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ABSTRAKT

Biofilm vznika ptichycenim mikroorganismi k povrchu a naslednou tvorbou komplexniho
spolecenstva. Nékteré laktobacily produkuji bakteriociny, které mohou biofilm inhibovat.
Teoreticka ¢asti pojednava o testovanych bakteriich véetné laktobacilli, tvorbé biofilmu
a bakteriocinech. Cilem praktické casti bylo zjistit vliv laktobacild na biofilm pozitivni
bakterie. Podle vysledkt pilotni studie bylo vybrano pét laktobacilii, u nichz byl testovan
vliv. na rast biofilmu u biofilm pozitivnich bakterii. Tvorba biofilmu
Bacillus subtilis CCM 2216 byla inhibovéana vSemi laktobacily vyjma Lacticaseibacillus
paracasei tolerans CCDM 832. V ptipad¢ Staphylococcus aureus CCM 885 doslo
k omezeni ristu biofilmu vlivem Lactiplantibacillus plantarum CCDM 196,
Lacticaseibacillus casei casei CCDM 198 a Lacticaseibacillus casei CCDM 422.
U Stenotrophomonas maltophilia CCM 1640 byl rtst biofilmu inhibovan v§emi laktobacily.
V pilotni studii byl zkouman vliv bakteriocinti a jejich antimikrobidlni aktivita na vybrané
laktobacily a bakterie. Studii bylo zjiSténo, Ze nejvétsi ucinnost bakteriocini mezi
laktobacily mé&l kmen Latilactobacillus sakei sakei CCDM 717. Oproti tomu kmen
Lactiplantibacillus plantarum CCDM 375 a kmen Lactiplantibacillus plantarum
CCDM 381 neprokézaly inhibici u Zadného testovaného laktobacilu. Na sledovanych
biofilm pozitivnich bakteriich, Bacillus subtilis CCM 2216 a Staphylococcues aureus
CCM 885, byly antibakteridlni a antibiofilm u¢inky prokazany vSemi laktobacily vyjma
Latilactobacillus sakei sakei CCDM 717. Stenotrophomonas maltophilia CCM 1640 byla

inhibovana pouze kmenem Lacticaseibacillus paracasei tolerans CCDM 832.

Kli¢ova slova: biofilm, bakteriociny, laktobacily, bakterie, inhibice



ABSTRACT

Biofilm is formed by the attachment of microorganisms to the surface and the subsequent
formation of a complex community. Some lactobacilli produce bacteriocins that can inhibit
the biofilm. The theoretical section discusses the tested bacteria including lactobacilli,
biofilm formation and bacteriocins. The aim of the practical part was to investigate the effect
of lactobacilli on biofilm positive bacteria. According to the results of the pilot study,
five lactobacilli were selected and tested for their effect on biofilm growth in biofilm positive
bacteria. Biofilm formation by Bacillus subtilis CCM 2216 was inhibited by all lactobacilli
except Lacticaseibacillus paracasei tolerans CCDM 832. For Staphylococcus aureus
CCM 885, biofilm growth was inhibited by Lactiplantibacillus plantarum CCDM 196,
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 and Lacticaseibacillus casei CCDM 422.
For Stenotrophomonas maltophilia CCM 1640, biofilm growth was inhibited by all
lactobacilli. The effect of bacteriocins and their antimicrobial activity on selected lactobacilli
and bacteria was investigated in a pilot study. The study found that Latilactobacillus sakei
sakei CCDM 717 had the highest bacteriocin efficiency among lactobacilli. In contrast,
Lactiplantibacillus plantarum CCDM 375 and Lactiplantibacillus plantarum CCDM 381
did not show inhibition in any of the tested lactobacilli. On the tested biofilm positive
bacteria, Bacillus subtilis CCM 2216 and Staphylococcues aureus CCM 885, antibacterial
and antibiofilm effects were proven by all lactobacilli except Latilactobacillus sakei sakei
CCDM 717. Stenotrophomonas maltophilia CCM 1640 was inhibited only
by Lacticaseibacillus paracasei tolerans CCDM 832.

Keywords: biofilm, bacteriocins, lactobacillus, bacteria, inhibition
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UvVOD

Bakalarska prace se sklada z teoretické a praktické Casti. Teoreticka Cast je vénovana
testovanym bakteriim, biofilmu a bakteriocinim. Prakticka ¢ast je rozdélena na pilotni
studii, ktera se soustfedi na vliv laktobacilil na rist sledovanych patogennich bakterii i jinych
kment laktobacild. Hlavnim cilem praktické ¢asti bakalaiské prace je sledovani vlivu
laktobacilii na produkci biofilmu u patogennich bakterii. V1iv na biofilmy byl sledovan
na tfech bakteriich tvoftici biofilm, jedna se o Bacillus subtilis CCM 2216, Staphylococcus
aureus CCM 885, Stenotrophomonas maltophilia CCM 1640 a vybrané laktobacily.

Biofilm je tvofen velkym mnozstvim gramnegativnich i grampozitivnich bakterii.
Jedné se o komplexni bakteridlni spolecenstvo, u kterého dochéazi ke vzéjemné komunikaci
mezi bakteriemi a navySeni rezistivity vici nepfiznivym vliviim okoli. Biofilmy mohou mit
pozitivni 1 negativni charakter. V pfirodé maji piinosnou roli v ekosystémech
a v potravinaiském primyslu byly mikrobidlni biofilmy shledany uzitecnymi pii fermentaci
potravin. [16] Pokud jde o technologické mikroorganismy, jejich vyuziti se naslo i v mnoha
dalsich primyslovych odvétvich [13]. Negativni dopad tvorby biofilmu se projevuje
u patogennich mikroorganismii, které jsou rezistentni vici antibiotikiim a znesnadnuji 1é¢bu
[17]. Soucasti prace je produkce bakteriocinl laktobacily, jejichz ptisobeni bylo testovano

na laktobacilech i na bakteriich zminénych vyse.

Bakteriociny jsou bilkovinné toxiny s antimikrobidlni aktivitou o danych
koncentracich, jejichZ producenty jsou bakterie a nékterd archea. Inhibuji riist podobnych
nebo blizce pfibuznych bakteridlnich kmend, ¢imz se 1iSi od antibiotik, které¢ plisobi
na bakterie S$ir§iho spektra. Jejich uplatnéni nalezneme v potravinaiském pramyslu,
kde mohou nahradit chemické konzervaéni latky, zabranit bakteridlni kontaminaci a kazeni
potravin. Dale se pouzivaji 1 v zemé&d¢lstvi a 1éCivech, které cili na specifické bakterialni

patogeny. [24]
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I. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA MIKROORGANISMU VYSKYTUJICICH
SE PRI TVORBE BIOFILMU

V nasledujici podkapitolach jsou zminény bakterie nami studované v souvislosti
s biofilmem. Je zde popsadna charakteristika Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,

Stenotrophomonas maltophilia a laktobacila.

1.1 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis je grampozitivni nepatogenni bakterie tvofici spory za nepiiznivych
podminek. Pokud nastanou neptiznivé podminky jako nedostatek zivin nebo Spatny vliv
prostiedi, mohou bakterie diferenciovat a ptizptisobovat se vnéjSimu prostiedi. Diferenciace
bakteridlnich bun¢k je dulezitym procesem pii tvorbé bakteridlniho biofilmu. Béhem
ptizplisobovani se diferenciaci vytvofi nové, fenotypové odlisné bunécné typy bakterii.
Pokud nastane diferenciace, u mnohobunécénych spolecenstev dojde ke koexistenci bunék
odlisnych typl, vzajemné spolupraci a vétSimu prizpisobeni se okoli. Dale muzeme
pozorovat pfeménu minoritni populace bunék na kompetentni buiikky. D¢j probiha
ve stacionarni fazi riistu a jednd se o navySeni genetické rozmanitosti pfipojenim volné DNA
z prostiedi. Bacillus subtilis ma také schopnost rezistence vii¢i stresim prostiedi, pokud
se diferencuje na dormantni spory. K jejich diferenciaci jsou zapotiebi sporulacni kinazy,
které pfijimaji signaly o stavu Zivin, pokud ma bakterie nedostate¢né mnoZstvi Zivin zacne
tvofit spory. Jestlize dojde k wvytvofeni slozit¢tho mnohobunééného spolecenstva
mikrobialnich bunék obalenych matrici, pojedndvame o biofilmu. Bakterie jsou schopné

samotvorby matrice. [1]

Bacillus subtilis mé& zastoupeni v nékolika primyslovych aplikacich, pfi vyrobé
hydrolytickych latek, enzymt, vyuziva se i jako probiotikum [3] a pfi fermentaci potravin.
Fermentovanou potravinou je napiiklad syru zvaném Natto, jde o fermentativni zpracovani

sojovych bobil pomoci Bacillus subtilis [2].
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1.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je grampozitivni bakterie z rodu stafylokokt, ktera se tvarové tadi
mezi koky. Jednd se o vyznamny lidsky patogen, jehoz vlastnosti podporuji jeho rozvoj
v ruznych klinickych situacich jako je bakteriémie, infekce kiize a mékkych tkani,
nekrotizujici pneumonie, cysticka fibroza a infekce spojené s piistroji. Mize byt pfitomen
v mase a zpusobovat mastitidu skotu, coz je zanét mlécnych zlaz. Jeho disledkem jsou ztraty

v mlékarenskému pramyslu [4].

Staphylococcus aureus tvori biofilm (viz kapitola 2) proti obrannému a eradika¢nimu
opatfeni hostitele. Zivot v biofilmu piedstavuje velkou vyhodu pro perzistenci béhem
chronickych onemocnéni [5, 6]. Pro zajisténi dostate¢né efektivity 1écby se vyuZzivaji

opatieni proti tvorbé biofilmu a sniZeni rezistivity bunck [7].

V potravinaiském pramyslu je jeho pfitomnost nezddouci, produkuje enterotoxin,
kterym kontaminuje jidlo, disledkem jsou otravy potravinami. Enterotoxiny jsou bilkoviny
s vysokou toleranci k denaturaci a mohou si zachovat svoji aktivitu, 1 kdyz je vegetativni

forma bakterie inaktivovana béhem zpracovani potravin [8].

1.3 Stenotrophomonas maltophilia

Stenotrophomonas maltophilia je aerobni nefermentujici gramnegativni bakterie
ty¢inkovitého tvaru vSudypfitomnd v pfirodnim prostfedi vcetné sladkovodnich zdroji,
v pidnim 1 rostlinném mikrobiomu [11]. Jeji pfitomnost byla identifikovana 1 na povrchu
biomateriali pouzivanych v protetickych pomiickach, vodovodnich linkdch zubnich
pfistroji a nebulizatorech. Stenotrophomonas maltophilia je patogenni mikroorganismus
zpisobujici fadu onemocnéni. Typicky jde o chronické respiracni infekce, akutni a chronické
pneumonie, meningitidy, endokarditidy, infekce ran a krevniho feciSté, zejména

u imunokompromitovanych osob [10].

Jednd se o biofilm pozitivni bakterii (viz kapitola 2), ¢imZ se stdvd vysoce
antimikrobidlné rezistentni. Pii tvorbé biofilmu Stenotrophomonas maltophilia
uptednostiuje jako zdroj uhliku aminokyseliny namisto glukozy. Uhlik je prostfednictvim
glukoneogeneze presouvan z aminokyseliny na nedefinovanou metabolickou drahu
a podporuje tak jeji rast. Tvorba biofilmu zavisi i na mnoha genech, naptiklad gen spgM

koéduje bifunkéni enzym s fosfoglukomutazovou i fosfomannomutazovou aktivitou,



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

ktery se podili na biosyntéze lipopolysacharidii (LPS) a hraje pfi tvorbé biofilmu dilezitou
roli [9].

V piipadé potravinaiského pramyslu je Stenotrophomonas maltophilia patogen
zpusobujici ekonomické ztraty pii produkci mléka a zhorSuje kvalitu mléénych vyrobka.
Objevuje se ve zmrzlinach, v nepasterizované smetan¢, v syrech a masle. Stenotrophomonas
maltophilia je pomérné odolna bakterie, dokaze vyvinout adaptivni strategii, coz ji umoziuje

prezivat nékteré konzervacni podminky [12].

1.4 Laktobacily

Rod Laktobacillus zahrnuje grampozitivni fermentativni fakultativné anaerobni
anesporulujici mikroorganismy. Laktobacily jsou ftazeny do tfidy Bacilli, tadu
Lactobacillales, ¢eledi Lactobacillaceae, kterd obsahuje 24 rodd, [39] mezi néZ se fadi
napiiklad Lactobacillus, Paralactobacillus a Pediococcus. Nejbliz§imi piibuznymi
na urovni Celedi jsou Leuconostocaceae [37]. Laktobacily jsou dulezité¢ technologické
mikroorganismy, fadi se mezi bakterie mlééného kvaseni a jsou nedilnou soucasti pii vyrobe
nékterych mlécnych, masnych, ceredlnich, ovocnych i zeleninovych produkti. Vykazuji
pozitivni vliv na zdravi ¢lovéka, a proto jsou vyuzivany jako probiotikum [13]. Jsou hlavni
slozkou pii fermentaci potravin a napoji. Fermentace zajisti prodlouzeni trvanlivosti
vyrobku, zlepSuje stravitelnost, chut' a potlacuje rlst nezaddoucich mikroorganismi.
Také jsou timto zplisobem dodavany probiotika do lidskych stfev, vysledkem je dobra

vyzivova hodnota potravin a napoji [14].
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2 BIOFILM

ey

Bakterie jsou mikroskopické bunky zijici samostatné v planktonni formé, avSak mnoho
znich dokédze vytvaret biofilm, coz je komunitni stav, kdy buiiky sdileji zdroje a jsou
chranény pfed Skodlivymi podminkami [15]. Tvorbu biofilmu lze u mikroorganismi
povazovat za fazi zivota. Nastava pfichycenim mikroorganismu k povrchu a nasleduje vznik
komplexnich bakterialnich spolecenstev. Mezi bakteriemi dochazi ke vzajemné komunikaci

a navyseni rezistivity vi¢i neptiznivym vliviim okoli [16].

Biofilm muaze mit pozitivni i negativni dopad, osidluje ptfirodni i umélé povrchy.
V piirodé se bakterie vyskytuji pievazné v biofilmu, coz mize mit pfiznivy vliv na podporu
rustu rostlin, rozklad organickych sloucenin, i na vodni ekosystémy. Kromé toho byly
mikrobidlni biofilmy shledany uZziteCnymi pfi vyrob¢ mnoha biologickych materiali, ¢isténi
odpadnich vod, mikrobidlnich palivovych ¢lancich a fermentaci potravin. V pfiipadé,
ze se jedna o bakterie pro fermentaci zadouci, miize dojit k urychleni procesu fermentace
a lep$im senzorickym hodnotam vysledného produktu [16]. Tvorby biofilmu jsou schopné
1 probiotické laktobacily. Jednim z divodi je ochrana pied stresem z vnéjSiho prostredi,
dale podporuji tvorbu kolonii v biotickych 1 abiotickych podminkach a populaéni zmény.
Aby doslo k tvorbé biofilmu v travicim systému, bakterie se musi pfichytit na epitelidlni
builkky a zlstat uchyceny dostatecné dlouho, aby mohlo dojit ke stabilizaci bakterii
na epitelidlnich bunikach. Dané bunky brani kompetitivnimu uchyceni patogennich bakterii

a tvorbé biofilmu, také mohou stimulovat imunitni systém hostitele [19].

Pokud budeme hovofit o nechténém vyskytu biofilmu, ktery mitize mit negativni dopad
na zdravi ¢lovéka, 1ze ho najit v podobé patogennich bakterii na lékatskych implantatech,
zivych tkanich, vodnich kandlech, potrubi, nemocni¢nich podlahich, potravinaiskych

zafizenich a dalSich biotickych 1 abiotickych povrsich [16, 17].

2.1 Historie biofilmu

Objev bakteridlniho biofilmu fadime do 17. stoleti. Holandsky védec Antoni van
Leeuwenhoek, jenZ je povazovan za otce mikrobiologie, v roce 1663 poukazal na ptitomnost
bakterii animalcules, které popsal jako malé zivocichy vyskytujici se na povrchu zubt.
Aby mohl zkoumat zubni plak, vyvinul fadu cocek, pomoci kterych mikroorganismy
pozoroval. To vedlo k sestaveni prvniho mikroskopu a tim byly polozeny zaklady modernich
veédeckych poznatki mikrobiologie. Antoni van Leeuwenhoek provedl fadu studii zubniho

plaku a byl prvni, kdo pozoroval jevy rezistence mikroorganismii v biofilmu [18].
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Mikroorganismy pozorovali i soucasnici Antonia van Leeuwenhoeka. Vyznamné
poznatky uvedl Robert Hooke, ktery pro mikroorganismy poprvé pouzil termin ,,buika*
a vytvoril etiologicky zaklad. Roku 1878 vyvinul n€kolik metod k ziskani patogennich
mikroorganismil v Cisté kultufe a doSel k poznani, ze urCité mikroorganismy mohou byt

pivodci onemocnéni u zvitat i lidi [18].

V 70. let 20. stoleti William Bill objevil, Ze mikroorganismy preferuji rast v biofilmu
neboli povrchové vazané a tvotici spoleenstva, tim vyvratil domnénku o jejich prevazném

rustu v suspenzi [18].

Biofilmem se dale zabyval John William Costerton. Béhem badani pozoroval populaci
bakterii spojenych slizem na dn¢ vod v horském potoce. Dosel k zavéru, Ze sliz obsahuje
velké mnoZzstvi bakterii zapletenych do rozsahlé vlaknité matrice podporujici vznik
mikrokolonii. Ty jsou ukotveny k povrchu a tvofi funk¢ni spole€enstva, v nichZ vétSina
Centrum pro inzenyrstvi biofilmu, kde byly provedeny rozsahl¢ vyzkumy s cilem pochopit

vyvoj biofilmu, vlastnosti biofilmu a jeho disledky na lidské zdravi a nemoci [18, 19].

2.2 Kolonizace povrchu a vnéjsi faktory ovlivitujici tvorbu biofilmu

Samotny vznik biofilmu je sloZity proces, ktery je zavisly na mnoha faktorech. Bakterie
zijici voln¢ v planktonni formé piechazi do sedimentarni formy tvotici biofilm. Tato zména
stylu Zivota zavisi na tom, jak jednotlivé druhy mikroorganismil reaguji na urc¢ité podminky
prostiedi. Mezi podstatné faktory patii dostupnost zivin, produkce urcitych chemickych
spoustécu a také bunééné parametry, kterymi jsou napiiklad koncentrace bakterii, rychlost

proliferace nebo difuzni chovani [15, 20].

Na cely proces tvorby biofilmu maji také velky vliv vnéj$i podminky. Dilezita
je interakce mezi bakteridlni bunikou, okolnim prostfedim, povrchovou vazbou a celkovou
dobou kontaktu. Typ povrchu hraje roli pfi adhezi a urCuje obtiznost pfilnuti bakterii
k povrchu. Lze hovofit o drsnosti, Cistoté¢ a smacivosti, kterd je ur¢ovana hydrofobnosti.
Mezi dilezité povrchové vlastnosti bakteridlnich bunck lze fadit fyzikalni, chemické
vlastnosti bunék a elektricky naboj povrchu buné€k. Uchyceni bakterii zavisi na povrchu

buniky, zda ma pili, biciky ¢i povrchové polysacharidy [15].
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Dalsim faktorem je prostfedi, kde je podstatné pH povrchu, Ziviny, teplota, iontové
sily, hydrodynamické podminky prostiedi, fyzikalni a chemické vlastnosti. Poslednim

zminénym bodem je doba kontaktu mezi bakteriemi a povrchem. [15]

2.3 Tvorba biofilmu

Biofilm je tvofen stupnovité, nejprve dojde k adhezi planktonu k povrchu. RozliSuje
se reverzibilni a ireverzibilni pfichyceni. Zpocatku se mikroorganismy nachdzi volné
areverzibilné pfichycené k povrchu, jakmile dojde ke zméné orientace, mikroorganismy
se na povrch pfilnou naplocho, nastane ireverzibilni pfichyceni. Zvysi se odolnost vici
mnoha fyzikalnim faktorim, které znemoznuji tvorbu biofilmu [17].

Ditlezitou signalni molekulou je intracelularni Bis-(3'-5")-cyklicky dimericky
guanosinmonofosfat (c-di-GMP), ten je zodpovédny za obtiznéjsi pohyblivost biciki,
a tim dojde k vétsi produkci biofilmového matrix. Mikrobidlni povrch obsahuje systém
zvany Pil-Chp, ktery ovlivituje mnozstvi produkce c-di-GMP. Bakterie s nizkou koncentraci
c-di-GMP k povrchu po jejich setkani nepfilnou, bakterie s vysokou koncentraci c-di-GMP,
které se setkaly s povrchem na n¢j pfilnou [15, 20]. Dalsi dileZitou latkou je extracelularni
polymerni matrix (EPM) produkovana bakteriemi. Dopomaha pfichyceni mikrobt
k povrchu, stabilizuje trojrozmérnou strukturu biofilmu, seskupuje bunky, chrani
pfed riznymi stresy jako je reakce imunitniho systému hostitele, antimikrobidlni latky,
oxida¢ni poskozeni a kovové kationty. Také zapouzdfuje signalni molekuly potiebné

pro quorum sensing, metabolické produkty a enzymy [21].

EPS spojené s biofilmem se skladaji z riiznych typt kationtovych a aniontovych
molekul, jako jsou glykoproteiny, glykolipidy a proteiny, které se mohou vézat
s antimikrobialnimi latkami, a poskytovat tak uto€ist€¢ mikrobidlnim druhtim. Povlak
vytvoieny EPS chrani bakterialni buniky pfed antibiotiky, ¢imz zvySuje toleranci bakterii
vici léciviim. VéEtSina matrice biofilmu se skladd z extracelularnich polysacharidd, které
se situji s eDNA, ¢imz stabilizuji strukturu biofilmu. K rozvoji rezistence viici 1é¢ivim
dochazi ptedevsim diky pfitomnosti e-DNA, protoze se mize snadno vstfebat do bakterie,

tim podporuje komunikaci DNA [21].

Mikroorganismy se po adhezi na povrch mnoZi a shromazd'uji v dané extracelularni
polymerni matrix (EPM), vznikaji mikrokolonie, ty maji béhem svého zrani specifické
sloZeni, tvar a architekturu. U zralého biofilmu lze pozorovat strukturu ve tvaru ,houby*

nebo ,,véze*, to zalezi na aero-toleranci a rychlosti metabolismu [17].
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Celkové zrani biofilmu je zprostiedkovdno mechanismem Quorum sensing,
ktery zavisi na produkci autoinduktoru, coz je chemicka signalni molekula. Rozlisuji se dvé
hlavni pfi¢iny, pro¢ koncentrace autoinduktort zstdva pod prahovou hodnotou pottebnou
pro tvorbu biofilmu. V prvnim pfipad¢ jsou ziviny spotfebovavany tak vysokou rychlosti,
ze autoinduktory jsou produkovéany bakteriemi v omezeném mnozstvi a na vytvoreni
autoinduktort neni dostatek ¢asu. Ve druhém ptipad¢ bakterie difunduji, a proto se rozptyluji
ve zvySené mife, pti¢inou mohou byt vnéjsi podminky, to omezuje akumulaci autoinduktorti
na jednom misté. Byl vytipovéan i tfeti faktor, jednd se o pomér mezi dobou nutnou
ke spotiebé zivin a dobou potiebnou k produkci autoinduktorti, zminény pomér ovlivni,
jak rychle se biofilm vytvofi a jak velky bude. V piipad¢ vétsiho poméru mezi témito
casovymi meftitky dochazi k rychlejSimu rastu biofilmu v opaéném ptipadé€, kdy je pomér
mensi, tvorba biofilmu se zpomaluje. Na zdklad¢ jiz zminénych tii parametrli, ¢imz byla
spotieba zivin, rozptyl bakterii a pomér ¢asového méftitka spotieby k produkci, 1ze urcit

rozvoj biofilmu jednotlivych druht. [15]

Po dostate¢ném narustu zraly biofilm vytvoii tfivrstvou strukturu rozdé€lenou
na vnitini regulacni vrstvu, stfedni mikrobialni bazalni vrstvu a vnéjsi vrstvu osidlenou
planktonni formou mikroorganismu, které jsou ptipraveny biofilm opustit prasknutim.
U zralého biofilmu lze rozliSovat prasknuti aktivni, které je zavislé na motilité a degradaci
EPS, ¢i prasknuti pasivni, to souvisi s fyzikalnimi vlivy. Dojde k rozptyleni biofilmu a cyklus

se opakuje znovu [17].

Mezi faktory zodpovédné za disperzi zralého biofilmu fadime piedevs§im pierostlou
populaci, nedostatek zivin, ptisobeni enzymt, zmény podminek prostiedi jako je teplota,
nedostatek kysliku a akumulace metabolitti. Zraly biofilm je heterogenni smés planktonnich
(zelenych bicikatych), ptisedlych (zelenych), trvalych (hnédych) a mrtvych (cernych) bunék,
vodnich kanalkli a riznych typl signdlnich a stabiliza¢nich molekul, jako jsou acyl-
homoserinové laktony (AHL), lipidy, polysacharidy, proteiny, extracelularni DNA (eDNA)
[17].
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Obrazek 1: Piehled tvorby biofilmu v nékolika zasadnich fazich [22].
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3 BAKTERIOCINY

Bakteriociny jsou multifunk¢éni, ribozomaln¢ syntetizované proteiny nebo kratké
polypeptidy, jedna se o bilkovinné toxiny s vyraznou antimikrobidlni a antibiofilm aktivitou

o danych koncentracich, jejichz producenty jsou bakterie a néktera archea [24, 26].

Ugelem tvorby bakteriocind je inhibice ristu nebo zmén metabolickych projevii
(biofilm) podobnych nebo blizce ptibuznych bakteridlnich kmenti, ¢imz se 1i$i od antibiotik,
které ptsobi na bakterie SirSiho spektra. Pokud se pozastavime u porovnani téchto dvou
latek, je potieba zminit jejich odliSnou vyrobu, bakteriociny jsou ribozomalné syntetizovany,
zatim co antibiotika se vyrabi pomoci vice enzymovych komplexii. Bakteriociny jsou
ucinnéjsi nez antibiotika pti nizSich koncentracich, pokud se jedné o jejich cilové bakterie.
Za ptirozenéjsi lze povazovat bakteriociny, a to kvili pfedpokladu jejich pfitomnosti
v potravinach bézné konzumovanych uz od starovéku. Jsou inaktivovany enzymy, které jsou

v gastrointestinalnim traktu, jedna se o trypsin a pepsin, diky tomu se neméni mikrobiota

traviciho traktu [24].

VSechny Zivé organismy mohou produkovat antimikrobidlni peptidy (AMP), to jsou
proteiny specifické imunity tvofené hostitelskymi buiikami, tudiZz producent je vici jejich
AMP odolny. Bakterie produkuji dva typy AMP, prvnim typem jsou ty, které jsou
syntetizovany ribozomy (nazyvané bakteriociny), druhy typ tvoii AMP, které nejsou
syntetizovany ribozomy, nemaji strukturni geny kodujici dané AMP. Strukturni geny
koédujici produkei bakteriocintl, soubor imunitnich proteint a dalsi pomocné proteiny jsou
organizovany do operont, které jsou umistény v kruhovém chromozomu, plazmidech nebo
jinych mobilnich genetickych elementech. Bakteriociny inhibuji rist cilovych organismi
pusobenim na bunécnou sténu, také ovliviluji genovou expresi a produkci proteinti

v buiikach [25, 26].

Mezi ptinosné vlastnosti bakteriocini se fadi pfirozena tolerance k vysokym teplotam
a aktivita v Sirokém rozsahu pH. Jejich antimikrobialni peptidy jsou bezbarvé, bez zapachu
a bez chuti, to usnadnuje jejich potencidlni pouzitelnost. Diky bilkovinné povaze snadno
dochazi k degradaci proteolytickymi enzymy, to ma za nasledek kratkou Zivotnost
bakteriocinli v lidském téle. Bakteriociny mohou inhibovat quorum sensing [40].
Jejich vyuziti 1ze nalézt ve vice oborech, a to v potravinafském primyslu, v Zivocisné

vyrobé, zeméedélstvi, v 1é¢ivech, které cili na specifické bakterialni patogeny [24].
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Stale se objevuji nové typy sloucenin bakteriocinii a novi producenti, proto se jejich
klasifikace neustdle méni. Jedna z moznosti rozdé€leni bakteriocini do tfid je na zdkladé
jejich strukturnich a fyzikalné-chemickych vlastnosti, 1ze ale fict, ze tfida I-III zahrnuje
bakteriociny produkované pifevazné grampozitivnimi bakteriemi, zatimco bakteriociny

a mikrociny tfidy IV jsou produkovany gramnegativnimi bakteriemi [24, 25].

3.1 Bakteriociny/lantibiotika tfidy I.

Zde jsou fazeny malé peptity s molekulovou hmotnosti <10 kDa, kter¢ jsou tepeln¢ stabilni.
Lze je d¢lit do podttid podle typu posttranslacnich modifikaci, které se v peptidu nachazeji.
Dnes nejprozkoumanéjsi a nejrozsahlejsi podtiida obsahuje lantibiotika, které jsou dle
rozdilného ndboje déleny na dva typy. Jednim z nich je typ A, kam je fazen nisin
(potravinovy konzervant E234) a lakticin. Jedna se o Sroubovité, pruzné molekuly s kladnym
nabojem, tvofi pory v bunééné membrané cilového organismu, to vede k depolarizaci
cytoplazmy daného druhu. Druhym typem jsou lantibiotika typu B, které maji negativni
nebo nulovy naboj, jsou globularniho tvaru a zasahuji do bunéénych enzymatickych reakci.
Dale jsou fazeny mezi bakteriociny tiidy I. sactibiotica, glykociny (glykosylované
bakteriociny), peptidy obsahujici nukleotidy a siderofory, lasopeptidy, linearni peptidy,
linaridiny, thiopeptidy, botromyciny, cyanobaktiny a N-C-cyklické peptidy. [24, 27]

3.2 Bakteriociny tridy II.

Jedna se o nemodifikované peptidy s molekulovou hmotnosti <10 kDa, pti¢emz struktury
nekterych peptidil jsou stabilizovany jednou nebo vice disulfidickymi vazbami. Bakteriociny
ttidy II. se nadale déli do ctyt podtiid Ila, IIb, Ilc, IId a to podle strukturnich podobnosti
a mechanismti ucinku. Do tifidy Ila se tadi peptidy podobné pediocinu obsahujici
konzervovanou N-koncovou sekvenci Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys. Ttida IIb obsahuje
nemodifikované dvouslozkové bakteriociny s maximalni aktivitou, pokud jde
o koordinovanou interakci dvou peptidi (a a B). U tfidy Ilc byla udélana zména, ptivodné
zahrnovala N-C-cyklické peptidy, nyni obsahuje bakteriociny syntetizované bez N-koncové
sekvence. Ttida IId sdruzuje vSechny ostatni jednopeptidové nemodifikované bakteriociny
vcetné nemodifikovanych mikrocinit z gramnegativnich bakterii. Bakteriociny fazené
do tfidy IId byly ve vétSiné¢ piipadli izolovany z bakteridlnich rodl. Lactobacillus,
Lactococcus, Pediococcus, Streptococcus, Propionibacterium, Enterococcus

a Carnobacterium. Producenti se vyskytuji také mezi kmeny Corynebacterium,
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Brevibacillus, Leuconostoc, Weissella, Staphylococcus, Bacillus, Listeria, Clostridium,

Brochothrix, Myxococcus. [24, 27]

3.3 Bakteriociny tridy III.

Zde se tadi velké tepelné labilni proteiny s molekulovou hmotnosti > 10 kDa, dale se déli
na dvé podtiidy: bakteriolyziny, jde o enzymy schopné rozkladat peptidoglykan bakterialni
bunécné stény, a nelytické bakteriociny, které nezpiisobuji soucasnou lyzu bun€k a uplatiuji
jiné mechanismy ucinku, vcetné inhibice transportu sacharid, biosyntézy DNA

nebo proteint [27].

3.4 Bakteriociny tridy IV.

Jde o velké proteiny s molekulovou hmotnosti > 30 kDa produkované pievazné
gramnegativnimi bakteriemi, jako jsou koliciny produkované vétSinou kmenti Escherichia
coli, kolicinu podobné bakteriociny produkované jinymi gramnegativnimi bakteriemi
atailociny produkované nékterymi gramnegativnimi a grampozitivnimi bakteriemi,

které se strukturn¢ podobaji ,,ocasu* bakteriofagi [27].

3.5 Vyznam bakteriocinii v potravinarském pramyslu

Produkty bakteriocinli, tedy antimikrobidlni peptidy, mohou byt alternativa k pouZiti
chemickych konzerva¢nich latek v potravinaiskych produktech. Purifikované
antimikrobialni peptidy pfidané do matrice potravin interaguji s jednotlivymi slozkami,
tim se docili snizeni antimikrobialni aktivity. To zabranuje bakteridlni kontaminaci a kazeni
potravin. [28] Nékteré bakteriociny (napf. nisin) jsou legislativné schvéleny a vyuzivaji
se jako konzervacni latky, podle natizeni Evropského parlamentu a rady (ES) €. 1332/2008
[23].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 MATERIAL

4.1 Pouzité mikroorganismy

Pti testovani vlivu bakteriocinti na biofilm byly pouzité biofilm pozitivni bakterie Bacillus
subtilis CCM 2216, Stenotrophomonas maltophilia CCM 1640 a Staphylococcus aureus
CCM 885. Produkce bakteriocinu byla sledovana u téchto kmenii:

e Lactiplantibacillus plantarum CCDM 181,
e Lactiplantibacillus plantarum CCDM 196,
e Lacticaseibacillus casei casei CCDM 198,
e Lacticaseibacillus casei casei CCDM 199,
e Lactiplantibacillus plantarum CCDM 375,
e Lactiplantibacillus plantarum CCDM 381
e Lacticaseibacillus casei CCDM 422,

e Latilactobacillus sakei sakei CCDM 717,

e Lacticaseibacillus paracasei tolerans CCDM 8§32.

4.2 Chemikalie
V experimentu byly pouZité kultivaéni média a chemikalie:
e MRS agar, bujon (de Man, Rogosa and Sharpe, Indie),
e BHI (Brain Heart Infusion, Indie),
e (Glukdéza (MERK, Darmstadt, Némecko),
e Chloroform ((Lach-Ner, s.r.0., Ceska republika),
e Pufr NaH2POs - H>O 0,2M (Fosfa a.s., Beclav, Ceska republika),

e NaOH (Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika).
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4.3 Pomicky

Béhem experimentu byly pouzity:

Petriho misky; sterilni zkumavky; ependorfky; sterilni Spicky; jednorazové ockovaci
kli¢ky; sterilni mikrotitra¢ni destic¢ky (P-Lab, Ceska republika); filtr velikosti 0,2 pm
(Ahlstrom ReliaPrep™); stifkacka.

Dale byly pouzity pfistroje:

Analytické vahy (KERN, Ceska republika);

Osobniho bioreaktoru RTS — 1C (Biosan, Lotyssko);
Automatické pipety (Biohit, Svycarsko);

Multifokalni pipeta (Biohit, Svycarsko);

Centrifuga Mr 231 (Jouan, Francie);

pH metr InoLab pH 720 (WTW, Némecko);

Denzitometr McFarland typ DEN-1 (Erba Lachema, Ceska republika);
Vortex IKA MS3 basic (IKA, Némecko);

Autoklav Systec 2540 EL (Systec, Linden, Némecko);
Tecan Infinite M200 PRO (Tecan Trading AG, Svycarsko);
Termostat (iBioTech, Ceska republika);

Biohazard box EUROFLOW (Schoeller, Ceska republika);

Exsikator s Mg(NO3)2 - 6 H2O (CSN SIMEX, Ceska republika).
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5 METODIKA PRACE

5.1 Diikaz pritomnosti bakteriocini

Pred sledovanim vlivu antimikrobnich a biofilm potlacujicich latek, produkovanych
laktobacily, bylo zkoumano, jak moc se zméni pH bakterii vlivem metabolismu laktobacili.
Na test byl vyuzit CCDM 832, ktery byl ockovan do 6 zkumavek s MRS bujonem
a kultivovan 24 hodin v anaerobnim prosttedi pii 30 °C. Narostly Lactobacillus se odstredil

a po nasledné filtraci se pracovalo pouze s jeho metabolity v tekuting.

Byly pfipraveny dva typy BHI soft agaru, prvni typ byl BHI soft agar rozpustény
v destilované vodé, v druhém piipadé se destilovana voda nahradila pufrem NaH>PO4-H>O
0,2M. Bakterie Bacillus subtilis CCM 2216, Stenotrophomonas maltophilia CCM 1640,
Staphylococcus aureus CCM 885 byly zaockovany do obou typt BHI soft agaru,
pfepipetovany do zkumavek s MRS bujonem a CCDM 832. Kultivace probéhla 24 hodin
v aerobnim prostiedi pti 37 °C u Stenotrophomonas maltophilia CCM 1640
a Staphylococcus aureus CCM 885. Bacillus subtilis CCM 2216 byl kultivovan v 30 °C.
Po nartstu bakterii bylo méfeno pH. Na zaklad¢ vysledki byl pro testovani bakteriocinii

pusobicich na bakterie pouzit BHI soft agar s pufrem NaH>PO4-H>O 0,2M.

Ptitomnost bakteriocint byla zkoumana u sbirkovych kmeni CCDM 181, CCDM 196,
CCDM 198, CCDM 199, CCDM 375, CCDM 381, CCDM 422, CCDM 717, CCDM 8§832.
Zminéné laktobacily byly ockovany vpichem do MRS agaru obohaceného 0,01 % cysteinu
tak, ze v jedné misce bylo 9 vpichl. Misky s zivnou piidou a laktobacily byly kultivovany
za anaerobnich podminek v exikatoru pii teplot¢ 30 °C po dobu 24 hodin. Po narlstu
laktobacilli doSlo k usmrceni mikroorganismt chloroformem, kterého byly odpipetovany
2 ml do vicek Petriho misek, pary chloroformu piisobily 30 minut, dalSich 20 minut
se nechaly misky oteviené, aby byl chloroform vyvétran. MRS soft agar byl rozpipetovan
po 4 ml do zkumavek a jednotlivé zkumavky byly o¢kovany 400 ul CCDM 181, CCDM
196, CCDM 198, CCDM 199, CCDM 375, CCDM 381, CCDM 422, CCDM 717, CCDM
832. BHI soft agar s pufrem NaH>PO4-H20 0,2M byl také pipetovany po 4 ml a zaockovany
400 pl Bacillus subtilis CCM 2216, Stenotrophomonas maltophilia CCM 1640,
Staphylococcus aureus CCM 885. Soft agary s danymi mikroorganismy byly pielity na MRS
pudy s9 jiz zminénymi laktobacily ockovany vpichem. Misky s laktobacily byly
kultivovany za anaerobnich podminek pii teploté 30 °C po dobu 24 hodin, misky
s bakteriemi byly kultivovany aerobné¢ 24 hodin pii teplot¢ 37 °C v piipadé
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Staphylococcues aureus a Stenotrophomonas maltophilia a pti30 °C byl kultivovan

Bacillus subtilis. Cilem bylo ziskat inhibi¢ni zony.

5.2 Vliv bakteriocinu na biofilm

V hlavni ¢asti experimentu se pracovalo s kmeny CCDM 196, CCDM 198, CCDM 375,
CCDM 422, CCDM 832, ty byly ockovany po 50 pl do 40 ml MRS bujonu a dany
do osobniho bioreaktoru RTS — 1C (Biosan, Lotyssko), kde byla nastavena teplota kultivace
na 30 °C, RPM 0, interval 30 minut, objem 40 ml, ten zaznamenal rist laktobacili
a ultrazvukem rozbil bunky. Nésledné bylo za pouziti NaOH upraveno pH na 7 a laktobacily
byly dany do odstiedivky po dobu 10 minut na 6000 otacek/minuta. Ptes filtr 0,2 um
(Ahlstrom ReliaPrep™) a pomoci stficky byly laktobacily piefiltrovany a ziskany pouze
jejich metabolity, s kterymi se pracovalo déle. Pfed pouzitim mikrotitracni desticky byla
nezbytnd kultivace bakterii Bacillus subtilis CCM 2216, Stenotrophomonas maltophilia
CCM 1640, Staphylococcus aureus CCM 885. U vSech bakterii byl upraven zékal
na 0,5 McFarlandovy stupnice pomoci denzitometru, jednd se o sprdvny pomér mezi

fyziologickym roztokem a danou bakterii.

Do mikrotitra¢ni desticky bylo pipetovano 100 pl metabolith jednotlivych laktobacili,
100 pl BHI bujonu obohaceného 5 % glukézou a 5 pl ptisluSné bakterie. Byla udélana
negativni kontrola s 200 ul metabolitil laktobacilt i1 kladna kontrola s 200 ul BHI bujénem
obohacené¢ho 5 % glukdézou a 5 pl testované bakterie. Mikrotitracni desticka byla
kultivovana v Tecan pfistroji za optimalnich ristovych podminek studovanych bakterii:
Bacillus subtilis 30 °C, Staphylococcues aureus a Stenotrophomonas maltophilia 37 °C,

dale 48 cykli (24 h), absorbance 600 nm, pfistroj zaznamenaval riistové kiivky jako OD.

Po dokonfeném meéfeni se nechaly mikrotitraéni desticky kultivovat v pfislusnych
teplotach po dobu 48 hodin, celkova dobu riistu biofilmu byla 72 hodin. Pro detekci tvorby
biofilmu byla vyuZzita Christensenova metoda. Obsah desticky byl vylit a jamky byly
promyty fyziologickym roztokem. Do kazdé jamky bylo nasledné pipetovano 200 pl
denaturovaného ethanolu, po 20minutach byl odstranén. Pipetovalo se 150 pl krystalové
violeti, vyckalo se 20 minut a poté nasledovalo odpipetovani. Jamky byly 3x promyté
fyziologickym roztokem a pockalo se na vyschnuti jamek. V poslednim kroku bylo
pipetovano 200 pl denaturovaného ethanolu a na Tecanu byla zméfena absorbance

pfi 600 nm. [38]
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Rustova krivka laktobacila

V prvni ¢asti experimentu byly zméteny riistové kiivky vybranych laktobacili (CCDM 375,
CCDM 196, CCDM 832, CCDM 422, CCDM 198) pomoci osobniho bioreaktoru RTS — 1C
(Biosan, Lotyssko), (obrazek 2). U sledovanych kmenti byly hodnoceny lag a log faze rastu,
kdy CCDM 375 mél lag fazi 7 hodin, fazi zrychleného rtstu 9 hodin, log faze byla ukoncena
po 16 hodinach. CCDM 196 ukoncil lag fazi po 7 hodinéach, fazi rychlého ristu v 9 hodinach
a log fazi po 17 hodindch. CCDM 832 lag fazi trvala 8 hodin, fazi rychlého rlstu byla
do 9 hodin a log fazi do 15 hodin. U CCDM 422 byla lag faze do 11 hodin, fdze rychlého
ristu do 13 hodin a log faze do 22 hodin. Posledni testovany CCDM 198 mél lag fazi
10 hodin, fazi rychlého ristu do 13 hodin a log fazi po cely ¢as méteni (24 h). Z grafu
je patrné Ze nejkratsi dobu lag faze méji kmeny CCDM 375 a CCDM 196.

Studie De Angelis a spol. [32] se zabyvala reakci Lactiplantibacillus plantarum
na tepelny Sok. Béhem vyzkumu byl zaznamendn rast Lactiplantibacillus plantarum
1 pi1 30 °C, pticemz uvedli stfed log faze po 5 hodinach a staciondrni fazi po 12 hodinach.

V porovnani s nami testovanymi Lactiplantibacillus plantarum (CCDM 375, CCDM 196)

-----

9

8

OD 600 nm [1]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
t[h]

= CCDM 375 CCDM 196 CCDM 832 CCDM 422 === (CCDM 198

Obrazek 2: Rustove kiivky CCDM 375, CCDM 196, CCDM 832, CCDM 422,
CCDM 198.
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6.2 Pritomnost bakteriocinu

Ptitomnost bakteriocinli byla sledovana jako pilotni studie. Cilem bylo zjistit, zda dany kmen
produkuje antimikrobni ¢i antibiofilm latku, pomoci inhibi¢nich zon. Testovala se inhibice
vzajemné mezi laktobacily (obrazek 3). Z nami testovanych laktobacili mél vliv na rist

sledovanych kmen:
o citlivy kmen Latilactobacillus sakei sakei CCDM 717

Byl inhibovan Sesti produk¢énimi laktobacily, jedna se o kmeny CCDM 181, CCDM
198, CCDM 199, CCDM 375, CCDM 381, CCDM 832.

o citlivy kmen Lacticaseibacillus paracasei tolerans CCDM 832

Vytvotily se inhibi¢ni zony u kmenit CCDM 181, CCDM 196, CCDM 199, CCDM
422, CCDM 832.

o citlivy kmen Lactiplantibacillus plantarum CCDM 196

Bakteriociny byly produkovany kmeny CCDM 199, CCDM 375, CCDM 381,
CCDM 832.

e citlivy kmen Lacticaseibacillus casei casei CCDM 198
Pisobily inhibi¢né kmeny CCDM 196, CCDM 375.

e citlivy kmen Lactiplantibacillus plantarum CCDM 181
Vliv mél kmen CCDM §832.

e citlivy kmen Lacticaseibacillus casei casei CCDM 199
Byla vytvotfena inhibi¢ni zéna u kmene CCDM 196.

o citlivy kmen Lacticaseibacillus casei CCDM 422
Pisobil pouze kmen CCDM 381.

o citlivy kmen Lactiplantibacillus plantarum CCDM 375
Zadny z testovanych laktobacilii u tohoto kmene nevytvofil inhibi¢ni zénu.

e citlivy kmen Lactiplantibacillus plantarum CCDM 381

Zadny z testovanych laktobacilii u tohoto kmene nevytvofil inhibi¢ni zénu.
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Ve studii  Todorov a  spol. [29]  pozorovali  baktericidni  aktivitu
u Lactiplantibacillus plantarum. Jejich vystupem byla inhibice rustu bakterii mlééného
kvasSeni, konkrétné inhiboval Lacticaseibacillus casei, Latilactobacillus sakei.
Nami testovany Lacticaseibacillus casei CCDM 422 byl inhibovan pouze jednim ze Ctyt
testovanych Lactiplantibacillus plantarum (CCDM 181, CCDM 196, CCDM 375,
CCDM 381), a to Lactiplantibacillus plantarum CCDM 381. Latilactobacillus sakei sakei
CCDM 717 byl inhibovan vSemi testovanymi Lactiplantibacillus plantarum (CCDM 181,
CCDM 196, CCDM 375, CCDM 381).

Citlivé kmeny 181 | 196 | [ 198 [[ 199 || 375 || 381 |[ 422 || 117 || 832
laktobacilit CCDM A A

Produk¢éni kmeny
laktobacili ccom | 181 || 196 |{ 198 || 199 || 375 || 381 || 422 || 717 || 832 |

Obrazek 3: Tvorba inhibi¢nich z6n mezi testovanymi druhy laktobacilt (CCDM 181,
CCDM 196, CCDM 198, CCDM 199, CCDM 375, CCDM 381, CCDM 422, CCDM 717,
CCDM 832).

V tabulce 1 jsou zaznamenany vysledky pH ptislusnych bakterii s CCDM 832. Byl zkoumal
rozdil pH bakterii v BHI soft agaru ptfipraveného s destilovanou vodou a s BHI soft agarem
ptipraveného s pufrem NaH>PO4-H>O 0,2M namisto destilované vody. Cilem méfeni bylo
zjistit, zda BHI soft agar s pufrem NaH2PO4-H>O 0,2M udrzi pH blizici se 7. V ptipadé
nizkého pH mohou byt bakterie inhibovany kyselinou mléénou nikoliv bakteriociny.
Bacillus subtilis CCM 2216 vykazoval nejmensi rozdil pH z testovanych bakterii, pH v BHI
soft agaru s H>O bylo 4,20, v BHI soft agaru s pufrem NaH>PO4-H>O 0,2M vyslo pH 5,67.
Staphylococcues aureus v BHI soft agaru s H2O mél pH 3,92, v BHI soft agaru s pufrem
NaH>PO4-H>0 0,2M bylo stanoveno pH 5,73. Stenotrophomonas maltophilia méla pH 3,89
v BHI soft agaru s H0O a pH 5,67 v BHI soft agaru s pufrem NaH>PO4 H,O 0,2M.
Na zakladé vysledki z tabulky 1, byly bakteriociny dale zkoumany za pouziti BHI soft agaru
s pufrem NaH>PO4-H>0 0,2M, (obrazek 4).
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Tabulka 1: Porovnani pH kultury bakterii kultivovanych v BHI soft agaru s H>O a v BHI
soft agaru s pufrem NaH>PO4-H>0O 0,2M.

pH v BHI soft agaru
pH v BHI soft
s pufrem NaH>PO4-H,O
agaru s H2O
0,2M
Bacillus subtilis 4,20 6,12
Staphylococcues aureus 3,92 6,27
Stenotrophomonas maltophilia 3,89 6,19

Vliv bakteriocinti testovanych laktobacilli na citlivé kmeny Bacillus subtilis CCM 2216,

Stenotrophomonas maltophilia CCM 1640 a Staphylococcus aureus CCM 885 ockovanych

v BHI soft agaru s pufrem NaH>PO4-H>0 0,2M (obrazek 4). Pufr byl pouzit namisto vody,

aby nedoSlo k zdméné€ vlivu na tvorbu inhibi¢nich z6n. Cilem pufru bylo potlacit vliv

kyseliny mlé¢né produkované laktobacily, ktera miZe inhibovat testované bakterie namisto

bakteriocinli. Pfitomnost bakteriocinl se projevi tvorbou inhibicni zony.

Bacillus subtilis CCM 2216 byl inhibovan osmi laktobacily, jedna se o CCDM 181,
CCDM 196, CCDM 198, CCDM 199, CCDM 375, CCDM 381, CCDM 422, CCDM
832, inhibi¢ni zéna nevznikla pouze s CCDM 717.

Ve studii Cizeikiene a spol. [30] zjistili, ze Latilactobacillus sakei inhibuje Bacillus
subtilis, coz se u nami testovaného Latilactobacillus sakei sakei CCDM 717

prokézat nepodafilo.

Staphylococcues aureus CCM 885 vytvoril inhibiéni zény se stejnymi osmi
laktobacily jako Bacillus subtilis, jedna se o CCDM 181, CCDM 196, CCDM 198,
CCDM 199, CCDM 375, CCDM 381, CCDM 422, CCDM 832, inhibi¢ni zo6na
nevznikla pouze s CCDM 717.

Shodné vysledky méla i1 studie Todorov a spol. [29], kde se zabyvali bakteriocidni
aktivitou u Lactiplantibacillus plantarum, ten prokazoval baktericidni ucinek
na Staphylococcues aureus CCM 885 1 studie Jiang a spol. [31] prokdzala inhibici
Staphylococcues aureus CCDM 885 pomoci. Lactiplantibacillus plantarum

ma antimikrobialni schopnost pro stievni patogeny.
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o U Stenotrophomonas maltophilia CCM 1640 byla pozorovana inhibi¢ni zéna pouze

u CCDM 832.

Studii o vlivu bakteriocinli produkovanych laktobacily na Stenotrophomonas

maltophilia je pomérné malé mnozstvi. Studie Sarhan a spol. [36] zkoumala vliv

bakteriocinli Lactobacillus acidophilus na Stenotrophomonas maltophilia, zavérem

byla prokézana inhibice tohoto kmene.

citlivé kmeny CCM 2216,
CCM 885

produkéni kmeny

Bacillus
subtilis

1

Staphylococcus

aureus

laktobacili ccpm | 1811196 || 198 |1 199 || 375 || 381|422 |] 717 || 832 |

citlivy kmen CCM 1640

\

Stenotrophomonas
maltophilia

Obréazek 4: Bacillus subtilis CCM 2216, Stenotrophomonas maltophilia CCM 1640
a Staphylococcus aureus CCM 885 zaockovany v soft agaru s pufrem NaH2PO4-H20 0,2M

a jejich inhibice zkoumanymi laktobacily, u kterych byly pozorovany inhibi¢ni zony.
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6.3 Vliv bakteriocinu na biofilm

Ruastova kiivka bakterie Bacillus subtilis je zndzornéna spolecné s metabolity (viz kapitola
5.2) 1 bez metabolitl po kultivaci 24 hodin na obrazku 5. Lag faze kmene Bacillus subtilis
kultivované¢ho pouze v kultivaénim médiu (viz kapitola 5.2) bez ptidavku LB produktt
byla 6,5 hodin. Bacillus subtilis spolecné s produkty laktobacilii CCDM 375, CCDM 422,
CCDM 196, CCDM 198 trvala 6,5 hodin, u Bacillus subtilis s CCDM 832 skoncila lag faze
po 8hodinach kultivace. Faze zrychleného rtstu byla u vSech laktobacilt s Bacillus subtilis
stejna, vyjima CCDM 832, a to 6,5-8 hodin. U CCDM 832 nastala faze rychlého rustu
9-11 hodin. Nasledna log faze trvala do 14 hodin u vSech laktobacilG s Bacillus subtilis

krom& CCDM 832, ten skon¢il log fazi az po 17 hodinach kultivace.

Vliv laktobacili na vznik biofilmu (obrazek 5) byl pozorovana na mikrotitraéni
desticce pomoci Christensenovy metody. Laktobacily, které maji nizsi hodnoty, nez zaporna
kontrola inhibovaly riist biofilmu, jedna se o kmeny CCDM 375 a CCDM 422. V ptipadé
CCDM 832 nebyl rist biofilmu ovlivnény, slabou tvorbu biofilmu prokazaly kmeny
CCDM 196 a CCDM 198. Ve studii Leathers a spol. [33] byl zkouman vliv
Bacillus subtilis ALT3A  a Bacillus  subtilis RPT-82412 na biofilm pozitivni
Lactiplantibacillus plantarum. Oba kmeny Bacillus subtilis inhibuji tvorbu biofilmu
Lactiplantibacillus plantarum. Nami testovany Lactiplantibacillus plantarum (CCDM 196
a CCDM 378) pisobily inhibi¢né na biofilm tvoteny Bacillus subtilis CCM 2216.
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Obrazek 5: Vliv metabolitt sledovanych laktobacili (CCDM 832, CCDM 375, CCDM 422,
CCDM 196, CCDM 198) na biofilm (72 h) Bacillus subtilis CCM 2216 (sloupce).
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Byly sledovany ristové kiivky a tvorba biofilmu u Staphylococcus aureus CCM 885.
Za definovanych kultiva¢nich podminek ve specifickém prostredi s metabolity laktobacilii
(viz kapitola 4.1), (obrazek 6). Lag faze byla u samotné bakterie i u bakterie spolecné
s CCDM 832, CCDM 375, CCDM 422, CCDM 196, CCDM 198 stejna, a to 6 hodin.
Nasledujici faze zrychleného ristu byla také pro vSechny shodnd, skoncila po 9 hodinach.
V ptipad¢ log faze byly Casy kultivace riuzné. Staphylococcus aureus ukoncil log fazi
po 15 hodinach, u CCDM 832 probihala log faze cely cas méteni (24 h), CCDM 375 ukoncil
log fazi po 20 hodinach, CCDM 422 pokrafoval v log fazi i po 24 hodinach, CCDM 196 byl
v log fazi do 20 hodin kultivace a CCDM 198 dokonc¢il log fazi do 19 hodin.

Na obrazku 6 je také zaznamenana tvorba biofilmu samotného Staphylococcus
aureus CCM 885 1 spolecn¢ s metabolity laktobacilil (viz kapitola 5.2). Ze stanoveni podle
Christensenovi metody (viz kapitola 5.2) bylo zjisténo, Ze kmeny CCDM 422, CCDM 196
a CCDM 198 tvorily biofilm slab¢, naopak kmeny CCDM 832 a CCDM 375 tvorbu biofilmu
podpofily a je patrné, Ze nemaji negativni vliv na tvorbu biofilmu. Ve studii Saidi a spol.
[34] byl prokdzany vliv Lacticaseibacillus casei ATCC 39392 na tvorbu biofilmu
Staphylococcus aureus ATCC 33591, mél inhibi¢ni G¢€inky v zavislosti na koncentraci.

Némi testovany Lacticaseibacillus casei casei CCDM 198 rust biofilmu pouze omezil.
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Obrézek 6: Vliv metabolitl sledovanych laktobacili (CCDM 832, CCDM 375, CCDM 422,
CCDM 196, CCDM 198) na biofilm (72 h) Staphylococcus aureus CCM 885 (sloupce).
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Znazornéni rastovych kiivek (obrazek 7) samotné Stenotrophomonas maltophilia
CCM 1640 1 spoletné¢ s metabolity (viz kapitola 5.2) testovanych laktobacila
(viz kapitola 4.1). Lag faze trvala u samotné Stenotrophomonas maltophilia CCM 1640
1 spolecné¢ s laktobacily 6 hodin kultivace. Faze zrychleného rtstu se také nelisila
u jednotlivych laktobacilii ani u bakterie samotné, zacala po 9 hodinach a skoncila
v 10 hodinach. Log faze samotné Stenotrophomonas maltophilia CCM 1640 trvala
do 17 hodin. V piipadé ptisobeni CCDM 832, CCDM 375, CCDM 196, CCDM 198 byla log
faze ukoncend za 22 hodin. U CCDM 422 log faze po celou dobu méfeni (24 h) neskonila.

Vliv metabolitt (viz kapitola 5.2) testovanych laktobacilti (viz kapitola 4.1) na tvorbu
biofilmu Stenotrophomonas maltophilia CCM 1640 (obrazek 7). Kmen CCDM 832
jako jediny tvoftil biofilm slabé, ostatni testované laktobacily (CCDM 375, CCDM 422,
CCDM 196, CCDM 198) pusobily na tvorbu biofilmu Stenotrophomonas maltophilia
CCM 1640 inhibi¢né. Podle studie Kivang a spol. [35] je biofilm tvoten Stenotrophomonas
maltophilia dobte inhibovan Lactiplantibacillus plantarum 1771. V této praci byl testovan
Lactiplantibacillus plantarum CCDM 196 a Lactiplantibacillus plantarum CCDM 378,
v obou piipadech doslo k inhibici biofilmu Stenotrophomonas maltophilia CCM 1640.
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Obrazek 7: Vliv metabolitt sledovanych laktobacili (CCDM 832, CCDM 375, CCDM 422,
CCDM 196, CCDM 198) na biofilm (72 h) Stenotrophomonas maltophilia CCM 1640
(sloupce).
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ZAVER

Bakteriociny mohou byt v potravinarském primyslu alternativou chemickych
konzervacnich latek, zabranuji bakterialni kontaminaci a kazeni potravin. Jiz se Ize setkat
v potravinach s bakteriociny, mezi néz patii konzervant nisin (E234). Z legislativniho
hlediska jsou bakteriociny v potravinach schvaleny v natizeni Evropského parlamentu a rady
(ES) ¢.1332/2008. V bakaléaiské praci byly testovany inhibi¢ni ucinky laktobacili
na patogenni bakterie, i mezi laktobacily vzajemné. Vysledky mohou slouzit jako zéklad
pro dalsi vyzkum plsobeni jednotlivych bakteriocini na jiné druhy patogennich
i nepatogennich bakterii a nasledné uplatnéni v potravinarském pramyslu v podobé

konzervacnich latek.

e Z pouzitych laktobacili mél nejvysSi baktericidni aktivitu  kmen
Latilactobacillus sakei sakei CCDM 717, ktery inhiboval 6 z 9 sledovanych

laktobacild, avSak sdm nebyl inhibovan zadnym testovanym laktobacilem.

e Antimikrobidlni u¢inky nebyly prokazany u kment Lactiplantibacillus plantarum

CCDM 375 a Lactiplantibacillus plantarum CCDM 381.

e Bacillus subtilis CCM 2216 1 Staphylococcus aureus CCM 885 byl inhibovan
na miskach vSemi laktobacily vyjma kmene Latilactobacillus sakei sakei

CCDM 717.

e Na Stenotrophomonas maltophilia CCM 1640 piisobil bakteriocidné pouze kmen

Lacticaseibacillus paracasei tolerans CCDM 832.

Hlavnim cilem préce bylo sledovéani vlivu produktii laktobacill na patogenni i nepatogenni

mikroorganismy vyskytujici se v potravinach, které tvofi biofilm.

e Tvorba biofilmu v ptipad¢ Bacillus subtilis CCM 2216 byla inhibovana vSemi
laktobacily vyjma Lacticaseibacillus paracasei tolerans CCDM 832, ten rist

biofilmu neovlivnil.

e U kmene Staphylococcus aureus CCM 885 doSlo k omezeni rastu biofilmu
produkénimi kmeny Lactiplantibacillus ~ plantarum CCDM 196,
Lacticaseibacillus casei casei CCDM 198 a Lacticaseibacillus casei CCDM 422.

e Rust biofilmu Stenotrophomonas maltophilia CCM 1640 byl inhibovan vSemi

produk¢nimi (sledovanymi) kemny laktobacila.
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Laktobacily se vyuzivaji jako probiotika, vytvareji biofilm v trdvicim traktu,
¢imz kompetitivné brani uchyceni patogennich bakterii a nasledné tvorbé biofilmu
patogennich bakterii. Laktobacily jsou diilezité technologické mikroorganismy, vyuzivaji
se pfi fermentaci mléénych, masnych, ceredlnich, ovocnych 1 zeleninovych produkti.
Biofilm tvofeny technologickymi mikroorganismy ma kladny vliv na vyslednou potravinu,
zatimco patogenni bakterie tvorici biofilm mohou potraviny kontaminovat a zhorSuji jejich

senzorické vlastnosti.

Piinos této price mize zasahovat do vice oborl, nejen potravinaiskych,
ale 1 biotechnologickych aj. Vliv laktobacilii na patogenni bakterie tvorici biofilm
ma zasadni vyznam v boji proti infekcim stfevniho traktu ¢i nozokomialnich patogeni.
Vyuziti laktobacilt pii fermentaci ovliviiuje organoleptické vlastnosti, mohou navySovat
1 vyzivové hodnoty a plisobit na zdravi. V této praci byla pouzita Siroké Skala raznych rodii
laktobacilt. Dalsi vyzkum by mohl zkoumat specifické druhy laktobacild a jejich ucinky
na biofilmy. Dale 1ze doporucit studium laktobacili v kombinaci s jinymi latkami, jako jsou
antioxidanty nebo dalSi probiotika, symbiotika ¢i prebiotika, kterd mohou zvysit G€inky

na biofilmy patogennich bakterii.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

EPS Extracelularni polymerni latky

LPS Lipopolysacharidy

c-di-GMP Bis-(3'-5")-cyklicky dimericky guanosinmonofosfat
AHL Acyl-homoserinové laktony

AMP Antimikrobidlni peptidy
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