak glykosylované bakteriociny
obsahuji navdzané cukerné zbytky, jez ovliviiyji jejich stabilitu a biologickou aktivitu
(Bahrami et al., 2024). Tato struktura vSak ¢ini bakteriociny tiidy IV citlivymi na

glykolytické nebo lipolytické enzymy, coz miize omezit jejich stabilitu (Simons et al., 2020).

Rada studii, napiiklad Kulkarni et al. (2024) a Liang et al. (2025), t¥idu IV do

klasifikace bakteriocinl nezatazuje, zatimco jiné, jako Putri et al. (2024) ¢i Bahrami et al.
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(2024), naopak rozlisuji vice tfid. Tato rozporuplnost poukazuje na zna¢nou rozmanitost
bakteriocinti a zdarovenl podtrhuje komplexnost a nejednotnost jejich systematického

zafazovani.

2.2 Bakteriociny gramnegativnich bakterii

Antimikrobidlni aktivita bakteriocini produkovanych gramnegativnimi bakteriemi vykazuje
uzsi spektrum ucinnosti, coz omezuje jejich praktické vyuziti ve srovnani s bakteriociny
grampozitivnich bakterii. Piesto tvoii tato skupina vyznamnou soucdst antimikrobidlnich
peptidi. Vétsina bakteriocini G~ bakterii byla izolovana z kmenQ Escherichia coli, avsak
antimikrobialni peptidy produkuji i dalsi rody, napiiklad Pseudomonas ¢i Klebsiella
(Simons et al., 2020). Bakteriociny G~ bakterii jsou systematicky rozdéleny do Ctyf

odlisnych kategorii: koliciny, bakteriociny podobn¢ koliciniim, mikrociny a tailociny.

2.2.1 Koliciny

Koliciny ptedstavuji nejvice studovanou skupinu bakteriocinii gramnegativnich bakterii,
zejména produkovanych kmeny Escherichia coli, které obsahuji kolicinogenni plazmid
(Banerjee et al., 2022; Solis-Balandra a Sanchez-Salas, 2024). Tyto baktericidni proteiny
s molekulovou hmotnosti 30-80 kDa jsou produkovany specifickym mechanismem, ktery
zahrnuje soub&znou expresi lyza¢niho proteinu, coz mé pro buiiku fatalni nasledky (Zimina
et al., 2020). Dle jejich mechanismu u¢inku mizeme rozdélit na: pérotvorné koliciny (napf.
El, A, K), které naruSuji vnitini membrdnu a vyvolavaji bunéfnou smrt Unikem
cytoplazmatickych slozek; nukleazové koliciny (napt. E2-E9), degradujici DNA a RNA;
a peptidoglykanové koliciny, inhibujici syntézu peptidoglykanu (Darbandi et al., 2022).
Koliciny se hojné pouzivaji jako modelové systémy pro studium struktur, funkci a evoluce

bakteriocinti (Zimina et al., 2020).

2.2.2 Bakteriociny podobné kolicinim

Bakteriociny podobné koliciniim tvoifi skupinu proteinovych antimikrobidlnich peptida
produkovanych G~ bakteriemi, které sdileji strukturdlni a funkéni vlastnosti s koliciny
(Banerjee et al., 2022). Tyto bakteriociny cili na kmeny Uzce pfibuzné producentskym
bakteriim, obvykle stejného druhu, a nesou druhové specifické nazvy, naptiklad klebiciny
(Klebsiella spp.), pesticiny (Yersinia pestis) ¢i S-pyociny (Pseudomonas pyocyanea)
(Darbandi et al., 2022). Jejich antimikrobialni G¢inek je zalozen bud’ na tvorbé porti, nebo

na nukledzové aktivité, podobné jako u kolicintl (Simons et al., 2020).
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2.2.3 Mikrociny

Mikrociny tvofi tfeti skupinu bakteriocinii gramnegativnich bakterii, které se podileji na
kompetitivnich interakcich mezi Cleny Enterobacteriaceae. Jsou charakteristické nizkou
molekulovou hmotnosti (<10 kDa) a vysokou stabilitou vii¢i teploté, pH a proteazam. Na
rozdil od kolicinti jsou kédovany prevazné v genomové DNA nebo v plazmidech a jsou
vyluc¢ovany pomoci ABC transportniho systému bez lyza¢niho genu. Déli se na dvé podtiidy
podle molekulové hmotnosti a posttranslatnich modifikaci (Zimina et al., 2020;

Solis-Balandra a Sanchez-Salas, 2024).

e Podtiida I (<5 kDa) zahrnuje modifikované peptidy, naptiklad mikrociny B17, C7
a J25 (Simons et al., 2020).

e Podtiida II (5-10 kDa) zahrnuje nemodifikované nebo minimalné modifikované

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

2.2.4 Tailociny

Tailociny, oznafované téz jako bakteriociny podobné fagovému ocasu, jsou velké
proteinové struktury (20—100 kDa) sloZzené z osmi az Etrnacti polypeptidovych podjednotek,
které vykazuji morfologickou a genetickou podobnost s ocasnimi strukturami bakteriofagii
Celedi Myoviridae a Siphoviridae (Banerjee et al., 2022; Darbandi et al., 2022; Woudstra et
al., 2024). Tyto bakteriociny jsou kddovany shlukem genti vétSim nez 40 kbp v bakterialnich
genomech, jenZ zahrnuje geny pro strukturni proteiny, asemblacni enzymy, chaperony,
regulacni geny a lyza¢ni kazety umoziujici uvolnéni tailocinti do prostfedi (Zimina et al.,
2020). Rozdéluji se na dvé skupiny: kontraktilni tailociny typu R, evolu¢né piibuzné
Mpyoviridae, tvofi dlouhou trubici s obalem a bazalni ploténkou s proteiny vaZicimi
receptory, zatimco nekontraktilni typ F, ptibuzny Siphoviridae, obal postrada (Zimina et al.,

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

Archaea produkuji archeociny, antimikrobialni latky podobné bakteriocintim, z nichz byly
popsany dva typy: halociny a sulfolobiciny. Halociny, syntetizované halobakteriemi,
vykazuji zna¢nou diverzitu a jsou klasifikovany podle molekulové hmotnosti na
mikrohalociny (3,4 kDa) a vétsi halociny (35 kDa). Jejich mechanismus Gc¢inku na cilové
organismy zahrnuje indukci bunécného bobtnani s naslednou lyzi, pfiCemz primarné
ovliviiuji bunéénou membréanu prostiednictvim zmén permeability nebo inhibici antiporteru
Na'/H" a protonového toku. Sulfolobiciny, produkované druhem Sulfolobus islandicus,
ktery prospivd v extrémnich podminkadch pii pH 24 a teplotich 65-85 °C, jsou
uzkospektralni a asociované s membranou, avsSak jejich pfesny mechanismus pulsobeni

zstava neobjasnén (Verma et al., 2014; Juturu a Wu, 2018).
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3 BIOSYNTEZA A MECHANISMUS UCINKU BAKTERIOCINU

3.1 Biosyntéza bakteriocint

Biosyntéza bakteriocinii obecné predstavuje komplexni proces zahrnujici ribozomalni
syntézu a posttranslacni modifikace (Darbandi et al., 2022; Sharma et al., 2022). Produkce
bakteriocinli je typicky spojena s exponencialni fazi rGstu producentského kmene
a ovlivnéna faktory jako kultiva¢ni podminky, dostupnost zivin (uhlik, dusik, fosfaty) ¢i

ptitomnost kationtl, povrchové aktivnich latek ¢i inhibitort (Mekala a Ansari, 2023).

Geneticky aparat biosyntézy bakteriocinil je organizovan v operonech, které mohou byt
lokalizovany na plazmidech, chromozomech nebo jinych mobilnich genetickych elementech
(Kumariya et al., 2019; Singh et al., 2024). Plazmidy spojené s produkci bakteriocint se lisi
velikosti a nékteré nesou determinanty pro vice bakteriocinii soucasn¢€. Napiiklad
u karnobakteriocinii mize byt jeden bakteriocin (karnobakteriocin B2) kédovan plazmidem,

zatimco jiny (karnobakteriocin BM1) chromozomalné (Todorov, 2009).

Tato kapitola se dale zaméfuje zejména na biosyntézu bakteriocind tiidy II, do které
spada vétsSina bakteriocind analyzovanych v praktické ¢asti této diplomové prace. Trida II
ptredstavuje skupinu nemodifikovanych bakteriocinti, kterd vykazuje znaény potencial pro

aplikace v potravinaiském primyslu diky své struktufe a antimikrobidlni aktivité.

Bakteriociny tfidy Ila (Obrazek 1) jsou nejprve ribozomaln& syntetizovany jako
prebakteriociny, které obsahuji N-koncovou vedouci sekvenci (15-30 aminokyselin), ktera
udrzuje peptid v bunice neaktivni. Tato sekvence zaroven slouzi jako signal pro zpracovani
a sekreci specializovanym systémem zahrnujicim transportni ABC (ATP Binding Cassette)
a pomocny protein (Zhang et al., 2022; Mekala a Ansari, 2023). ABC transportér,
s C-koncovou ATP-vazebnou a N-koncovou transmembranovou doménou §té€pi vedouci
fetézec na misté dvojitého glycinu a translokuje zraly bakteriocin pfes membranu. Pridatny
protein miiZze usnadiiovat translokaci nebo tvorbu disulfidovych vazeb (Zhang et al., 2022).
Nekteré bakteriociny, napt. enterocin P nebo bakteriocin 31, vSak postradaji motiv dvojitého
glycinu a vyuZivaji sec-dependentni systém s hydrofobnim N-koncem, kde vedouci fetézec

odstranuje signalni peptidaza (Zhang et al., 2022; Bahrami et al., 2024).
Syntéza bakteriocinti tfidy Ila je typicky regulovana systémem quorum sensing se tfemi
slozkami: induk¢énim peptidem, histidinovou proteinkindzou (HPK) a regulacnim proteinem

odezvy (RR) (Sharma et al., 2022; Zhang et al., 2022). Indukujici peptid, zpocatku prepeptid,
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je pti sekreci Stépen ABC transportérem; jeho koncentrace roste s hustotou buné¢k, aktivuje

HPK a fosforylovany RR spousti expresi biosyntetickych genti (Obrazek 1) (Zhang et al.,
2022).

Imunitni proteiny (81-115 aminokyselin) chrani produkujici bakterii. C-koncova oblast
se podili na specifickém rozpoznavani jim piibuznych bakteriocini. Byla vSak pozorovana
,zkfizena imunita“ vici jinym bakteriociniim tiidy Ila, coz znamena odolnost bakterie nejen
vici  vlastnimu bakteriocinu, ale 1 vu¢i strukturaln¢ piibuznym bakteriocintim
produkovanym jinymi kmeny. Imunitni protein tvoii CtyfSroubovicovou strukturu a podle

dvou modelt bud’ blokuje bakteriocin piimo, nebo jeho interakci s receptorem (Obréazek 1)
(Zhang et al., 2022).
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Obrazek 1: Schématicky diagram biosyntézy bakteriocini tfidy Ila;
upraveno dle Zhang et. al (2022)

Na rozdil od bakteriocinti tfidy Ila, které jsou tvofeny jednim prepeptidem, jsou
bakteriociny tfidy IIb tvofeny dvéma odliSnymi peptidy, jejichZ antimikrobidlni G¢inek je
podminén jejich soucasnou ptfitomnosti v pfiblizné stejném mnozstvi. Oba peptidy jsou
syntetizovany jako prebakteriociny s vedouci sekvenci dvojitého glycinového typu, kterd je
odstépena specifickym ABC transportérem podobné jako u tfidy Ila. Geny pro oba peptidy,
imunitni protein a ¢asto i pro transportni systém a pomocny protein jsou uspotradany v té€sné
sousedicich operonech. Biosyntéza tiidy IIb je tedy komplexnéjsi nez u Ila, a vyzaduje
koordinovanou expresi vice genetickych prvka i pfitomnost dvou funkéné propojenych

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



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 27

Bakteriociny tfidy Ilc jsou specifické svou cirkuldrni strukturou, kde je N-konec
peptidu kovalentné navazan na C-konec. Na jejich biosyntéze se podileji tii klicové kroky:
Stépeni vedouciho fetézce, cyklizace a export zralého bakteriocinu. Na rozdil od linearnich
bakteriocinti (IIa, IIb, IId) jsou syntetizovany jako linearni prebakteriociny, které béhem
zrani podstupuji specificky proces cyklizace. Pravé mechanismus tohoto cyklického
propojeni neni dosud objasnén. Neni ani znamo jaké enzymy jej zajist'uji a jak je provazan
s transportem a imunitou. Biosyntetické genové klastry tiidy Ilc jsou navic slozitéjsi, casto
vyzaduji pfitomnost vice membranovych proteini a ATPaz, jejichz ulohy zatim také nejsou
zcela znamy. Piesny mechanismus biosyntézy tak zlstava plné nepochopen a je predmétem

rady studii (Gabrielsen et al., 2014; Perez et al., 2018; Zhang et al., 2022).

Ttida IId obecné zahrnuje podskupinu bakteriocini bez viidce a podskupinu peptida
nepodobné pediocinu (Yi et al., 2022). Bakteriociny bez vidce, oznacované také jako
»leaderless*, postradaji N-koncovou vedouci sekvenci, a jsou tedy funkéné aktivni ihned po
translaci. Absence vedouci sekvence vSak zaroven znamena, ze produkujici buitky mohou
byt vii¢i vlastnim bakteriociniim citlivé, jak je znamo naptiklad u lakticinu Q (Hourigan et
al., 2024). Mechanismus jejich exportu z builky neni dosud zcela objasnén, i kdyz se
predpoklada t¢ast ABC transportérti (Zhang et al., 2022; Hourigan et al., 2024). Linearni
bakteriociny nepodobné pediocinu jsou syntetizovany s dvojitou vedouci sekvenci
glycinového typu a jsou transportovany bud’ specializovanym ABC transportérem, nebo
pomoci sec-systému, ktery zajiSt'uje prenos proteinll pies cytoplazmatickou membranu (Yi

et al., 2022).

3.2 Mechanismy u¢inku bakteriocini

Bakteriociny vykazuji rizné mechanismy antimikrobidlniho G¢inku v zdvislosti na jejich
fyzikéalné-chemickych vlastnostech a pfitomnosti ¢i nepfitomnosti posttranslacnich
modifikaci (Soltani et al., 2020). Tyto mechanismy zahrnuji naptiklad naruSeni integrity
bakteridlni bunééné membrany, inhibici syntézy bunécné stény ¢i potlaceni dilezitych
bunéénych procest, naptiklad syntézu proteinti nebo nukleovych kyselin (Obrazek 2)

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

3.2.1 NaruSeni integrity cytoplazmatické membrany

Jednim z primarnich mechanismii G¢inku bakteriocinli je jejich schopnost narusit

cytoplazmatickou membranu cilovych bakterii, coz vede k tvorbé pérG a uniku
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intracelularnich slozek. Kationtovy charakter bakteriocini umoziuje elektrostatické
interakce s negativné nabitymi fosfolipidy v membran¢, ¢imz dochazi k pocatecnimu
kontaktu. Néasledny prunik peptidu do fosfolipidové dvojvrstvy lokalné narusuje jeji
usporadani, coz vede k tvorbé pori nebo iontovych kanali. Naptiklad interakce
s membranovym prekurzorem peptidoglykanu lipidem II, ktery slouzi jako kotvici
mechanismus, umoziuje nékterym lantibiotikim (napf. nisinu) pfilnout k membrané
a vyvolat odtok malych molekul, véetné iontii drasliku, hot¢iku, fosforu, aminokyselin
a ATP. Tento proces naruSuje membranovy potencidl a gradient pH, inhibuje funkci
protonové pumpy a vede k poklesu intracelularni hladiny ATP, coz nakonec zpisobuje
bunéénou smrt (Banerjee et al., 2022). Naopak nelantibiotika, jako jsou bakteriociny
podobné pediocinu, se vdzou na extracelularni povrch Man-PTS (systém mandzové
fosfotransferazy), coz vede k tvorbé poértt a poruchdm transportu mandzy (Liang et al.,
2025b). Prikladem bakteriocinti cilicich na receptor Man-PTS jsou napf. acidocin A,

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

Kromé vazby na lipid II a systém Man-PTS zptsobuji n¢které bakteriociny tvorbu port
jeste dalSimi zptisoby (Demirgiil et al., 2025). Existuji rizné modely naru§ovani membrany,
naptiklad ,.kobercovy model*“ nebo ,,model sudové tyce*. V prvnim modelu se jednotlivé
peptidy zarovnavaji rovnobézné s povrchem membrany a zpusobuji jeji docasné naruseni.
V druhém modelu hydrofilni ¢asti amfipatickych Sroubovic peptidi tvoii pory, zatimco
hydrofobni oblasti interaguji s fosfolipidy. Tyto interakce byly pozorovany zejména
u bakteriocinl tfidy Ila produkovanych bakteriemi mlé¢ného kvaseni (BMK) (Banerjee et
al., 2022; Liang et al., 2025a). Bakteriociny gramnegativnich bakterii, naptiklad koliciny A,
B ¢i El, rovnéz tvoii pory v cytoplazmatické membrang, pficemz jejich pusobeni nevyzaduje
specifické proteinové receptory, ale spoléhd na elektrostatické interakce s fosfolipidovou

vrstvou (Demirgiil et al., 2025).

3.2.2 Inhibice biosyntézy bunécné stény

Dal§im vyznamnym mechanismem je inhibice syntézy bunécné stény, kterd je zasadni pro
udrzeni bunécné integrity a morfologie. Bakteriociny nisin A, nukacin ISK-1 nebo
laktocin 481 se vazou na lipid II, klicovy prekurzor peptidoglykanu, ¢imz blokuji jeho
transport a zpracovani, coz vede k naruseni biosyntézy bunécné stény. Mersacidin, dalsi
z lantibiotik, se také vaze na lipid II, jenze na rozdil od nisinu netvofi pory, ale inhibuje
transglykosylacni krok biosyntézy bunécéné stény (Patton a Van der Donk, 2005; Banerjee
et al., 2022). U gramnegativnich bakterii kolicin M degraduje lipid II, coz zptisobuje ztratu
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peptidoglykanovych podjednotek v periplazmatickém prostoru, ¢imz dochazi k inhibici
syntézy peptidoglykanu a nasledné k lyzi buniky (Demirgiil et al., 2025). Tento mechanismus
je zvlasté ucinny proti rezistentnim kmenim, naptiklad enterokoklim rezistentnim na
vankomycin (VRE) nebo methicilin-rezistentnimu Staphylococcus aureus (MRSA)

(Demirgiil et al., 2025).

3.2.3 Interference s intracelularnimi procesy

Nékteré bakteriociny ovliviiuji intraceluldrni procesy, mezi které patii replikace DNA,
transkripce nebo translace. Bakteriocin mikrocin B17 inhibuje naptiklad aktivitu
DNA gyrazy, zatimco mikrocin J25 potlacuje transkripci vazbou na RNA polymerdzu
a zacilenim na intracelularni aspartyl-tRNA syntetazu (Putri et al., 2024; Liang et al., 2025a).
Koliciny E2, E7, E8 a E9 vykazuji DN4zovou aktivitu zdvislou na kovovych iontech a $tépi
DNA na nahodnych mistech. To vede k rozsahlému poskozeni DNA a néasledné bunééné
smrti. Pro svou funkeci tyto koliciny vyzaduji kovy (nikl, kobalt, méd’, zinek), které jim
umoziuji vazbu na DNA. Na urovni translace koliciny E3, E4 a E6 $tépi 16S rRNA
v ribozomu, ¢imz blokuji syntézu proteintl, zatimco mikrocin C7/C51 inhibuje aminoacylaci
tRNA napodobovanim molekuly aspartyl-adenylatu (Aljohani et al., 2023; Demirgiil et al.,
2025).

3.2.4 DalSi mechanismy tcéinku

Kromé vyse uvedenych mechanismii mohou bakteriociny vyvolat lyzu bunék aktivaci
autolytickych enzymd. Interakce bakteriocinu s kyselinou teichoovou nebo lipoteichoovou
v bunétné sténé zplsobuje aktivaci piisluSnych autolytickych enzymi, které vedou
k autolyze buniky (Banerjee et al., 2022). Né&které bakteriociny, naptiklad garvicin A, zase

inhibuji tvorbu septa, coz vede k naruSeni bunécného déleni (Demirgiil et al., 2025).



30 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka
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Obrazek 2: Mechanismy Uc¢inku bakteriocinti; upraveno dle Ahmad et al. (2017)

3.3 Mechanismy rezistence

Cilové organismy maji pfirozené tendenci k adaptaci na zivotni prostfedi. Dlouhodoba
expozice bakteriociniim muze vést k rozvoji rezistence u cilovych bakterii. Rezistence viici
bakteriim byla dosud vétSinou studovéna v systémech in vitro a modelovych systémech
amuze byt bud ziskanad (vznikla z diive vnimavych kment), nebo vrozena (pfirozené

inherentni taxonomicky pfibuznym kmentim) (Reuben a Torres, 2024; Singh et al., 2025).

Mechanismy rezistence zahrnuji zmény bunéénych povrchii, enzymatickou inaktivaci,
modifikace membranovych lipidl, D-alanylaci kyseliny teichoové, efluxni pumpy ¢i syntézu
kapsule, aby se zabranilo kontaktu s bakteriociny. Rezistence byla prok4zdna u rtiznych
bakteriocinii pfikladem mize byt mesentericin, lakticin 3147, lysostaphin, nisin nebo
leukocin A. U pediocinu PA-1 se uvadi vyskyt resistence az 8 % u L. monocytogenes.
Kombinace bakteriocini s jinymi antimikrobidlnimi latkami, enkapsulace nebo
bioinZenyrské modifikace mohou zvysit jejich i¢innost a citlivost cilovych organismt. Dalsi
vyzkum je nezbytny pro pochopeni téchto mechanismii a vyvoj efektivnich protiopatieni

(Reuben a Torres, 2024; Singh et al., 2025).
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4 VYZNAMNI PRODUCENTI BAKTERIOCINU

Bakteriociny produkuji rtzné bakterie, pii¢emz jejich produkce je casto spojovana
s konkrétnimi bakteridlnimi rody. V této kapitole jsou uvedeni nejvyznamnéjsi producenti
bakteriocinti, zejména ze skupiny bakterii mlé¢ného kvaSeni (BMK), kterym se vénuje
z hlediska produkce bakteriocinli nejvice pozornosti (Martinez et al., 2013). Nicméné je
tteba zohlednit, Ze produkce konkrétniho bakteriocinu nemusi byt vzdy striktn¢ vazana na
jediny bakterialni rod nebo druh. Vyznamnou roli hraje prostfedi, v némz bakterie ziji a kde
mohou ziskdvat nebo §ifit antimikrobialni strategie. Tento proces podporuje zejména
horizontéalni pfenos gentl, pii kterém si bakterie predavaji geny pro syntézu bakteriocini

prostfednictvim plazmidi nebo transpozoni (Almeida-Santos et al., 2021; Lund et al., 2025).

4.1 Laktobacily (dfive rod Lactobacillus)

Rod Lactobacillus dtive zahrnoval vice nez 200 druhl, coZ z n¢j Cinilo nejvéEtsi
a nejrozmanitéjsi rod bakterii mlééného kvaseni (BMK). V roce 2020 probéhla taxonomicka
reorganizace BMK a pteklasifikovala rod Lactobacillus do 25 novych rodl. Laktobacily jsou
jedni z nejbéznéjsich rodi zkoumanych v potravinarské mikrobiologii jako biokonzervaéni
¢inidla diky svym Sirokospektralnim antimikrobidlnim aktivitdim a probiotickym
vlastnostem. Skupina laktobacilii zaujima rlzné prostiedi, vcetné potravin, rostlin, ale

1 gastrointestinalni trakt lidi a zvifat (Zhang et al., 2022).

Mezi nevyznamnéj$i bakteriociny této skupiny patii plantaricin, produkovany zejména
druhem Lactiplantibacillus plantarum, ktery je schopen syntetizovat nejméné Sest riznych
bakteriocinli (Darbandi et al., 2022). Plantariciny inhibuji Siroké spektrum bakterii mlééného
kvaseni, vcetn¢ piirozenych konkurentd Lcp. plantarum, ale také zastupce rodil
Pediococcus, Carnobacterium, Clostridium a Propionibacterium. Plantaricin S,
dvoupeptidovy bakteriocin izolovany z Lcp. plantarum, se uplatiuje pii fermentaci
a konzervaci zelenych oliv (Zacharof a Lovitt, 2012). Druh Lacticaseibacillus casei
produkuje napiiklad bakteriocin KLSI1, ktery si zachovava Uc¢innost i pfi nizkém pH
a teplotach az 121°C. Navic vykazuje inhibic¢ni G€inky viic¢i Sirokému spektru potravinovych
patogent, vcetné Staphylococcus aureus, Enterobacter sakazakii, Escherichia coli,
Salmonella spp. a Mucor spp. (Xue et al., 2024). Mezi dal$i bakteriociny produkované timto
druhem patii kaseicin A1 a A2 (Salini et al., 2024) ¢i laktocin 705 (Zacharof a Lovitt, 2012).
Blizce ptibuzny druh Lacticaseibacillus paracasei je producentem bakteriocinu paracin C,

jenz vykazuje antimikrobidlni aktivitu vaci Alicyclobacillus acidoterrestris (Pei et al., 2013).
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Mezi dalSi vyznamné druhy rodu Lacticaseibacillus lze zatadit Lacticaseibacillus
rhamnosus, ktery je zndmy nejen svymi probiotickymi vlastnostmi, ale také schopnosti
produkovat bakteriociny (Capurso, 2019). Naptiklad bakteriocin rhamnocin 519 vykazujici
antimikrobialni aktivitu v0Ci Listeria monocytogenes a Staphylococcus aureus (Jeong
a Moon, 2015) nebo bakteriocin kmene Lac. rhamnosus AS majici inhibi¢ni u€inek i proti

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

Dalsi vyznamné druhy zahrnuji Ligilactobacillus salivarius, ktery predstavuje slibné
probiotikum izolované z gastrointestinalniho traktu lidi, prasat a ptakd, produkujiciho
nemodifikované bakteriociny jako naptiklad salivaricin P nebo salivaricin CRL 1328. Z rodu
Latilactobacillus pak zejména bakteriociny s antilisteralni aktivitou, naptiklad
Latilactobacillus curvatus produkujici curvaticiny (Xiraphi et al., 2006) nebo
Latilactobacillus sakei vytvatejici sakaciny (Mathiesen et al., 2005). Lactobacillus
acidophilus je znamy produkci bakteriocini (acidocin, laktacin B a laktacin F), které inhibuji
grampozitivni bakterie véetné L. monocytogenes, S. aureus ¢i enterokoki, ¢imz prispiva
k rovnovaze stfevni mikroflory a ochrané fermentovanych potravin (Ahmed et al., 2010).
Podobny ucinek byl zaznamenén 1 u ptibuzného druhu Lactobacillus gasseri produkujici

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

Z rodu Limosilactobacillus je neznaméj$i druh Limosilactobacillus reuteri, a to
zejména diky produkci nizkomolekularni antimikrobidlni slou€eniny reuterinu, ale byla
popséna i produkce bakteriocind, napt. reutericinu 6 nebo reutericyklinu (Lima et al., 2025).
Také u druhu Limosilactobacillus fermentum bylo popsano nékolik bakteriocinli, napf.
bakteriolysin BLF3872 spadajici do tfidy III (Abramov et al., 2023) nebo helveticin J, ktery

je bézné produkovan spiSe druhem Lactobacillus helveticus (Epishkina et al., 2022).

4.2 Rod Enterococcus

Rod Enterococcus je povazovan za nejkontroverznéjsi skupinou BMK, kterd zahrnuje jak
patogenni, tak komenzdlni mikroorganismy. Druhy jako Enterococcus faecalis
a Enterococcus faecium jsou nejrozsirenéjsi v gastrointestinalni mikrofléie cloveka. Nékteré
kmeny Enterococcus spp. jsou vysoce prizpusobeny nckolika potravinovym systémiim
apodileji se také na fermentatni cCinnosti tradicné vyrabéného syra, trvanlivych
fermentovanych uzenin a oliv (Zhang et al., 2022; Chaudhary et al., 2024). Pfestoze jsou
povazovany za oportunni patogeny zpusobujici rizné infekce, vykazuji také zajimavé

probiotické a biokonzervac¢ni vlastnosti (Darbandi et al., 2022). Bakteriociny tohoto rodu,
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znamé jako enterociny, pusobi jako uc¢inné antimikrobidlni latky a zabranuji riistu bakterii,
veetné 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 béznou soucasti komplexni ustni mikroflory savct, avSak nékteré z nich
mohou byt patogenni. Naptiklad Streptococcus pyogenes je vSudypiitomny organismus,
ktery u lidi vyvolava Sirokou Skalu onemocnéni. K jeho inhibici bylo charakterizovano
lantibiotikum salivaricin A, které je produkovano Streptococcus salivarius a vykazuje silny
antibakterialni Gi¢inek proti S. pyogenes. Dalsi vyznamné peptidové bakteriociny produkuje
Streptococcus mutans, ptiCemz tyto latky jsou oznacovany jako mutaciny. Streptokokové
bakteriociny byly rovnéZz charakterizovany v prostiedi souvisejicim s fermentaci potravin.
Naptiklad z femeslného syra byl izolovan kmen nové popsaného druhu Streptococcus
macedonicus, ktery produkuje lantibiotikum macedocin, zatimco thermophilin 13 byl
identifikovan u kmene Streptococcus thermophilus izolovaného z jogurtu (Nes et al., 2007;
Zhang et al., 2022). Ze Streptococcus uberis byla izolovana varianta nisinu, nisin U, ktera
vykazuje 78% sekvencni podobnost s nisinem A, jenZ je produktem Lactococcus lactis

(Lahiri et al., 2022).

4.4 Rod Pediococcus

Pediokoky patii mezi BMK a vyskytuji se vrostlinném prostiedi c¢asto spolu
s laktobacily a Leuconostoc. V disledku toho se bézné nachéazeji v potravinach rostlinného
ptvodu vzniklych fermenta¢nimi procesy — napiiklad v pivu, mostu, silazi, kysaném zeli
nebo fermentované zelenin€. Ale mohou se vyskytovat i v dalSich typech fermentovanych
produktii, naptiklad v syrech ¢i uzenindch (Holland et al., 2011). Rod Pediococcus spp.
zahrnuje druhy jako P. ethanolidurans, P. inopinatus, P. claussenii, P. cellicola
a P. parvulus, pticemz jednotlivé druhy a kmeny se mohou lisit v toleranci k faktoriim, mezi
néz patii pritomnost kysliku, pH, teplota ¢i koncentrace NaCl. Mezi klicové druhy tohoto
rodu, schopné produkovat bakteriociny tiidy II, zejména pediocin a dal$i bakteriociny
podttidy Ila, patti P. pentosaceus, P. damnosus a P. acidilactici (Zhang et al., 2022; Karnwal
a Malik, 2024). Pouziti pediocinli v potravinach predstavuje u€innou alternativu pro jejich
ochranu pfed potravinovymi 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 nejcastéji patii do bakteriocint tfidy I a II, a byvaji ucinné
zejména proti patogenu L. monocytogenes. Oba rody, Listeria i Carnobacterium, jsou
psychrotrofni a maji podobné naroky na pH a teplotu. Diky této vlastnosti mohou
bakteriociny produkované rodem Carnobacterium zabranit ristu L. monocytogenes béhem
zpracovani a skladovani raznych chlazenych potravin (Cailliez-Grimal et al., 2014;
Darbandi et al., 2022). Nejcastéjsi tii druhy, Carnobacterium piscicola, Carnobacterium
divergensa a Carnobacterium maltaromaticum byvaji Casto izolovany z riznych masnych
a mlécnych vyrobkl. C. piscicola produkuje bakteriociny, konkrétné piscikocin Vla
a piscikocin V1b o molekulovych hmotnostech 4416 Da a 4526 Da. C. piscicola 213
produkuje karnocin KZ213 se silnou antilisteridlni aktivitou. U C. maltaromaticum byla
zjisténa schopnost tvorby bakteriocint tfidy Ila, mezi které patii predev§im karnobakteriocin
BM1 a karnobakteriocin B2 (Zhang et al., 2022). Nicméné¢ geny pro produkci
karnobakteriocinii byly nalezeny i u jinych bakteridlnich rodt, napt. u Lacticaseibacillus

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

4.6 Rod Leuconostoc

Zastupci rodu Leuconostoc jsou heterofermentativni BMK, které se Casto nachazeji
v mezofilnich startovacich kulturach. Rostou v tésné symbidze s populaci Lactococcus
a jejich pritomnost je technologicky prospesna diky schopnosti tvofit aromatické slouceniny,
naptiklad diacetyl a acetoin vznikajici z citratu, dale produkovat plyn a syntetizovat dextrany
(McAuliffe, 2017). Zastupci Leuconostoc spp. jsou rozsifené ve fermentované zelening,
v mlécnych vyrobceich, v masnych vyrobcich a ve viné. Bakteriociny tohoto rodu jsou bézné
znamé jako leukociny, které se fadi nejCastéji do ttidy II. Leukocin A byl prvnim typem
bakteriocinu, izolovanym z Leuconostoc gelidium UAL 187, po kterém nasledoval objev
a identifikace riznych dalSich typid bakteriocinli z rodu Leuconostoc. Bylo prokazéano, ze
nékolik kmentl Leuconostoc spp. produkuje bakteriociny s anti-listeridlni aktivitou,
véetn€ Leuconostoc mesenteroides Y105 z koziho mléka, Lcn. mesenteroides 6 ze
sladového je¢mene nebo Lcn. mesenteroides ULS 7z Cedaru. Bakteriociny zrodu
Leuconostoc, tak mohou slouzit jako biokonzervaéni prostfedek pro fermentované potraviny

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

Vétsina zastupct tohoto rodu je dobie znama jako probiotika s ptiznivymi ucinky na lidské
zdravi. Bifidobakterie predstavuji vyznamnou skupinu komenzalnich bakterii lidského
sttevniho mikrobiomu, kde tvoii pfiblizn¢ 3-7 % mikrobioty u dospélych jedinci, pficemz
u novorozenct je to az 91 % (Martinez et al., 2013; Li et al., 2023a). Jejich antibakterialni
ucinek je primarné piipisovan produkci organickych kyselin a snizovani pH, coz vedlo
k podcenovani jejich schopnosti produkovat bakteriociny. Piesto byla u rodu
Bifidobacterium prokézana schopnost syntetizovat bakteriociny (Martinez et al., 2013).
Konkrétné u kmene Bifidobacterium animals BB04 bylo prokazano, ze purifikovany
bifidocin A vykazuje antimikrobidlni aktivity proti Sirokému spektru mikroorganismil
podilejicich na kazeni potravin, napt. E. coli, L. monocytogenes, S. aureus a nékteré

kvasinky (Liu et al., 2015).

4.8 Rod Lactococcus

Nejznamé;si priklad bakteriocinu produkovany zastupcem rodu Lactococcus je nisin. Jedna
se o tepelné stabilni maly peptid obsahujici 34 aminokyselinovych zbytkt z tfidy lantibiotik,
ktery je produkovan mnoha kmeny Lactococcus lactis subsp. lactis (Taylor, 2015; Lahiri et
al., 2022; Zhang et al., 2022; Karnwal a Malik, 2024). Vyskytuje ve vice variantach, napf.
varianta A obsahuje histidin na pozici 27 a varianta Z ma asparagin (Juturu a Wu, 2018).
Tento bakteriocin vykazuje antimikrobialni G€inek pouze proti grampozitivnim bakteriim,
veetné Bacillus cereus, Clostridium botulinum, Clostridium sporogenes, Enterococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc, L. monocytogenes, Micrococcus, Pediococcus, Staphylococcus
a dalSich, a obecné neinhibuje gramnegativni bakterie, kvasinky nebo plisn€ (Taylor, 2015;
Karnwal a Malik, 2024). Nisin byl schvalen regulaénimi organy ve vice nez 80 zemich,
véetné Utadu pro kontrolu potravin a 1é&iv (FDA) a Evropského ufadu pro bezpe¢nost
potravin (EFSA) (Field et al, 2023). V zemich Evropské unie se nisin, jakoZto
biokonzervacni slozka, uvadi pod ¢iselnym kédem E234 (Lahiri et al., 2022). Kromé toho
byla ucinnost nisinu prokazdna v raznych potravindiskych vyrobcich, jako jsou
konzervované potraviny, cukrovinky, pivovarnictvi, Zivo€isné a moiské plody, mlécné
vyrobky a dribez (Karnwal a Malik, 2024). DalSim ptikladem bakteriocinu produkovaného
laktokokem muze byt i laktokocin A. Producentem je Lactococcus lactis subsp. cremoris
(Holo et al., 1991), ktery se hojn¢ vyskytuje v syrovém nepasterizovaném mléce (Olajide

a LaPointe, 2022).
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5 SOUCASNE MOZNOSTI VYUZITi BAKTERIOCINU

Bakteriociny predstavuji strukturné heterogenni skupinu latek, jejichz genetickd informace
je kdédovana vysoce variabilnimi a komplexnimi biosyntetickymi genovymi klastry, které se
vyznacuji rychlym vyvojem. Jak véda o bakteriocinech neustdle postupuje, oblasti jejich
pouziti se umérné zvysuji a zahrnuji diive neznamé oblasti. Od svého objevu se bakteriociny
pouzivaji ke zlepSeni vyroby, konzervace a bezpecCnosti potravin v potravindiském
prumyslu. Jejich potencial se vSak nyni rozsifil do rtiznych oblasti, v¢etné biotechnologie,
ekologie, farmacie, zeméd¢lstvi, klinického prostfedi a veterinarni mediciny (Reuben

a Torres, 2024).

5.1 Potravinarské aplikace

S rostoucim povédomim spolecnosti o zdravotnich rizicich spojenych s nékterymi
potravinaifskymi ptidatnymi latkami se zvySuje dliraz na bezpecnost potravin. V tomto
kontextu predstavuje pouziti bakteriocini bezpecnou alternativu, jelikoZ pochazeji
z ptirodnich zdroji. V potravinafstvi nachazeji uplatnéni riznymi zptisoby — naptiklad jako

soucast oball, nebo jako pridatné latky (Cheruvari a Kammara, 2025).

5.1.1 Biokonzervace potravin

Biokonzervace potravin pomoci bakteriocinii piedstavuje perspektivni alternativu
k tradicnim metodam, které ¢asto vyuZzivaji syntetické konzervaéni latky, jako jsou dusitany
¢1 benzoat sodny, jez mohou pfi dlouhodobé konzumaci negativné ovliviiovat lidské zdravi
(Mehenktas, 2022; Putri et al., 2024). Na rozdil od téchto chemickych piisad nabizeji
bakteriociny pfirodni a udrZitelny piistup (Putri et al., 2024). Od svého objeveni jsou
bakteriociny intenzivné studovany pro své vyuZiti v potravinaistvi. Tyto antimikrobidlni
latky jsou slibné hlavné tim, Ze jsou pfirozené¢ syntetizovany, jsou bez barvy, chuté
a zéapachu, a tedy neovliviiuji senzorické vlastnosti potravin. Navic nekteré bakteriociny
vykazuji také stabilitu pii vysokych teplotach a pfi nizkych hodnotach pH, coZ zvySuje jejich
vyznam v potravinaiském primyslu (Reuben a Torres, 2024). Napftiklad nisin je stabilni pfi
teplotach az do 121 °C, coZz umoziiuje jeho pouziti i v tepelné zpracovanych potravinach

(Moretti de Almeida et al., 2020).

Aby mohl byt bakteriocin efektivné vyuzit jako konzervant, musi splitovat nékolik
klicovych pozadavki: a) byt bezpeény pro lidskou konzumaci a nemit vliv na stfevni

mikrobiotu, b) ufinny proti Siroké Skale nezddoucich mikroorganismu, c¢) odolny vici
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enzymum pfitomnych v potravinové matrici a d) stabilni pifi rdznych teplotach, pH
a koncentracich soli, aby vyhovoval riznym technikdm piipravy potravin (Karnwal a Malik,
2024; Singh et al., 2025). Kmeny produkujici bakteriociny by mély byt klasifikovany jako
potravinaisky bezpecné (GRAS nebo QPS) a vykazovat vysokou specifickou aktivitu proti
patogennim mikroorganismim (Mehenktas, 2022). Piikladem je jiz dfive zminény nisin,
prvni bakteriocin objeveny u Lactococcus lactis, komeréné dostupny jako Nisaplin®.
Dalsim ptikladem je pediocin PA-1, prodavany jako Alta® 2341 nebo Microgard™, ktery
je ucinny proti Listeria monocytogenes v masnych vyrobcich, a dale enterocin AS-48 se

pouziva v mostech a zeleninovych §tavach (Daba et al., 2022; Thapar a Salooja, 2023).

Bakteriociny lze do potravin zac¢lefiovat tfemi hlavnimi zpasoby: pfimym pfidanim
purifikovanych ¢i polopurifikovanych bakteriocinti, pouzitim pfedem fermentované slozky
s bakteriocinem, nebo inkorporaci kultur produkujicich bakteriociny pfimo do
fermentaénich procesti (Messaoudi et al., 2013; Negash et al., 2020). Tyto metody umoziuji
nejen inhibici patogend, ale také ptispivaji ke zlepSeni kvality potravin, naptiklad prevenci

nezadouciho pozdniho dufeni béhem zrani syra (Morandi et al., 2025).

Lze tedy fici, Ze potencialni aplikace bakteriocinli mize byt prospé$na hned v nékolika
aspektech: 1) sniZeni rizika otravy jidlem 2) sniZeni kiiZové kontaminace v potravinovém
tetézci 3) zlepSeni trvanlivosti potravindiskych vyrobka 4) snizeni ekonomickych ztrat
v disledku kaZeni potravin 5) sniZzeni mnozZstvi pfidanych chemickych konzervacénich latek
6) sniZeni intenzity fyzikalniho oSetfeni za celem lepSiho zachovani nutricni hodnoty
a pfipadné sniZeni nadkladl na zpracovani 7) poskytnuti alternativni metody konzervace
»,hovych potravin®, kterda odpovida rostouci poptavce spotiebiteli po minimalné
zpracovanych potravinach s Cerstvou chuti a prodlouZzenou trvanlivosti (Messaoudi et al.,

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

5.1.2 Proces schvalovani a regula¢ni poZadavky

Predpisy a legislativa tykajici se bezpecnosti potravinaiskych ptidatnych latek se neustale
zptisnuji. Pouziti bakteriocini z BMK podléhd riznym schvalovacim procesim
v zavislosti na konkrétni zemi. Obecné jsou bakteriociny povaZovany za potencidlni
antimikrobidlni ¢inidla nebo potravinarské ptidatné latky, jejichZ regulaci zajist'uji piislusné
dozorové organy — ve Spojenych statech je to FDA, v ramci Evropské unie pak EFSA (Liang
etal., 2025a).
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Obrazek 3: Proces schvalovani bakteriocinti; upraveno dle Liang et al. (2025a)

Prvnim krokem je podéani Zadosti regulaénim organiim. Soucasti zadosti je i dokument
obsahujici komplexni informaci o produktu, dale reprezentativni vzorky produktu a zpravy
0 posouzeni bezpec¢nosti produktu. Regulac¢ni organy poté schvaluji pouziti bakteriocinti
v potravinach na zékladé komplexniho hodnoceni, které zahrnuje nasledujici kroky

(Obrazek 3) (Liang et al., 2025a):

1) Identifikace a fyzikalné-chemicka charakterizace bakteriocinii — zahrnuje

stanoveni struktury bakteriocinu a jeho biologickych vlastnosti.

2) Funkéni testovani — zahrnuje hodnoceni antimikrobidlni ucinnosti proti
patogennim a bakteriim zplisobujicich kaZeni potravin, stanoveni minimalni

inhibi¢ni koncentrace a mechanismu u¢inku.

3) Bezpecnostni posouzeni — zahrnuje testy toxicity in vitro i in vivo, hodnoceni

absorpce, distribuce, metabolismu a vylucovani.
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4) Skalovani vyroby a validace — zahrnuje optimalizaci produkénich metod,
laboratorni a pilotni testy ucinnosti, primyslovou validaci a vyvoj metod pro

stanoveni konecné koncentrace bakteriocinli v potravinach.

Po splnéni téchto krokii regulacni organy rozhoduji o schvaleni a povoleni k uvedeni na trh.

5.1.3 Bioaktivni obaly

Dalsi z inovativnich cest vyuziti bakteriocind k prodlouzeni trvanlivosti potravin a ochrané
pfed patogennimi mikroorganismy, je jejich integrace do obalovych materidlti. Zejména
jedlé polymerni folie na bazi ptirodnich latek (polysacharidy, proteiny a lipidy), umoziuji
ucinné a bezpecné vyuziti téchto antimikrobidlnich peptidii (Garcia-Anaya et al., 2025).
Tento pfistup zajistuje fizené uvolnovani bakteriocinii pfimo na povrch potravin, ¢imz se

minimalizuje riist mikroorganismu zptsobujicich kazeni (Bangar et al., 2021).

Bakteriociny 1ze do polymernich filml zaclenit dvéma zptsoby: bud’ pfimym piidanim
purifikovaného bakteriocinu do filmogenniho roztoku, nebo inkorporaci bakterialni kultury
schopné bakteriociny produkovat. Aktivni obaly na bazi bakteriocinli byly aplikovany na
ruznych potravinach, véetné ryb, motskych plodi, mléénych a masnych vyrobku ¢i ovoci.
Utinné zde pak branily ristu nasledujicich patogenti: Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella Typhimurium, Sa/monella Enteritidis

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

Naptiklad ve studii Liu et al. (2019) vyvinuli obalové fbélie na bazi celulozy
s ptidavkem bakteriocinu bifidocin A, které se ukazaly jako slibna metoda pro potlaceni
ristu bakterii rodit Pseudomonas a Enterobacteriaceae. Tyto folie umoznily prodlouZit
skladovatelnost Cerstvych filetd Span€lské makrely az na 12 dni bez znamek znehodnoceni.
Bioaktivni obal na bazi zelatiny obsahujici nisin Z vytvofili védci Pattanayaiying et al.
(2019). Tento obal byl aplikovan na tygii krevety a filety chnapala velkookého. Tato forma
obalu vykazovala u¢innost proti patogenim Vibrio parahaemolyticus a Salmonella
Typhimurium, a to 1 po 21 dnech skladovani v chlazenych a mraZzenych podminkéch, coz

potvrzuje potencial bakteriocinli v ochran¢ motskych plodii pfed mikrobialni kontaminaci.

Pti vyvoji bioaktivnich obalil zalozenych na bakteriocinech je tieba zohlednit n€kolik
faktorti ovliviiujicich jejich ucinnost, véetné podminek skladovani, typu bakteriocinu, pH
potraviny a jejiho mikrobialniho slozeni. Zatimco nékteré bakteriociny zstavaji stabilni
v §irSim teplotnim rozmezi, jiné vyzaduji specifické skladovaci podminky, aby si zachovaly

svou aktivitu. Kromé& toho mize byt Zzivotaschopnost bakteriocinli ovlivnéna také
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polymerem pouzitym pii vyrob¢ folie. Neméné dulezitym aspektem je i vzhled aktivniho
obalu, ktery ovliviiuje piijeti ze strany spotiebiteli a zavisi na faktorech, jako je typ
bakteriocinu ¢i biopolymeru (Garcia-Anaya et al., 2025). V tomto ohledu Ma et al. (2019)
zkoumali integraci Lactococcus lactis a zjistili, ze jeho piitomnost snizuje lesk a prihlednost
filmt. Je tedy dulezité vybrat jak bakteriocin, tak polymer, ktery piili§ neméni fyzikalni

vlastnosti filmt (Garcia-Anaya et al., 2025).

5.2 Klinické a dalsi aplikace

Bakteriociny se kromé potravinafstvi uplatiuji i v medicing, farmacii, veterinarni péci,

zemédelstvi €1 kosmetice.
Antimikrobialni 1é¢ba proti multirezistentnim bakteriim

Vzhledem k rostouci rezistenci bakterii na antibiotika se bakteriociny jevi jako slibna
alternativa. Maji vysokou ucinnost a specifitu vic¢i patogentim, jako jsou Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli a multirezistentni Staphylococcus 1 pti nizkych koncentracich.
Studie ukazaly, Ze mohou slouZit jako adjuvantni terapie s tradi¢nimi antibiotiky nebo byt
produkovany pfimo probiotickymi bakteriemi, ¢imZ se sniZuje riziko jejich degradace
enzymy. Vyzkum se dale zaméfuje na zapouzdieni peptidi pro zvySeni jejich stability

(Fernandes a Jobby, 2022).
Protirakovinné ucinky

Bakteriociny, jako mikrocin E492 a koliciny (A, D, El1, E2, E3), vykazuji selektivni
cytotoxicitu vici rakovinnym bunkam diky jejich kladnému néboji, ktery interaguje se
zaporn¢ nabitymi sloZkami bunééné stény nadorovych bunék. Mechanismus uc¢inku zahrnuje
indukci apoptézy a depolarizaci membrany, coz vede k naruSeni permeability bunék.
Prestoze mechanismus byl popsan, klinické studie zatim chybi (Soltani et al., 2020;

Solis-Balandra a Sanchez-Salas, 2024).

we

Potencialni antikoncep¢ni Gcinek

Nisin, subtilosin, fermenticin a lakticin 3147 mohou ovlivnit pohyblivost lidskych spermii
a tim fungovat jako pfirozené spermicidni latky. Fermenticin HV6b produkovany
Limosilactobacillus fermentum HV6b navic inhibuje rast bakterii zptisobujicich vaginalni
infekce, ¢imz by mohl byt vyuzit v kombinovanych vaginalnich ptipravcich (Negash et al.,

2020).
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Antivirova aktivita

Enterociny produkované Enterococcus faecium (napt. enterocin CRL35) vykazuji
antivirovy ucinek proti virim Herpes simplex (HSV-1, HSV-2), coz naznacuje jejich

potencial pro pouziti jako antivirotika (Solis-Balandra a Sanchez-Salas, 2024)
Veterinarni vyuziti

Nisin byl testovan jako 1é¢ba bovinni mastitidy, zdvazného onemocnéni skotu. Injekéni
formulace na bazi nisinu dokazaly eliminovat 99,9 % bakterii zplsobujicich infekci, véetné

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

Bakteriociny produkované rhizobakteriemi mohou zlepsit rist plodin a bojovat proti
rostlinnym patogeniim. Napiiklad thuricin 17 (produkce Bacillus thuringiensis NEB17)
zvySuje rychlost fotosyntézy, syntézu fytohormont a podporuje lepsi pfijem vody a Zivin

(Bisht et al., 2024).
Kosmetika a péce o plet’

Bakteriociny, jako napf. ty produkované Bacillus subtilis a nisin z Lactococcus lactis,
vykazuji potencial v kosmetice. Aplikace bakteriocintl z B. subtilis vedla ke sniZeni vyskytu
Staphylococcus aureus na aknozni plett o 38 % a zarovenn k ubytku zanétlivych
1 nezanétlivych 1ézi (Alessandrini et al., 2023). Nisin navic prokézal u¢innost jako pfirodni
konzervant, schopny inhibovat rst grampozitivnich bakterii. Navic v kombinaci s dal§imi
konzervanty spliioval pozadavky normy ISO 11930 pro antimikrobidlni ochranu proti

SirSimu spektru mikroorganismt (Mauricio et al., 2017).
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I1.

PRAKTICKA CAST
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6 CILE PRACE

Cilem teoretické ¢asti této diplomové prace bylo provést literarni reSersi o bakteriocinech
produkovanych mikroorganismy s diirazem na jejich charakteristiku, vyznamné producenty
a moznosti vyuziti v potravinarstvi.

V praktické ¢asti prace bylo cilem posoudit antimikrobidlni aktivitu bakterii ziskanych
z potravinovych izolatl a pomoci metody PCR provést bakteriocinotypizaci u produkénich
kmenii. Ziskana data néasledné vyhodnotit a porovnat s dostupnymi poznatky z literarni

reSerSe a formulovat zavéry préce.
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7 MATERIALY

Tato kapitola zahrnuje seznam pouzitych pomucek, piistrojti, chemikalii a kultivacnich pid.

7.1 Pomiicky a pristroje
e Laboratorni sklo (zkumavky, kadinky, odmérné valce, lahve).
e Vihy 440-47 N d=0,01 g (KERN, Némecko).
e Automatické mikropipety/multipipety (Eppendorf, Némecko).
e Biohazard box (Clean Air, Ceska republika).
e Dekontaminaéni digestot Aura PCR (BioAir, Italie).
e Centrifuga Eppendorf MiniSpin plus (Eppendorf, Némecko).
e Tiepacka Vortex Mixer VX-200 (Labnet International, USA).
e Termostat blokovy CH-100 (Biosan, USA).
e Termocykler Aeris™ (ESCO, Singapur).
e Termocykler BIO-RAD C1000 Touch™ (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA).
e Infinite®M200 (Tecan, Svycarsko).
e Elektroforetick4 vana (Cleaver Scientific Ltd, UK)
o vcetné pfislusenstvi (t€snéni, hiebinky).
e Elektricky zdroj pro elektroforézu EV243 (Consort, Belgie).
e Elektricky zdroj pro elektroforézu MP-300N (Major Science, USA).
e UV-transimulator InGeniusLHR (Syngene, UK).

e Dalsi bézné laboratorni pomiicky a vybaveni: stojanky, dévkovace, sterilni
bakteriologické klicky, sterilni Spic¢ky, Petriho misky, zkumavky Eppendorf,
mikrozkumavky pro PCR, kryokrabicky, nitrilové rukavice, pravitko, mikrovinna

trouba, termostaty pro kultivaci, lednice, mrazici box, autoklav.
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7.2 Roztoky a chemikalie

30% roztok glycerolu.

96% ethanol (PENTA, CR).

DNeasy® Blood & Tissue Kit (250) (QIAGEN, Némecko).
Destilovana voda.

Redestilovana voda pro molekularni biologii.

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

Tris-acetatovy pufr (TAE pufr) — 2 M Tris-base, 1 M acetat sodny, 50 M EDTA, pH
7,4 (Merck, USA).

Agardza SERVA (SERVA, Némecko).
100 bp DNA Ladder N3231L (Biolabs. Inc., New England).
Barvivo GelRed (Biotium).

Primery (Metabion, Némecko).

7.3 Kultivaéni média

Pro reaktivaci a kultivaci poskytnutych izolatd, které byly uchovavany v mrazicim boxu pfi

—80 °C byly pouzity nasledujici kultivacni média:

Agar Type I (HiMedia, Bombai, Indie)

Pro béZzna bakteriologicka kultivacni média.

Nutrient broth (HiMedia, Bombai, Indie)

Obecné pouzitelné kultivaéni médium.

Slozeni (g/1):
e Masovy pepton 5
e Hoveézi extrakt 1,5
e Kvasni¢ny extrakt 1,5
e Chlorid sodny 5

Finalni pH (pfi 25 °C) 7,4+0,2.
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Lactobacillus MRS Broth (MRS Broth) (HiMedia, Bombai, Indie)

Pro kultivaci druhii rodu Lactobacillus a mléénych tycinek.

Slozeni (g/1):

e Proteosovy pepton 10
e Hovézi extrakt 10
e Kvasni¢ny extrakt 5
e Dextroza (glukédza) 20
e Polysorbat 80 (Tween 80) 1

e Citran amonny 2
e Octan sodny 5

e Siran hofe¢naty 0,1
e Siran manganaty 0,05
e Hydrogenfosfore¢nan (di)draselny 2

Finalni pH (pti 25 °C) 6,5+0,2
M17 agar, (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko)

Pro kultivaci mléénych koki.

Slozeni (g/1):

e Enzymaticky hydrolyzat kaseinu 2,5
e Masovy pepton 2,5
e Sojovy pepton 5

e Kvasni¢ny extrakt 2,5
e Hovézi extrakt 5

e Laktoza 5

e Klys. askorbova 0,5
e Siran hofe¢naty 0,25

o [B-glycerofosforecnan (di)sodny 19
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Finalni pH (pfi 25 °C) 6,9 + 0,2.

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

Bézné slouzi ke stanoveni celkového poctu mikroorganismti.

Slozeni (g/1):
e Enzymaticky hydrolyzat kaseinu 5
e Kvasni¢ny extrakt 2,5
e Glukoéza 1
e Agar 15

Finalni pH (pti 25 °C) 7+ 0,2.

BHI (,,Brain heart infusion agar®) (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko)

Pro kultivaci mikroorganismt narocnych na vyzivu.

SloZeni (g/1):

Zivna smés (extrakty z mozku, srdce a peptonu) 27,5
D (+) gluk6za 2
Chlorid sodny 5
Hydrogenfosfore¢nan disodny 2,5

Finalni pH (pfi 25 °C) 7,4+0,2.

Kultiva¢ni bujony byly pfipravovany podle pokyni vyrobce uvedenych na obalu.

Stanovené mnozstvi kultivatniho média bylo navazeno na laboratornich vahach do

reagencni lahve a nasledné€ doplnéno poZzadované mnoZstvi destilované vody. Suspenze byly

nasledné¢ diikladné homogenizovany a poté pomoci davkovace bylo urcité mnoZstvi

davkovano do zkumavek, které se nasledné opatfily vicky a byly sterilizovany pomoci

autoklavu.

Ptiprava pevnych kultivacnich plid probihala obdobné&, akorat k navaZzce kultiva¢niho

média bylo pfidano jesté urcité mnozstvi Agaru typ I, aby vysledna koncentrace byla 1,5%.

K navézce bylo pfidano odpovidajici mnozstvi destilované vody a vznikla suspenze byla

homogenizovana, uzaviena vickem a umisténa do autoklavu ke sterilizaci. Po sterilizovéani

se nechala lahev lehce vychladnout, aniz by dochézelo k tuhnuti a poté bylo kultivaéni
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médium rozlévano do ptipravenych sterilnich Petriho misek v biohazard boxu. Po utuhnuti
média v Petriho miskéach byly premistény do chladiciho boxu, kde byly skladovany az do
doby jejich pouziti.

7.4 Pouzité bakterialni kmeny

V praktické casti byly pouzity bakterialni kmeny izolované v rdmci bakalarské prace
Bc. Radka Novotného (Novotny, 2023). Kmeny bakterii byly izolovany z riznych druht
mléénych vyrobki a nasledné byly uchovavany v hlubokomrazicim boxu ve zkumavkach

obsahujici kultivaéni médium s glycerolem pii teploté —80 °C.

V pocatku prace byly vybrany pouze ty kmeny, které¢ dle vyzkumu R. Novotného
vykazovaly inhibi¢ni G¢innost alespon proti jednomu z péti testovanych indikatorovych
mikroorganisml (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Salmonella
Typhimurium, Enterococcus faecalis). Tyto kmeny (celkem 133 izolatli) byly dale testovany
agar spot testem (kap. 8.2) vici tfem indikdtorovym mikroorganismim (Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella aerogenes, Klebsiella oxytoca). Z vysledkl spot agar testu byly
nasledné vybrany izolaty vykazujici nejvétsi antimikrobidlni aktivitu vi¢i vSem osmi
indikatorovym mikroorganismiim. Tyto vybrané¢ kmeny byly nasledné podrobeny
genotypizaci (kap. 8.4). Celkové 30 vybranych kmend na genotypizaci je uvedeno
v Tabulce 2.

Tabulka 2: Seznam a charakteristika vybranych bakteridlnich kmenii na genotypizaci

Puvodni
Nové &islo izolatu ¢islo Identifikovany kmen Puvod
izolatu
1 44 Lacticaseibacillus paracasei syr Krolewski
2 45 Lacticaseibacillus paracasei syr Krolewski
3 70 Lacticaseibacillus paracasei Syr Madeland
4 71 Lacticaseibacillus paracasei Syr Madeland
5 75 Lacticaseibacillus paracasei Syr Madeland
6 76 Lacticaseibacillus paracasei Syr Madeland
7 79 Lacticaseibacillus paracasei Syr Madeland
8 80 Lacticaseibacillus paracasei Syr Madeland
9 81 Lacticaseibacillus paracasei Syr Madeland
10 84 Lacticaseibacillus paracasei Syr Madeland
11 85 Lacticaseibacillus paracasei Syr Madeland
12 86 Lacticaseibacillus paracasei Syr Madeland
13 89 Lacticaseibacillus paracasei Syr Madeland
14 91 Lacticaseibacillus paracasei Syr Madeland
15 93 Lacticaseibacillus paracasei Syr Madeland
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Tabulka 2 (pokracovani): Seznam a charakteristika vybranych bakteridlnich kmenti na

genotypizaci
Puvodni
Nové ¢islo izolatu cislo Identifikovany kmen Piavod
izolatu
16 100 Lacticaseibacillus paracasei Syr Madeland
17 101 Lacticaseibacillus paracasei Syr Madeland
18 120 Lacticaseibacillus paracasei Parmazan
19 135 Lacticaseibacillus paracasei Parmazan
20 125 Lacticaseibacillus casei Parmazéan
21 131 Lactobacillus sp. Parmazéan
22 106 Lacticaseibacillus rhamnosus Parmazan
23 109 Lacticaseibacillus rhamnosus Parmazan
24 119 Lacticaseibacillus rhamnosus Parmazan
25 126 Lacticaseibacillus rhamnosus Parmazan
26 9 Limosilactobacillus fermentum Bily jogurt
27 10 Limosilactobacillus fermentum Bily jogurt
28 16 Limosilactobacillus fermentum Bily jogurt
29 19 Limosilactobacillus fermentum Bily jogurt
30 94 Leuconostoc pseudomesenteroides Balkansky syr
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8 METODIKA

8.1 Obnova a kontrola bakterialnich kmenu

Vzorky poskytnuté k analyze, které byly izolovany a Castecné charakterizovany v praci
R. Novotného (2023), byly skladovany pii teplot¢ —80 °C v hlubokomrazicim boxu. Pro
jejich reaktivaci byly nejprve rozmrazeny a nasledné¢ bylo 100 pl bakteridlni suspenze
pfeneseno do pfipraveného masopeptonového bujonu (Nutrient broth). Kultivace probihala
po dobu 48 hodin pfi teploté 37 °C, dokud nedoslo k zietelnému nariistu biomasy. Poté byla
suspenze sterilni bakteriologickou klickou pienesena na vhodnou kultivaéni pldu
specifickou pro dany organismus, jak uvadi prace R. Novotného (MRS, M17 nebo PCA
agar). Inokulované Petriho misky byly opét inkubovany po dobu 48 hodin pfti 37 °C. Po
uplynuti kultivaéni doby byla vizudln¢ hodnocena schopnost rtstu a Cistota jednotlivych

kultur.

8.1.1 Identifikace izolatii pomoci MALDI-TOF

Hmotnostni  spektrometrie typu MALDI-TOF MS (Matrix  Assisted Laser
Desorption/Ionization Time-Of-Flight Mass Spectrometry) je zaloZena na vychylovani ionti
v elektrickém nebo magnetickém poli, pficemz trajektorie iontli zavisi na jejich hmotnosti
a naboji. Cely proces (viz Obrazek 4) 1ze rozd¢lit do tfi hlavnich kroki: ionizace, analyza
a detekce. Nejprve se vzorek pfipravi na desticce MALDI, kde je smichan s matrici
(1 —jedna kolonie je nanesena na jamku destic¢ky, 2 — pfidana matrice). Nasledné je vzorek
analyzovan v ptistroji MALDI-TOF, kde v ionizacni komote (A) je vysilan laserovy paprsek
na smés vzorku a matrice, ¢imZ vznikaji ionty v plynné fazi. Tyto ionty jsou poté urychleny
elektrickym polem a smérovany do analyzatoru (B), ktery je oddé€luje podle poméru
hmotnosti k naboji (m/z) na zékladé doby jejich letu (Time-Of-Flight, TOF). Mensi
molekuly dopadnou na detektor diive nez vétsi, pficemz ionty se stejnym pomeérem m/z jsou
dale rozliSeny pomoci iontového zrcadla. Detektor (C) pak pfijaty iontovy proud pievadi na
elektricky signal, ktery je zesilen, digitalizovan a zpracovan do podoby hmotnostniho
spektra (D), jez slouzi k identifikaci vzorku (Lo et al., 2017). Principem identifikace
mikroorganismli je srovnani proteinového spektra konkrétniho izolatu se spektry
referencnich kment, které jsou k dispozici v databazi MALDI Biotyper (Bursova et al.,
2014).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 51

Izolaty, které se v praci R. Novotného (2023) nepodafilo identifikovat, byly podrobeny
znovu identifikaci pomoci MALDI-TOF. Celkové 32 izolath, které se podatilo dostate¢né

kultivovat, bylo poslano k dodate¢né identifikaci.
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Obrazek 4: Princip MS MALDI-TOF
Piiprava vzorkii:

Zmrazené vybrané izolaty byly naockovany do bujonu BHI a vloZeny do termostatu ke
kultivaci pfi teploté¢ 37 °C po dobu 35 hodin. Po kultivaci byla suspenze dukladné
promichéna a prenesena kiiZovym roztérem na Petriho misky s BHI agarem. Misky byly
opét umistény do termostatu a inkubovany za stejnych podminek jako v bujonu. Pro piipravu
vzorki bylo do Eppendorfovy zkumavky ptidano 300 pl destilované vody, do které bylo
sterilni klickou preneseno takové mnozstvi biomasy, aby vznikl lehky zakal. Poté bylo
pfidano 900 pl 96% etanolu a smés byla promichdna. Takto pfipravené vzorky byly
uchovany v kryokrabickach v mrazicim boxu pii —18 °C az do doby pievozu na analyzu

hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF v laboratofi AgroBioTech v Nitfe.
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8.2 Agar spot test

Screening antimikrobialni aktivity v podobé agar spot testu byl rozsifen o dalsi tii
indikatorové mikroorganismy: Klebsiella oxytoca, Klebsiella aerogenes a Pseudomonas
aeruginosa. Celkem bylo testovano vybranych 133 izolatd. Postup testu byl sestaven na
zakladé odbornych publikaci autord (Fijan, 2016) a (Choeisoongneen et al., 2020) s uréitymi

modifikacemi.
Postup:

Izolované kmeny byly nejprve piedkultivovany v 5 ml zivného bujonu pii 37 °C po dobu
48 hodin. Z téchto narostlych kultur byly nasledné nadavkovany 2 pl na povrch pevného
média 1,2% MRS. Na jednu Petriho misku bylo pipetovano celkem 7 spotli (ve vzoru
3-4-3), ptipadné 4 spoty (ve vzoru 2-2), pokud bylo pfi pfedchozim testovani zjisténo, Ze
inhibi¢ni zony jednotlivych spotli vzajemné interaguji. Po naneseni spotl byly misky
uzavieny a ponechdny v biohazard boxu po dobu 10 minut, aby se kultura absorbovala do

média a nésledn¢ inkubovany v termostatu pii 37 °C po dobu 35 hodin.

Po inkubaci byla provedena inaktivace bun€k pomoci UV zéfeni po dobu 30 minut.
Petriho misky byly bez vika umistény do biohazard boxu a bylo spusténo UV zafeni. Po

uplynuti expozi¢ni doby byly misky uzavieny.

Indikatorové mikroorganismy byly pfedem kultivovany z kiiZovych roztéri v 5 ml BHI
bujonu pii 37 °C po dobu 18 hodin. Pro zaoCkovani indikatorovych mikroorganismi byl
piipraven 0,8% BHI agar, ktery byl po pfipravé zchlazen pod tekouci vodou na teplotu
zajistujici preziti indikatorovych mikroorganismt (piiblizné¢ 45-50 °C). Nésledné byl
zaoCkovany agar dikladné promichan a 8 ml bylo rovnomérné rozlito na misky obsahujici

spoty. Po ztuhnuti soft agaru byly misky inkubovany pti 37 °C po dobu 24 hodin.

Po ukonceni inkubace byly druhy den vyhodnoceny inhibiéni zony v okoli jednotlivych
spoti. Za pozitivni vysledek byla povazovana Cira inhibi¢ni zéna o priméru nejméné

1-2 mm. Velikost inhibi¢nich zon byla zmé&fena pravitkem a zaznamenana v milimetrech.

8.3 Izolace a purifikace bakterialni DNA

Vybranych tficet bakteridlnich kmenti bylo pfeneseno z kryokonzervovanych kultur
(=80 °C) do MRS bujoénu a byly kultivovany 48 h pti 37 °C. Po dostate¢né multiplikaci
bakterii byla suspenze vyuzita k izolaci DNA pomoci komeréni sady DNeasy® Blood
& Tissue Kit (250).
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Izolace a purifikace bakterialni DNA probihala dle protokolu dodaného vyrobcem.
Nejprve bylo 2 ml bakterialni suspenze pieneseno do mikrozkumavek typu Eppendorf
a centrifugovano pii 14 000 rpm po dobu 2 minut. Po odstranéni supernatantu byla
bakterialni peleta resuspendovéna v 200 ul PBS pufru a pfiddno 20 pl proteinazy K.
Nasledné bylo pridano 200 pl pufru AL a smés byla ditkladné zvortexovana. Poté byly
vzorky inkubovany pfi 56 °C po dobu 10 minut. Po inkubaci bylo ke smési ptidano 200 pl
96% ethanolu a znovu promichano vortexovanim. Vznikld suspenze byla pfevedena do
filtra¢nich kolonek a centrifugovéna pii 8000 rpm po dobu 1 minuty. Kolonka byla
premisténa do nové sbérné zkumavky, do niz bylo néasledné ptidano 500 pl pufru AW1
a opét centrifugovano pti 8000 rpm po dobu 1 minuty. Tento krok byl zopakovan tentokrat
s pridanim 500 pl pufru AW2, pficemz centrifugace probihala pti 14 000 rpm po dobu
3 minut. Poté byla provedena kontrolni centrifugace na prazdno za stejnych podminek.
Nésledné byla kolonka pfenesena do cisté mikrocentrifugacni zkumavky, kde bylo
aplikovano 50 pul ptedehiatého pufru AE (60 °C) a vzorek inkubovan pfi laboratorni teploté
po dobu 5 minut. Kone¢na eluce DNA byla provedena centrifugaci pii 14 500 rpm po dobu

1 minuty.

Cistota a koncentrace izolované DNA byly stanoveny spektrofotometricky pomoci
ptistroje Infinite®M200 (Tecan) pii vinové délce 260 nm, pficemz hodnoty v rozmezi
1,8-2,0 indikuji ¢istou DNA a koncentrace byla vyjadiena v ng/ul. Pro méfeni byla pouzita
desticka Nano Quant, kdy bylo do 12 jamek desti¢ky napipetovano 2 pl blanku (pufr AE)
pro kalibraci absorbance. Poté byla desti¢ka vyciSténa ethanolem a nasledné byly

analyzovany 2 pl vzorky DNA.

8.4 Molekularni typizace bakteriocinii metodou PCR

Metoda polymerazové fetézové reakce (PCR) byla pouzita pro amplifikaci hledaného useku
DNA koédujiciho bakteriocin. Pro molekuldrni typizaci bakteriocind byly navrZeny primery
podle autorti uvedenych v Tabulce 3, kde jsou zaroven vypsany sekvence danych primerd,
velikost vysledného amplikonu (bp) a teploty zihani (annealingu) jednotlivych primert.
Podminky amplifikace vychazeji bud’® pfimo zuvedenych studii nebo byly vypocteny
pomoci online programu ,,Tm Calculator (Thermo Fsiher Scientific)* v ptipadech, kdy ve
studiich nebyly specifikovany. Samotna PCR reakce poté probihala v reakénim objemu
25 pl a celé sloZeni reakéni smési je uvedeno v Tabulce 4. VSechny testy PCR zahrnovaly

1 negativni kontrolu se stejnym slozenim smési, akorat bez templatové DNA. Smési pro PCR
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byly ptipravovany v PCR boxu, aby nedoslo ke kontaminaci vzorku cizorodou DNA. PCR
reakce poté byla provedena v termocykleru Aeris™ nebo BIO-RAD (C1000 Touch™).

Tabulka 3: Primery a jejich podminky amplifikace

Gen

Primer (5'-3") FaR

Velikost
amplikonu

[bp]

T [°C]
Zihani

Zdroj

mesY

AGTCTGTGGAAGCATATCAGCA

TACCAAAATCCATTTCCACCAT

172

62

mesB

AAACAAATTTCAAAATCCTTTCAGA

ATTTGTGGTTCTTGATCTTTGC

150

62

leck

TGAACTGACTGCAATCACTGGT

AAGAGTGCATATGTCCCTTGGT

100

62

B-Talla

GTAACGGAGTTCATTGCACAAA

TACCAGAAACCATTTCCACCAT

103

62

IenS

CTTTGGATGCCTTTCGATACTC

GCTACATGAGGTCGACTTTTCC

144

62

lenA

GAACATGAAACCTACGGAAAGC

CCACCATTTGCTAAACGATGTA

165

62

acdT

AAAGAATTAGCATTAATTTCTGGGG

CGTCAGTATAACGAAGGCTTTCCC

100

62

acdA

GAATTAGCATTAATTTCTGGGGG

AATGAAATGTCTTGCCAAAAGC

199

62

(Macwana a
Muriana, 2012)

enl4

GGACAACAATTCGGGAACACT

GCCAAGTAAAGGTAGAATAAA

1008

55

(Veljovic et al.,
2013)

lacA

ATGATAAGTAAAGAAGTGGGC

TTAGGCTGGGTGAATGTAATTAGTG

216

56

lacB

ATGTCTTATAATTATCGCCAGCTCG

TTGCATCCCATCTCCTAAGC

234

56

(Yuetal.,
2020)

a-peptide

AACAATTGGTGGTGGCATGT

TATCCAAGACGTCCCTTTTTGT

111

58

(Macwana a
Muriana, 2012)

S-peptide

GAAAAATTTGCCAATATCTCGA

ACCATTAATTGGTGAATGGTGA

150

58

(Yuetal.,
2020)

cbnBM1

GAGTGTATGTACATGAAAAG

TATCATAACTAGATACCTCT

220

47

chnA

TTTGGCATGATAGAATGTTC

GAGACTATTGAAAGGCAGTA

401

47

(Herbin et al.,
1997)

bacSJ2-8

ACTACCCCAGCCATCTCCAA

TGGAGAGACAAGAGGGGTCA

90

55

hivJ

TCAAACAAACCAAAGTGACC

CAAGTTGGTGCAGTAAATGGTG

440

55

(Epishkina et
al., 2022)
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Tabulka 3 (pokra¢ovani): Primery a jejich podminky amplifikace

Velikost T [°C]
Gen Primer (5'-3") FaR amplikonu | ., ., Zdroj
[bp] Zihani
AAAT CTTGCATACCCTGTCTCC (Chen et al.
leuC 490 55 ’
AGCACAACAATCACGGGTTCA 2018)
CTAGCAGGTATGAAAGGA
leuQ 201 50%*
TGCAGTTTAGTGCCAACGTT (Sawa et al.,
TGGGTGAAGGGAATTTATCA 2010)
leuN 217 53%
CAATGAACAAATATGGTTAAACTATC
* Teplota annealingu vypocitana pomoci Tm Calculator
Tabulka 4: Slozeni reak¢éni smési pro PCR
Komponenty Objem [pl] Koncentrace
VWR Red Taq DNA Polymerase Master Mix* 12,5 1x koncentrovany
Forward primer 0,5 10x ziedény
Reverse primer 0,5 10x ziedény
Templatova DNA 1 -
Sterilni voda pro PCR 10,5 -
Celkem 25 -

*Slozeni Master Mixu: chlorid hote¢naty, Taq polymeraza, deoxynukleotidy (ANTP), inertni Cervené

barvivo a stabilizator
8.5 Elektroforéza

K analyze produktii PCR byla pouZita elektroforéza v agar6zovém gelu. Gel byl pfipraven
smichanim 3 g agardzy s 200 ml 1x TAE pufru (Tris-acetatovy pufr), ¢cimz vznikl 1,5%
agardzovy gel. Smés byla zahfivana v mikrovinné troubé po dobu 3—5 minut, dokud se
agardza zcela nerozpustila a poté byla ponechana k ¢astecnému zchladnuti pii laboratorni
teploté. Nasledné bylo do smési ptidano barvivo GelRed Nucleic Acid Stain pro vizualizaci
DNA. Ptipraveny gel byl nalit do utésnéné formy s hiebinky a ponechén ztuhnout pfi

laboratorni teploté.

Po ztuhnuti gelu byly hiebinky a tésnéni opatrné odstranény a gel byl ponofen do
elektroforetické vany naplnéné 1x TAE pufrem. Do vytvorenych jamek bylo pipetovano
4 ul molekulérniho standardu (100 bp DNA Ladder) a 4 ul PCR produktu. Elektroforéza
probihala pfi konstantnim napéti 120 V po dobu 50 minut. Po ukonceni separace byl gel

vyjmut z vany, pienesen na transluminator a vizualizovan pod UV svétlem. Vysledky byly
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zdokumentovany a analyzovany pomoci fotodokumenta¢niho systému GeneSnap, pfi¢emz

velikost amplikont byla urena porovnanim s molekuldrnim standardem.
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9 VYSLEDKY A DISKUZE

9.1 Identifikace pomoci MALDI-TOF MS

Z celkového poctu 32 analyzovanych izolatt bylo pomoci metody MALDI-TOF MS uspésné
identifikovano 20 kment, zatimco u 12 vzorka se identifikace nezdatila. Mezi uspéSné
identifikovanymi izolaty byly druhy Latilactobacillus curvatus, Lacticaseibacillus
paracasei, Lacticaseibacillus zeae, Lacticaseibacillus casei, Lacticaseibacillus rhamnosus,
Leuconostoc  pseudomesenteroides a  Lactiplantibacillus  plantarum.  Piehled

identifikovanych kment je uveden v Tabulce 5.

Neuspésna identifikace u ¢asti vzorkti mohla byt zplisobena nedostatecnou koncentraci
mikroorganismu ve vzorku, nevhodnou piipravou (napi. slaba krystalizace matrice),

ptipadné absenci odpovidajicich referen¢nich spekter v databazi pro dané druhy.

Tabulka 5: Vysledky MALDI-TOF

Potravina Izolat Identifikace MALDI-TOF Skore
Syr Gouda 32 Latilactobacillus curvatus 1,77
Syr Gouda 34 Latilactobacillus curvatus 1,96
Syr Gouda 60 Lacticaseibacillus paracasei 2,2
Syr Gouda 61 Latilactobacillus curvatus 1,96
Syr Madeland 90 Lacticaseibacillus paracasei 2,26
Syr Madeland 95 Lacticaseibacillus paracasei 23
Parmazan 105 Lacticaseibacillus zeae 2,01
Parmazan 107 Lacticaseibacillus casei 2,04
Parmazan 112 Lacticaseibacillus paracasei 2,06
Parmazan 113 Lacticaseibacillus casei 1,71
Parmazan 114 Lacticaseibacillus casei 1,8
Parmazan 117 Lacticaseibacillus paracasei 2,07
Parmazan 122 Lacticaseibacillus casei 2,08
Parmazan 124 Lacticaseibacillus zeae 2,14
Parmazan 128 Lacticaseibacillus casei 2,01
Parmazan 130 Lacticaseibacillus rhamnosus 2,05
Parmazan 132 Lacticaseibacillus rhamnosus 1,98
Parmazan 133 Lacticaseibacillus casei 1,99
Balkansky syr 139 Leuconostoc pseudomesenteroides 1,71
Syr Krolevski 151 Lactiplantibacillus plantarum 1,78
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9.2 Agar spot test

Pro komplexn¢jsi hodnoceni antimikrobidlniho spektra izolati byl agar spot test doplnén,
kromé vySe zminénych indikatorovych mikroorganismi v kap. 9.1, o testovani proti tiem
dalsim: Klebsiella oxytoca, Klebsiella aerogenes a Pseudomonas aeruginosa. Tyto
indikatorové mikroorganismy byly zafazeny zduvodu jejich klinické vyznamnosti

a potencidlnim riziktim.

Pseudomonas aeruginosa je jeden z nejbéznéjsich potravinovych patogenti, ktery mize
zpusobit zavazné akutni a chronické zivot ohrozujici infekce. Hojné se miize vyskytovat ve
vodé, mléce, mase, ovoci nebo zelenin€. Zaroven se jedna o typického producenta biofilmi,
které ztézuji jeho odstranéni z povrchi i samotnych potravin (Li et al., 2023b). Zaroveil
P. aeruginosa ptedstavuje kriticky klinicky patogen, ktery je schopen rychlych mutaci
a adaptaci vedoucich k ziskani rezistence na Siroké spektrum antibiotik. Nékteré kmeny
vykazuji multirezistenci, vcetn¢ rezistence vuc¢i karbapenemim, polymyxinu B,
aminoglykosidiim, cefalosporiniim a fluorochinoloniim. Svétovéa zdravotnicka organizace
(WHO) proto zatadila P. aeruginosa do tzv. ,kritické* skupiny patogenti, pro které je
nezbytny urgentni vyvoj novych antimikrobialnich latek uréenych k 1é€bé v klinické praxi

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

Rod Klebsiella neni obecné povazovan za hlavni potravinovy patogen (Gelbiova et
al., 2021), ale jedna se o oportunni organismy. U zdravého ¢lovéeka je riziko infekce pomérné
nizké, ale u c¢lovéka s oslabenym imunitnim systémem muZe vyvolat infekci (Holland,
2017). Klebsiella oxytoca je spojena s nozokomialnimi infekcemi moc€ovych a dychacich
cest (Gundogan, 2014). Studie Singh et al. (2016) navic identifikovala K. oxyfoca jako
potencialné nove vznikajici patogen, ktery vykazuje multirezistenci vici bézné pouzivanym
antibiotikim. V ramci této studie byly zaznameniny rezistence vu¢i imipenemu,
meropenemu, gentamicinu, amikacinu, ceftriaxonu, ciprofloxacinu a aztreonamu. Na
rostouci hrozbu spojenou s K. oxytoca reflektuje i komplexni studie Yang et al. (2022), ktera
se zabyva taxonomii, antimikrobidlni rezistenci, virulenci a s tim spojené determinujici
geny. Podobné 1 Klebsiella aerogenes je povazovana za nov¢ vznikajici patogen, pii¢emz
nekteré kmeny jsou spojovany s vyskytem rezistence viuci karbapenemtim (Morgado et al.,
2024). Kromé svého klinického vyznamu se zastupci tohoto druhu mohou vyskytovat také
v prostfedi potravinaiské vyroby, kde predstavuji potencialni hygienické riziko. Nekteré

kmeny totiz vykazuji schopnost produkovat biogenni aminy. Napiiklad kmen K. aerogenes
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TI24 izolovany z fermentovaného rybiho produktu byl schopen intenzivni produkce

histaminu (Rachmawati et al., 2022).

V ramci této prace bylo celkem 133 izolath testovano proti t€émto tfem nove zafazenym
indikatorovym mikroorganismiim ve dvou opakovanich. Za pozitivni vysledek byla
povazovana inhibi¢ni zéna minimalné 1 mm od okraje spotu, jehoz pramér byl ptiblizné
5 mm. Vysledky jsou vyjadfeny jako primérné hodnoty celkovych inhibi¢nich zén,

zahrnujici 1 primér spotu.

Na zédkladé naméfenych dat byly vytvofeny grafy, které zndzoriuji vybranych
25 izolath snejveétsi antimikrobidlni aktivitou vici jednotlivym indik4torovym
mikroorganismim — Pseudomonas aeruginosa (Obrazek 5), Klebsiella oxytoca (Obrazek 6),

Klebsiella aerogenes (Obrazek 7).

V ptipad€ Pseudomonas aeruginosa celkem 79 ze 133 izolatd (59 %) vykazovalo
antimikrobidlni aktivitu, pfi¢emz nejvice byly zastoupeny kmeny Lac. paracasei,
Lac. rhamnosus a Lac. casei. Nejveétsi primér inhibi¢ni zony byl zaznamenan u izolatu
¢. 130 (Lac. rhamnosus), kdy primér inhibi¢ni zény dosahoval priméru 25 mm a u izolatu
€. 93 (Lac. paracasei), kdy primér zony ¢inil 24 mm. Podobné i ve studii Girma et al. (2021)
prokazaly kmeny Lac. rhamnosus a Lac. paracasei Sirokospektralni antimikrobialni Gi€inek,
véetné vyrazné aktivity proti P. aeruginosa. Antimikrobidlni potencial riznych kmend
bakterii mlééného kvaSeni viici multirezistentnim kmenim P. aeruginosa byl potvrzen také
ve studii Jamalifar et al. (2011). Autofi zjistili citlivost P. aeruginosa vici nékolika kmeniim
BMK,  konkrétn€  Lactiplantibacillus  plantarum,  Lactobacillus  acidophilus,
Lacticaseibacillus casei, Limosilactobacillus fermentum, Limosilactobacillus reuteri a

Lactobacillus gasseri,

Naproti tomu izolaty identifikované jako Lim. fermentum v této praci nevykazovaly
Zadnou nebo jen velmi slabou antimikrobidlni aktivitu proti P. aeruginosa. Nicméné bylo
popsdno nékolik pfipadd, kdy byla prokazdna vyznamnd antimikrobidlni aktivita
Lim. fermentum proti P. aeruginosa. Naptiklad Shokri et al. (2018) prokazaly u kmene
Lim. fermentum silné antibakteridlni i antibiofilmové ucinky proti 80 testovanym kmentim
P. aeruginosa. Zajimavosti této studie bylo zjisténi, ze mechanismus inhibice nebyl zalozen
na produkci bakteriocinti, ale souvisel s produkci tfi organickych kyselin — kyseliny mlécné,
octové a mravenci. Podobn¢ ve studii Nandi a Mandal (2025) studovali antibakterialni

ucinky izolatu Lim. fermentum 406B izolovaného z tvarohu. Tento kmen prokazal aktivitu
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nejen proti P. aeruginosa, ale i dal§Sim grampozitivnim a gramnegativnim patogennim

bakteriim.

Vybér 25 izolath s nejvetsi inhibicni aktivitou (Obrazek 5) zahrnoval i izolat ¢. 49
(Staphylococcus capitis), u néhoz byla zaznamenana inhibi¢ni zoéna o velikosti 19,5 mm. Je
vSak nutné poznamenat, ze se jedna o kmen (stejn¢ jako kmeny S. warneri a S. epidermidis),
ktery se dostal s vysokou pravdépodobnosti do vzorku v disledku kontaminace. Tato
kontaminace mohla vzniknout v diisledku lidské chyby pii mikrobiologickém rozboru, jak

jiz bylo podotknuto v praci R. Novotného (2023), odkud tyto izolaty pochazeji.

Psedomonas aeruginosa
m Lacticaseibacillus paracasei  Staphylococcus capitis B Lacticaseibacillus rhamnosus
u Lacticaseibacillus casei Lactobacillus sp
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Obrazek 5: Priméry inhibi¢nich zon u vybranych 25 izolatd vici Pseudomonas aeruginosa

Antimikrobidlni aktivita vici testovanému kmeni Klebsiella oxytoca byla
nejvyraznéjsi, kdy z celkového poctu 133 izolath prokazalo aktivitu 115 izolatd (86 %).
K. oxytoca vykazovala citlivost vii¢i vSem izolatim identifikovanym jako Lim. fermentum
a s jednou vyjimkou 1 proti vSem izolatim Lac. paracasei. U izolath Lim. fermentum
dosahovaly velikosti inhibi¢nich zén az 29 mm. U izolatd Lac. paracasei se velikosti
inhibi¢nich zoén pohybovaly v rozmezi od 14 do 30,5 mm, pficemZ nejvyssi hodnota byla
zaznamenana u izolatu ¢. 87 (Lac. paracasei). Mezi 25 vybranych izolatl s nejvetsi
antimikrobialni aktivitou vii¢i K. oxytoca (Obrazek 6) se umistil 1 izolat €. 56, identifikovany
jako Latilactobacillus curvatus, sinhibi¢ni zénou 25 mm, ktery v piipadech proti

P. aeruginosa ani K. aerogenes nedosahoval takové miry inhibice.
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Podobné vysledky byly zaznamenany i ve studii Muruzovi¢ et al. (2018), ktera byla
zaméfena na hodnoceni antagonistického potencidlu BMK izolovanych ze syra
z jihovychodniho Srbska. Autofi zde testovali izolované kmeny vici péti indikatorovym
mikroorganismim, véetné K. oxytoca. Inhibi¢ni aktivitu proti tomuto klinicky vyznamnému
mikroorganismu prokdzaly izolaty identifikované jako Lac. paracasei subsp. paracasei

a Lim. fermentum, coz je v souladu i s vysledky této prace.

Klebsiella oxytoca

B Staphylococcus warneri B Limosilactobacillus fermentum i Latilactobacillus curvatus B Lacticaseibacillus paracasei
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Obrazek 6: Priméry inhibi¢nich zén u vybranych 25 izolatt vici Klebsiella oxytoca
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Z vysledkl testovani antimikrobidlni aktivity vi¢i indikatorovému mikroorganismu
Klebsiella aerogenes vyplyva, Ze inhibi¢ni ucinek prokézalo celkem 94 izolath (71 %).
Nejcastéji byly zastoupeny kmeny identifikované jako Lacticaseibacillus paracasei,
Limosilactobacillus fermentum a Lacticaseibacillus rhamnosus. Nejvys$i hodnoty
primérmych inhibi¢nich zén (az 25 mm) byly zaznamenany u izolatd Lac. paracasei,

konkrétné izolat ¢. 70, 72 a 77.

Na rozdil od ptedchozich grafii (Obrazek 5 a 6), které zobrazuji 25 izolatl s nejvyssi
antimikrobialni aktivitou vic¢i ostatnim indikatorovym mikroorganismim, se v piipadé
K. aerogenes mezi vybrané u¢inné izolaty zaradil kromé n€kolika stafylokokovych kment
také jeden zastupce rodu Leuconostoc pseudomesenteroides a jeden izolat s nespolehlivou

identifikaci.
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V ramci studie Haryani et al. (2023) byl proveden screening antimikrobidlni aktivity
BMK izolovanych z fermentovanych potravin v Malajsii. Autofi testovali n¢kolik kmenti
Lac. rhamnosus, Lac. paracasei, Lac. casei, Lcp. plantarum, Lim. fermentum, Lactobacillus
sp. a zastupce rodu Enterococcus (E. faecalis, E. faecium a E. durans). Z celkového poctu
55 testovanych izolath vykazoval inhibi¢ni ucinek 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 prokazal Sirokospektralni antimikrobidlni aktivitu viici
Sesti indikatorovym mikroorganismim, vcetné K. aerogenes. Tato Sirokospektralni

antimikrobialni aktivita Lac. paracasei je pozorovana i v ramci této prace.

Klebsiella aerogenes
m Staphylococcus epidermidis Staphylococcus warneri m Limosilactobacillus fermentum
W Lacticaseibacillus paracasei Staphylococcus capitis m Leuconostoc pseudomesenteroides
m Lacticaseibacillus rhamnosus Onespolehliva identifikace

Prameér inhibiéni zény (mm)
=) =)
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Obrazek 7 Priméry inhibi¢nich zon u vybranych 25 izolath vici Klebsiella aerogenes

Vysledky agar spot testu potvrdily antimikrobidlni aktivitu izolovanych bakterii
mlécného kvaSeni (BMK) viic¢i indikdtorovym mikroorganismiim P. aeruginosa, K. oxytoca
a K. aerogenes. Nejvyrazné€jsi inhibi¢ni u€inek byl zaznamenan u kmeni identifikovanych
jako Lac. paracasei, které tvofily vétSinu mezi 25 nejacinngjSimi izolaty napii¢ vSemi
testovanymi mikroorganismy. Tyto izolaty prokazaly opakované vyrazny antimikrobidlni

potencial, coz podtrhuje jejich moznou vyuZitelnost jako bioprotektivnich kultur.

Ackoli rod Klebsiella nebyl dlouhodobé vniman jako vyznamny cilovy
mikroorganismus pifi hodnoceni antimikrobidlnich ucinkit BMK, vysledky této prace
naznacuji, ze pravé K. oxytoca a K. aerogenes mohou byt vici metabolitim nckterych
izolath BMK velmi citlivé. Tento poznatek je obzvlasté cenny vzhledem k omezenému poctu

dostupnych studii, které se zabyvaji inhibici téchto bakterii.
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Na zéklad¢ vysledkt antimikrobidlni aktivity testované v této praci proti indikatorovym
mikroorganismiim Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella oxytoca a Klebsiella aerogenes,
a dale s vyuzitim dat z bakalarské prace Novotného (2023), ktera hodnotila aktivitu viici
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Salmonella Typhimurium
a Enterococcus faecalis, bylo vybrano 30 kment vykazujici nejvétsi antimikrobidlni aktivitu
vuci vSem osmi indikdtorovym mikroorganismim. Nésledné tyto kmeny byly podrobeny
molekularni typizaci bakteriocini. Kmeny s nespolehlivou identifikaci a kmeny rodu
Staphylococcus byly predem vylouceny z divodu jejich nerelevantnosti, jelikoz kmeny
stafylokokt pravdépodobné pochéazely z kontaminace béhem experimentu a nespolehliva

identifikace by znemoznovala spolehlivé pfifazeni produkce bakteriocind.

Souhrnna tabulka obsahujici vybranych 30 izolat vEetné velikosti inhibi¢nich zon pro

vSech osm indikatorovych mikroorganismi je uvedena v Ptiloze 1.
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9.3 Molekularni typizace bakteriocinu

Vybranych 30 izolath zahrnujicich zastupce rodi Lacticaseibacillus, Limosilactobacillus
a Leuconostoc bylo podrobeno molekularni typizaci zaméfené na detekci gent kodujicich
bakteriociny pomoci metody PCR. Tyto kmeny byly zvoleny na zéklad¢ své vyrazné
antimikrobidlni aktivity vii¢i osmi indikatorovym mikroorganismtim.

Primery pouzité v této analyze byly navrzeny na zéklad¢ literarni reSerSe a dostupnych
databazovych sekvenci. Jejich specifikace, vcetné¢ sekvenci a ocekavané délky

amplifikovanych fragmentl, jsou uvedeny v kapitole 8.4, v Tabulce 3.

9.3.1 Detekce prislusnych genii u zastupcii z rodu Lacticaseibacillus a Lactobacillus

U kmenl Lacticaseibacillus byl proveden screening na ndsledujici geny: a-peptide,
[-peptide, lacA, lacB, acdA, acdT, cbnA, cbnBM1 a bacSJ2-8. Souhrnné vysledky detekce
téchto genti u zkoumanych kment jsou uvedeny v Tabulce 6. Mezi prvnimi testovanymi
geny kodujici bakteriocin laktocin 705 u kmenl Lacticaseibacillus paracasei
(izolat ¢. 1-¢. 19), kmene Lac. casei (izolat ¢. 20), kmend Lac. rhamnosus
(izolat €. 22—C. 25) a kmene z rodu Lactobacillus (izolét ¢. 21) byly a-peptide a [-peptide.
Laktocin 705 je bakteriocin tfidy IIb, produkovany zejména kmenem Lac. casei CRL705 je
znam svou antilisteralni aktivitou, kdy byla prokazana schopnost inhibovat riist Listeria
monocytogenes v mletém mase (Garneau et al., 2002; Cuozzo et al., 2003). Pfitomnost téchto
gent se vSak u zkoumanych izolatt nepodarilo potvrdit. Naopak u vSech sledovanych izolatt
z rodu Lacticaseibacillus a Lactobacillus se podafilo detekovat gen /acB kodujici laktocin B
(Obr. 10) a také u 20 z25 izolath gen [lacA kodujici laktocin A
(Obr. 8 a 9). Ve studii Yu et al. (2020), z které byly ptevzaty sekvence primerti, byly tyto
geny izolovany rovnéZ z kmene rodu Lacticaseibacillus, konkrétn€ z Lac. casei. Produkce
laktocinu B byla potvrzena i u Lactobacillus acidophilus autory Barefoot a Klaenhammer
(1983). U dvou kmentl Lacticaseibacillus paracasei (izolat ¢. 1 a €. 16) se podatilo dale
prokazat ptitomnost genu acdA o délce 199 bp kodujici acidocin A (Obr. 9). Izolaty byly
testovany 1 na gen acdT, kddujici acidocin 8912, ten se vSak v této praci nepodafilo prokazat.
Oba bakteriociny se fadi do skupiny Ila a jejich producentem byvaji nejcastéji kmeny
Lactobacillus acidophilus (Kanatani et al., 1995; Antoshina et al., 2022). Avsak ve studii
provadéné Chen et al. (2024) byly u dvou kment Lac. paracasei nalezeny geny acdA i acdT.
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Obrazek 8: PCR detekce genti lacA u izolath rodu Lacticaseibacillus (€. 1-10); * = marker,
N = negativni kontrola

acdA (199 bp)

20 M X2 23 M B N

DP o  acdA (199 bp)
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Obrazek 9: PCR detekce gent lacA (pokracovani) a acdA u izolatd rodu Lacticaseibacillus
+ Lactobacillus sp.; * = marker, N = negativni kontrola
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Obrazek 10: PCR detekce gent acdA (pokracovani) a lacB u izolatd rodu Lacticaseibacillus
+ Lactobacillus sp.; * = marker, N = negativni kontrola
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Vysledky detekce pro gen bacSJ2-8 jsou vyobrazeny na Obrazku 11. U deseti z celkem
25 testovanych izolatl byl tento gen detekovan, pficemz pozitivni nalezy byly zaznamenany
u kment Lac. paracasei (izolaty ¢. 1, 16, 17, 18, 19), Lac. casei (izolat ¢. 20),
Lac. rhamnosus (izolaty €. 22, 23, 25) a také u izolatu Lactobacillus sp. (izolat ¢. 21). Podle
udaji z literatury je bakteriocin BacSJ fazen do tfidy I1d a je produkovany Lac. paracasei
subsp. paracasei. Je koédovan genem bacSJ2-8 na plazmidu pSJ2-8 spolu s geny
bacSJ2-8i, abcT a acc, které kéduji imunitni protein, ABC transportér a pridatny protein
(Kojic et al., 2010). BacSJ je nizkomolekularni tepelné stabilni bakteriocin s aktivitou
v Sirokém rozsahu pH (2—11). Jeho antimikrobidlni spektrum je pomérné tzké a zamétuje se

predevsim na blizce ptibuzné druhy (Lozo et al., 2007; Tymoszewska et al., 2020).

Ve studii Tolinacki et al. (2012) bylo u 52 izolata Lac. casei/paracasei zkouman vyskyt
genl kodujicich bakteriocin BacSJ (genovy klastr bacSJ2-8/bacSJ2-8i), ABC-transportér
(abcT) a pridatny protein (acc). Bylo zjisténo, ze shluk gent bacSJ2-8/bacSJ2-8i byl
pritomen u 49 z 52 testovanych kmenti. Déle pak ve studii Epishkina et al. (2022) byl
proveden screening kmenti BMK na geny bakteriocind, pfi¢emz gen bacSJ2-8 byl detekovan
u kmene Latilactobacillus graminis B-11233. Tento nalez spolu s vysledky této diplomové
prace, naznacuje, ze gen bacSJ2-8, tradi¢né spojovany s druhem Lac. paracasei, miize byt

rozSifen nejen mezi druhy, ale 1 rody.

bacSJ2-8 (90 bp)

Obrazek 11: PCR detekce genu bacSJ2-8 u izolath rodu Lacticaseibacillus + Lactobacillus
sp.; * = marker, N = negativni kontrola
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Tabulka 6: Vysledky detekce genii kddujicich piislusné bakteriociny u testovanych kmeni
z rodu Lacticaseibacillus a kmene z rodu Lactobacillus

Testované geny bakteriocinii
> ) ) ~ =
Cisto Identifikace MO TS| xlalslglTlS
izolatu S| | 8/ 8/ 3| 3|5 p@ >
oy x| = ~ S S ) S S
S | X S | =
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 S e e e e R e
21 Lactobacillus sp. o e e s e e e e s -
22 | Lacticaseibacillus rhamnosus| — | — | + | + | — | — | — | — | +
23 | Lacticaseibacillus rhamnosus| — | — | — | + | — | — | — | — | +
24 | Lacticaseibacillus rhamnosus| — | — | + | + | — | — | — | — | —
25 | Lacticaseibacillus rhamnosus| — | — | — | + | — | — | — | = | +

Vramci molekuldrni typizace bakteriocini u zkoumanych kment zrodu
Lacticaseibacillus a izolatu z rodu Lactobacillus byli v této praci dale zkoumany geny cbnA
(kodujici karnobakteriocin A) a gen cbnBMI (kodujici karnobakteriocin BM1).
Karnobakteriociny jsou typicky pfitomny u rodu Carnobacterium. A€koli tyto geny nejsou
beézné spojovany s rodem Lacticaseibacillus, vysledky n¢kolika studii (Rodrigo-Torres et
al., 2022; Torres-Miranda et al., 2022; Moiseenko et al., 2023) potvrzuji piitomnost
bakteriocinli typu karnocin CP52 zejména u druhu Lacticaseibacillus paracasei, ale také
u druhu Lacticaseibacillus rhamnosus (Wonglapsuwan et al., 2024). Na zakladé téchto

poznatkll bylo pfedpokladano, ze vybrané kmeny rodu Lacticaseibacillus mohou byt rovnéz
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potencialnimi producenty karnobakteriocind, a to bud’ v disledku horizontalniho pfenosu
genetické informace, nebo diky pfitomnosti homolognich oblasti ve svych genomech. Piesto
se vramci této diplomové prace pritomnost genti chnd a chnBM1 u testovanych izolati

nepodarilo prokazat.

Ze ziskanych vysledkt je patrné, ze vSech 25 zkoumanych kment neslo alesponl dva
geny pro produkci bakteriocinil, pficemz nejcastéji byly detekovany geny lacA a lacB.
U dvou kmena Lac. paracasei (izolat ¢. 1 a 16) z 19 testovanych byla zjisténa dokonce
ptitomnost 4 gentl (lacA, lacB, acdA a bacSJ2-8) kodujicich piislusné bakteriociny
au 3 izolata ¢. 19, 20 a 22 (Lac. paracasei, Lac. casei a Lac. rhamnosus) byla prokazana
pfitomnost tfi geni: lacA, lacB a bacSJ2-8. Ptestoze byla u vSech 25 testovanych kment
detekovana ptitomnost alesponn dvou genii kddujicich bakteriociny, nebyla neprokazéna
jednoznacéna souvislost mezi poctem téchto genil a velikosti inhibi¢nich zén pozorovanych
pfi testovani antimikrobidlni aktivity. Tato skutecnost naznacuje, Ze samotna pfitomnost
gend v genomu izolatu jest¢ nemusi nutné¢ znamenat jejich expresi ¢i funkéni aktivitu.
Produkce bakteriocinti miize byt ovlivnéna fadou regulacnich faktorl, jako je faze ristu,
slozeni média, pH nebo dostupnost zivin (Pujato et al., 2024). Navic n€které bakteriociny
nemusi pusobit synergicky, nebo se jejich t¢inek nemusi plné projevit za pouzitych

experimentalnich podminek.

Produkce vice nez jednoho typu bakteriocinu u bakterii mlé¢ného kvaSeni neni nijak
vyjime¢nym jevem. Naopak, fada studii potvrzuje, Ze rizné druhy BMK jsou schopny
simultanné syntetizovat nékolik riznych bakteriocinli, coZz miize posilovat jejich
antimikrobialni G¢innost a poskytovat vyhodu v konkurenénim mikrobidlnim prostiedi
(O'Shea et al., 2011; Garcia-Gutierrez et al., 2020; Perez et al., 2022). Naptiklad studie
Moiseenko et al. (2023) pomoci nastroje BAGEL4 odhalila az pét bakteriocinovych
genovych klastrii v genomech kmenil Lacticaseibacillus paracasei. Podobné Chen et al.
(2023) identifikovali sedm typd bakteriocinovych klastrii u péti kmenit Lac. paracasei,
piicemz kazdy kmen nesl minimalnég tfi klastry. Také v praci Hammi (2016) byl popsan
multiproducentni kmen Lac. paracasei GRU3, ktery produkoval ¢tyfi rizné bakteriociny —

bakteriocin BacSJ, pediocin PA-1, enterocin AS-48 a enterocin B.

Kmeny Lacticaseibacillus paracasei ptitahuji znacnou pozornost jako perspektivni
producenti  bakteriocini, coz potvrzuji  vysledky  bioinformatickych  analyz
1 experimentéalnich studii. Pomoci néstroje BAGEL4 bylo ve studii Ghosh et al. (2019)

predikovano 191 potencidlnich bakteriocinovych sekvenci v genomech 75 kmentl
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Lac. paracasei, zahrnujicich bakteriociny jako enterolysin A, LSEI 2386, LSEI 2163,
termofilin A a karnocin CP52. V literatuie je zarovein popsano velké mnozstvi studii
zamétenych na produkci a charakterizaci bakteriocint pravé z fad Lac. paracasei. U kment
Lac. paracasei byly popsany 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),
¢i bakteriociny ozna¢ované podle produkéniho kmene, jako BacUB9 (Tolinacki et al., 2010)
nebo bakteriocin ZFM54 (Ye et al., 2021). Podobn¢ u piibuznych druht Lac. rhamnosus
byly identifikovany bakteriociny, naptiklad laktocin 160 (Dover et al., 2007), bakteriocin
GP1 (Sarika et al., 2010) nebo rhamnocin 519 (Jeong a Moon, 2015). U kmenu Lac. casei
pak napt. kaseicin 80 (Miiller a Radler, 1993).

9.3.2 Detekce prisluSnych genii u zastupcii z rodu Limosilactobacillus

Rod Limosilactobacillus byl vramci genotypizace zastoupen Ctyfmi izolaty
identifikovanymi jako Limosilactobacillus fermentum. Molekularni analyza byla zaméfena
predevsim na detekci gend enld (kodujici enterolysin A) a hlvJ (kdédujici helveticin J).
Vysledky PCR analyzy téchto genil shrnuje Tabulka 7, z niZ vyplyva, Ze Zadny z testovanych
izolath (€. 26-29) nevykazoval ptitomnost cilenych genid. To miZe naznacovat, Ze piipadna
antimikrobidlni aktivita téchto kment je zprostiedkovana bakteriociny, jejichz geny nebyly
v této praci zjiStovany nebo jinymi metabolity, jakymi jsou napf. organické kyseliny,

alkaloidy nebo peptidy (Lian et al., 2024).

Tabulka 7: Vysledky pro detekci genti kodujicich bakteriociny pro kmeny
Limosilactobacillus fermentum

Cislo izolatu Identifikace MO Testovant geny bakteriocinu
enlA hivJ
26 Limosilactobacillus fermentum — —
27 Limosilactobacillus fermentum — —
28 Limosilactobacillus fermentum — —
29 Limosilactobacillus fermentum — —

Ackoli se v ramci této diplomové prace nepodatilo prokéazat ptitomnost gent en/4 ani
helvJ, existuji dikazy o vyskytu pfisluSnych bakteriocind u jinych kment Lim. fermentum.
Naptiklad ve studii Abdulkarim et al. (2020) byl pomoci bioinformatického nastroje BAGEL
v genomu kmene Lim. fermentum 3872 detekovan bakteriocin enterolysin A, fazeny do tfidy
[ITa. Ve studii Dos Santos et al. (2021) zamétené na kompletni genomovou analyzu izolatu

Lim. fermentum ATCC 23271 byla identifikovana sekvence vykazujici 48% podobnost
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s enterolysinem A. Nelyticky bakteriocin t¥idy IIIb, helveticin J, byl nésledn¢ detekovéan
u kmene Lim. fermentum B-8724 ve studii Epishkina et al. (2022).

Bakteriocinogenni kmeny Lim. fermentum se vyskytuji vzacné a jejich schopnost
produkovat bakteriociny zistava dosud nedostatecné prozkoumana. Studie Wayah a Philip
(2018) se zam¢ftila na rozsiteni poznatki o biokonzerva¢nim potencidlu tohoto druhu. Autofti
ve své studii charakterizovali novy, Sirokospektralni bakteriocin nazvany fermencin SA715
izolovany z Lim. fermentum GA715 ptivodem z koziho mléka. Po purifikaci bakteriocinu
byl pfipraven bakteriocinovy ptipravek SA715, jehoz konzervaéni €innost byla ovéfena na
cerstvych bananech. Vysledky ukézaly, ze fermencin SA715 dokazal prodlouzit jejich

trvanlivost na dvojnasobek doby a soucasné zlepsit jejich mikrobiologickou bezpecnost.

Mimo potravinaisky pramysl bakteriociny Lim. fermentum nasly vyuziti i v klinickych
aplikacich (Naghmouchi et al., 2020). Naptiklad u kmene Lim. fermentum 3872, izolované¢ho
z matefského mléka, byl identifikovan novy termolabilni bakteriolysin tfidy III (BLF3872),
u né¢hoz byla prokéazana silna antimikrobidlni aktivita proti kmentim Staphylococcus aureus

rezistentnim na antibiotika, v€etné téch zplisobujicich mastitidu (Abramov et al., 2023).

9.3.3 Detekce prisluSnych genti u zastupcii z rodu Leuconostoc

v

Leuconostoc pseudomesenteroides (izolat ¢. 30) byl vramci molekuldrni typizace
bakteriocinti podroben detekci na pfitomnost gent mesY, mesB, lcck, B-tal la, lcnS, IcnA,
leuC, leuQ a leuN. Vysledky amplifikace jsou zndzornény na Obrazku 12 a shrnuty
v Tabulce 8. Pozitivni amplifikace byla zaznamenana u gent mesB, lcck a B-tal la, zatimco

ostatni cilené geny nebyly detekovany.

mesY N mesB W icck N BdaffaN knS N lkenA N leeC N euQ N feuN N
(172bp}) (150bp) (100bp) (103 bp) (144 bp) (165 bp) (420 bp) (201 bp) (217 bp)

Obrazek 12: PCR detekce genu mesY, mesB, lcck, B-Talla, IcnS, IcnA, leuC, leuQ a leuN u
izolatu Leuconostoc pseudomesenteroides; * = marker, N = negativni kontrola
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Tabulka 8: Vysledky pro detekci geniti kodujicich bakteriociny pro rod Leuconostoc

Testované geny bakteriocini

=
- . P . [~ Aq ~ )
Cislo izolatu | Identifikace MO 2 2 § § % § 3 %J §
s s ~ ] = = = = >
=4
30 Leuconostoc' B I + I B B B B B
pseudomesenterides

Vzhledem k tomu, ze Leuconostoc pseudomesenteroides byl diive taxonomicky
klasifikovan jako poddruh Leuconostoc mesenteroides (Farrow et al., 1989), vychazela tato
analyza z predpokladu, ze bakteriociny produkované Lcn. mesenteroides, jako napiiklad
mesentericin Y105, by mohly byt syntetizovany také kmeny Lcn. pseudomesenteroides.
Stejn¢ tak bylo uvazovano, ze Lcn. pseudomesenteroides muze obsahovat obdobné
genetické determinanty ptibuznych druhlG jako Lcn. carnosum, u néjz se vyskytuje
bakteriocin B-Talla nebo Lcn. paramesenteroides produkujici leukonocin S (Baker et al.,

1996; Tonz et al., 2024).

Praveé gen mesY kddujici bakteriocin mesentericin Y105 a mesB mesentericin B105
ttidy Ila, je produkovany Leuconostoc mesenteroides Y105 (Héchard, 1999; Morisset et al.,
2004). Ve studii Héchard (1999) navic popsali, Ze strukturni gen, mesB byl nalezen na
plazmidu pHY30, vedle shlukli genii mesY. V ramci této prace byla uspésn¢ detekovana
pouze piitomnost genu mesB, zatimco gen mesY detekovan nebyl. Tato skute¢nost miize byt

disledkem rozdilné lokalizace daného genu.

Uvahu, Ze Lcn. pseudomesenteroides mize sdilet nékteré bakteriocinové geny
s pribuznymi druhy, Castecné podpofil nalez genu B-talla, ktery koduje bakteriocin
B-Tal la bézn¢ produkovany druhem Leuconostoc carnosum (Felix et al., 1994; Hastings et
al., 1994). Tento gen byl v ramci provedené analyzy detekovan u kmene Lcn.
pseudomesenteroides, coz naznacuje moznost horizontalniho ptenosu genetické informace

nebo zachovani evolucné pribuznych sekvenci mezi témito druhy.

Leukocin A, jehoz kodujici gen (lcnA) se v této praci nepodatilo prokazat, popsali
autofi ve studii Hastings et al. (1991) produkovany bakterii Leuconostoc gelidium. AvSak
vyskyt bakteriocinu tfidy Ila leukocinu A byl popsén i ve studii Sawa et. al (2010) u kmene

Lcn. pseudomesenteroides.
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Produkce bakteriocinu leukonocinu S (gen IcnS) byla zjisténa u kmene Leuconostoc
paramesenteroides autory Lewus et al. (1992) a pozdéji také Baker et al. (1996). Piestoze je
tento druh blizce piibuzny s Lcn. pseudomesenteroides, piitomnost genu IcnS se

u analyzovaného kmene Lcn. pseudomesenteroides nepodatilo v ramci této prace prokazat.

Bakteriocinovd sekvence genu lcck, kterd byla vramci této prace pozitivné
amplifikovana, byla Cerpana ze studie Macwana a Muriana (2012). Tento gen je odpovédny
za produkci leukocinu K. Ve studii Choi a Cheol (1997) u Leuconostoc sp. (kmen LAB145-
3A), izolovaného zkimchi, byl detekovan bakteriocin vykazujici aktivitu proti
L. monocytogenes, E. faecalis a E. faecium, ktery byl pojmenovan jako leukocin K. Podobné
ve studii Shi et al. (2016) byl tento bakteriocin popsan u kmene Lcn. mesenteroides, kdy
vykazoval antagonistickou aktivitu proti L. monocytogenes a autoti naznacuji jeho potencial
pii konzervaci mléka. Produkce leukocinu K byla popséna i1 ve studii autor Barbieri et al.

(2025) u jiného rodu, a to u Lactiplantibacillus paraplantarum.

Fimland et al. (2002) popsali kompletni aminokyselinovou sekvenci leukocinu C
(leuC), z ttidy Ila produkované¢ho kmenem Lcn. mesenteroides. Pozdéji poté ve studii
provadéné Chen et al. (2018) bylo zjiSténo, Ze kmen Lcn. pseudomesenteroides 607,
izolovany z plodi ovoce kaki, md vysokou inhibi¢ni aktivitu proti L. monocytogenes
a nckolika dalSim grampozitivnim bakteriim. Pomoci analyzy BLAST byl identifikovan

bakteriocin podobny leukocinu C z Lcn. mesenteroides, ktery se od néj 1isil pouze jedinou

aminokyselinou. Tento nové popsany bakteriocin byl ozna¢en jako leukocin C-607.

Nové bakteriociny produkované kmenem Lcn. pseudomesenteroides QU 15 byly
charakterizovany ve studii autorti Sawa et al. (2010) a to konkrétné leukocin Q (leuQ)
a leukocin N (leuN), které byly zafazeny do tfidy IId. Pfitomnost téchto genu vsak v této

praci nebyla prokazana.
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ZAVER

Tato diplomova prace byla zaméfena na hodnoceni bakteriocinového potencialu vybranych
izolatl bakterii mlé¢ného kvaseni (BMK) pochazejicich z potravinovych matric. Cilem bylo
zhodnotit jejich schopnost produkovat antimikrobialni latky a identifikovat pfitomnost gent
kédujicich znamé bakteriociny. Prace byla rozdélena do dvou hlavnich ¢asti — testovani

antimikrobialni aktivity pomoci agar spot testu a molekularni detekce bakteriocinovych gent

pomoci PCR.

Antimikrobidlni aktivita byla testovana vici tfem indikadtorovym mikroorganismim,
a to Klebsiella oxytoca, Klebsiella aerogenes a Pseudomonas aeruginosa, které predstavuji
z hlediska bezpecnosti potravin potencidlni riziko. Nejvyssi inhibicni G€inek vykazovaly
izolaty proti K. oxytoca (86 % aktivnich izolath), déale proti K. aerogenes (71 %)
a P. aeruginosa (59 %). Celkem 62 izolatli vykazovalo aktivitu vii¢i vSem tfem testovanym
indikatorim. Vzhledem k rostoucimu vyznamu rodu Klebsiella jako potravinového
kontaminantu a k omezenému poctu studii zkoumajicich antagonismus BMK viic¢i t€émto
mikroorganismiim pfind$i tato prace cenny poznatek o jejich potencidlu jako

bioprotektivnich kultur.

Vybrané izolaty pattici do rodt Lactobacillus, Lacticaseibacillus, Limosilactobacillus
a Leuconostoc byly podrobeny molekularni analyze pro detekci genli kodujicich znamé
bakteriociny. Kazdy ze zkoumanych izolati nesl minimalné dva z testovanych
bakteriocinovych gentl. Navic u dvou kment Lac. paracasei
(¢. 1 a 16) byly detekovany dokonce Ctyfi geny kodujici bakteriociny: laktocin A (lacA),
laktocin B (lacB), acidocin A (acdA) a bakteriocin BacSJ (bacSJ2-8). U izolati
Lacticaseibacillus byly nejcastéji detekovany geny lacA (u 20 z 25) a lacB (u vSech 25). Gen
bacSJ2-8 byl ptitomen u 10 izolath napti¢ druhy Lac. paracasei, Lac. casei, Lac. rhamnosus
a Lactobacillus sp. Gen acdA byl prokézan u dvou kmenti Lac. paracasei (izolat €. 1 a 16).
U kmenu Leuconostoc pseudomesenteroides byly detekovany geny mesB, Icck a B-talla.
Tyto geny dosud nebyly podle dostupné literatury u tohoto druhu zjistény a jejich pfitomnost
tak vyznamné pfispiva k rozsifeni poznatkil o genetické rozmanitosti bakteriocinll v ramci
rodu Leuconostoc. Naopak u Limosilactobacillus fermentum nebyly detekovany geny enlA
ani helvJ, coz naznacuje, ze jejich antimikrobialni aktivita miiZe byt zprostiedkovéana jinymi
bakteriociny, jejichz geny nebyly v této praci zjiStovany nebo zcela odliSnymi metabolity

napt. organické kyseliny, alkaloidy a peptidy.
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Ziskan¢ vysledky ukazuji na znany biokonzervacéni potencial vybranych izolati BMK,
zejména s ohledem na jejich Siroké spektrum antimikrobidlni aktivity. Tyto kmeny se tak
jevi jako perspektivni kandidati pro pouziti jako ochranné kultury v potravinafstvi, naptiklad

v mléénych nebo fermentovanych produktech.

Budouci vyzkum by mohl byt zaméfen na: celogenomovou sekvenaci, pro predikci
dalsich bakteriocinovych sekvenci; purifikaci a detailni charakterizaci bakteriocini vcetné
stanoveni jejich proteinové struktury; vliv kultivacnich podminek (napt. pH, teploty ¢i
slozeni média) na produkci bakteriocinti a jejich optimalizace. V neposledni fad¢ také
testovani téchto kmenti v readlnych potravinafskych matricich, aby byla potvrzena jejich

prakticka vyuzitelnost.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ABC
ATP
BHI
BMK
bp
DNA
EFSA

FDA

GRAS
HPK

kbp
MALDI-TOF
Man-PTS
MO
MRS
NaCl
PCA
PCR
QPS

RNA

RR
Sp

Spp

ATP-binding cassette

Adenosintrifosfat

Brain Heart Infusion

Bakterie mlécného kvaseni

Base pair (par bazi)

Deoxyribonukleovéa kyselina

European Food Safety Authority

Food and Drug Administration
Gramnegativni

Generally Recognized as Safe

Histidinova proteinkinaza

Kilobase pair

Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight
Mannozovy fosfotransferazovy systém
Mikroorganismus

deMan, Rogosa and Sharpe

Chlorid sodny

Plate Count Agar

Polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)
Qualified Presumption of Safety
Ribonukleova kyselina

Revolutions per minute (otacky za minutu)
Regulacéni protein

Species (druh; jednotné ¢islo)

Species (druh; mnozné ¢islo)
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subsp subspecies (poddruh)
TAE Tris-acetat-EDTA
uv Ultraviolet (ultrafialové zaieni)

WHO World Health Organization (Svétova zdravotnickd organizace)
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SEZNAM PRILOH

Priloha P I:  Vysledky inhibi¢niho plisobeni vybranych 30 izolati vic¢i osmi testovanych

indikatorovych mikroorganismi



PRILOHA P I: VYSLEDKY INHIBICNIiHO PUSOBENI VYBRANYCH 30 IZOLATU VUCI OSMI
TESTOVANYCH INDIKATOROVYCH MIKROORGANISMU

Tabulka 1a: Antimikrobialni aktivita vybranych kment bakterii mlécného kvaSeni

Priméry inhibi¢nich zén + SD [mm)]

Pavodni ¢islo izolatu Indikéatorové mikroorganismy* Identifikace MO
ST EC SA EF BC KA KO PA

9 6,0+0,0 | 80=+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]90=+0,0 | 10,0+0,0 | 8,0+£0,0 | 83+0,7 |150+0,0(20,0+0,0{10,0+£0,0| Limosilactobacillus fermentum
16 6,0+0,0 | 80=+0,2 | 10,0+0,0 | 8,0+£0,0 | 8,0+0,0 | 8,5+0,7 [150%£0,0| 8,0=0,0 | Limosilactobacillus fermentum
19 6,0+0,0]90+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|90+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]90+0,0| 10,0+0,0 |7,7+0,16(8,0+0,10|124,5+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 6,000 |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 |80+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+£0,01]90+0,0| 10,0+0,0 | 8,0+0,0 {8,3+0,18/10,0£0,0|124,0+0,0|18,0+0,0 Lacticaseibacillus paracasei
81 6,0+£0,01]90+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]90+0,0 | 10,0+0,0 | 8,0£0,0 [{83+0,19|19,5+0,7|25,5+0,7|14,5+0,7 Lacticaseibacillus paracasei
86 6,0+£0,0|90+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: Antimikrobidlni aktivita vybranych kmeni bakterii mlé¢ného kvaseni

Priméry inhibi¢nich zo6n + SD [mm)]

Piivodni Cislo izolatu Indikatorové mikroorganismy Identifikace MO
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 |83+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| 80+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| 80+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 |83+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 {83+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 6,000/ 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 |83+0,29[15,0+0,0|15,0£0,0| 6,0+0,0 | Lacticaseibacillus paracasei

*Indikatorové mikroorganismy:

o ST = Salmonella Typhimurium
o EC = Escherichia coli

o SA = Staphylococcus aureus

o EF = Enterococcus faecalis

e BC = Bacillus cereus

o KA =Klebsiella aerogenes
o KO = Klebsiella oxytoca
o PA = Pseudomonas aeruginosa




