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Pro pokusy byly cilené pfipraveny koncentrované
suspenze bakteridlnich bunék vybranych kmenl se
zamérem vyrazné podpofit aktivaci cytokind. Vysoké
podty bakterii (10° v 1 ml) vykazaly nespecifickou reakci
testovaciho kmene oproti vysledkim vyzkumu KokeSova
et al. (tisku), kde pro blokovy pokus byl navrZzen model
s niZ§i denzitou testovaciho kmene (107). Denzita 107 po-
zitivné aktivovala Siroké spektrum cytokinti. Aktivace
cytokinii vysokou denzitou bakteridlnich bun¢k oproti
pfedpokladu vykéazala slabsi reakci. Kmen Lactobacillus
acidophilus po patem dni a Bifidobacterium lactis po
tfetim dni vykazaly silnou aktivaci IL-8. Interleukin 8 je
spojovan v klinické praxi spojovan s mediaci zanétlivych
procesu.

3. Zaveér

Nase vysledky neodpovidaji vysledktim, které ziskala ve
stejném systému Dr. KokeSova (v tisku), kdyZz pouzila
kmen Lactobacillus casei, ktery jsme pouZili jako standard.
Vysledky byly zfejmé ovlivnény nami pouZitou vyssi kon-
centraci bakterii. Pfi pouZiti vySs$i koncentrace bakterii
dochazi k aktivaci prozanétovych cytokinl, proto je
dalezité hledat experimentalné takové koncentrace, které
budou cilené ovliviiovat tvorbu klond T lymfocytu.
Vzhledem k tomu, Ze probiotika jsou v soucasné dobé
neustilou soucasti propagace, se zdlraziiovanim jejich
pozitivniho efektu na zaZivani, domnivime se, Ze je
dalezité sledovat jejich imunomodula¢ni G¢inky, které jsou
dle naSich zjiSténi zavislé na pouziti jednotlivych kmend.
Povazujeme za diilezité cilené sledovat tvorbu cytokind po
aktivaci probiotiky a hledat moZnosti jejich jeSté lepsiho
terapeutického efektu. Cilem dalsi prace by mélo byt
nalezeni vhodné koncentrace bakterii pro stimulaci
mononukledrnich bunék, abychom mohli ziskat standardni
vysledky tvorby cytokinl a tim i zjis$téni, které klony TH
lymfocytl jsou aktivovany.

Tato prace vznikla za podpory MSMT pii feSeni
vyzkumného zdméru MSM 2672286101.
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Bacteriocin production and inhibitory effects
of chosen Streptococcus thermophilus strains

Abstrakt

Tato prace se zabyvala produkci bakteriocinil vybranymi
kmeny Streptococcus thermophilus a inhibi¢nimi Gc¢inky
téchto streptokok vici Bacillus subtilis a Listeria innocua.
Bylo vyuZito celkem 11 kment Str. thermophilus a jeden
kmen B. subtilis ziskané ze Sbirky mlékarenskych mikroor-
ganizmti (CCDM) a po jednom kmeni Stz thermophilus,
Lb. sakei a L. innocua ziskané z Ceské sbirky mikroorga-
nizmt (CCM). Vsechny pouzité kmeny streptokokt byly
testovany na produkci bakteriocinu thermophilinu metodou
PCR. Gen pro tvorbu thermophilinu (Streptococcus ther-
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mophilus thermophilin 13 operon) byl prokdzin u 8
z 12 kment streptokokil. Inhibi¢ni aktivita thermophilinu
byla nasledné zkoumana plotnovou diftizni metodou vici
Lb. sakei. Jelikoz touto metodou nebyla pozorovana zadna
antibakteridlni aktivita thermophilinu, byly studovany
inhibi¢ni Gcinky vSech kment Str. thermophilus vici B.
subtilis a L. innocua v modelovém systému mléka UHT
a na BCP agaru. Z celkovych vysledka Ize usoudit, Ze
kmeny, u nichz byl zaznamendn gen pro tvorbu ther-
mophilinu, vykazovaly vyraznéj$i antibakteridlni ucinky
neZ kmeny neobsahujici gen pro tvorbu thermophilinu.

Klicova slova: Streptococcus thermophilus, bakterio-
ciny, thermophilin, inhibi¢ni G¢inek

Abstract

This work deals with bacteriocin production by chosen
Streptococcus thermophilus strains. Subsequent investiga-
tion focused on inhibitory effects of given streptococci
against Bacillus subtilis and Listeria innocua. There were
used 11 Str. thermophilus strains and 1 B. subtilis strain
obtained from Czech Collection of Dairy Microorganisms
(CCDM) and 1 Str. thermophilus strains, 1 Lb. sakei strain
and 1 L. innocua strain from Czech Collection of
Microorganisms (CCM) in this work. Production of bacte-
riocin thermophilin by studied streptococci was accom-
plished by PCR method. Gene for thermophilin formation
(Streptococcus thermophilus thermophilin 13 operon) was
demonstrated in 8 of total 12 streptococci strains.
Thermophilin activity against Lb. sakei was examined by
"the well difussion assay". Since none antibacterial activi-
ty of thermophilin was observed, inhibitory effects of Str.
thermophilus strains against B. subtilis and L. innocua were
studied in model system of UHT milk and on BCP agar.
The whole results showed that strains, in which gene for
thermophilin formation was detected, were more efficient
than streptococcal strains without gene for thermophilin
formation.

Keywords: Streptococcus thermophilus, bacteriocins,
thermophilin, inhibitory effect

Uvod

Streptococcus salivarius subsp. thermophilus (v praxi
pouze Streptococcus thermophilus) je jedinym strep-
tokokovym druhem spojenym s technologii potravin
(Salminen, 2004). Vzhledem k pfislusnosti Streptococcus
thermophilus k bakteriim mlééného kvaSeni se jedna
o grampozitivni, nepohyblivé, nesporulujici, kataldzanega-
tivni, fakultativn€ anaerobni koky.

Streptococcus thermophilus se prirozené vyskytuje
v mléce. Z tohoto ditvodu je pro jeho kultivaci nejvhod-
néjSim prostfedim pravé mléko, které srazi pri 30 - 45 °C
do druhého dne (Gorner, 2004, Robinson 2002). Str. ther-
mophilus patfi mezi homofermentativni mléc¢né bakterie,
tudiZ z hexdz tvoii predevsim kyselinu mléénou ve formé
L(+) izomeru (Adams, 2008, Salminen, 2004, Tamime

a Robinson, 1999). Produkovani kyselina mlécna ptede-
v§im snizuje pH prostiedi azZ na hodnoty 4 a niZ$i, coZ
inhibuje mnohé nezadouci bakterie v potravindch. Nicméné
taktéZ bylo pozorovano, Ze kyselina mlé¢na prochazi plaz-
matickou membranou, ¢imz napomahd aktivité¢ jinych
antimikrobidlnich latek, napf. bakteriocinli, diacetylu
(Gorner, 2004, Salminen, 2004). Termofilni streptokoky
jsou znamy produkci bakteriocinti, tzv. thermophilini
(Galvez, 2008).

Bakteriociny jsou ribozomalné syntetizované slouc¢eniny
produkované bakteriemi za ucelem inhibovat rdst jinych
bakterii (Salminen, 2004, Galvez, 2008). Jedna se
o extracelularné uvolnéné nizkomolekularni peptidy nebo
proteiny (obvykle 30 - 60 aminokyselin) (De Souza, 2005,
Sahl a Bierbaum, 1998, Settani, 2008). Cilem jejich aktivi-
ty je vétSinou plazmatickd membrana bakterii (Savadogo,
2006). I pfi nizkych koncentracich maji bakteriociny
vysokou antimikrobidlni schopnost. Tyto slouceniny
vykazuji baktericidni ¢i bakteriostaticky ucinek na jiné
bakterie, bud druhové piibuzné (izké spektrum ptsobeni),
nebo bakterie jiného druhu (Siroké spektrum pisobeni) (De
Souza, 2005, Settani, 2008).

V poslednich letech se dostava zvlastni pozornosti bakte-
riocinim produkovanym bakteriemi mlééného kvaseni
diky jejich potencidlni aplikaci v potravinarském primys-
lu. Lze je pouZit jako pfirodni konzervacni latky pisobici
proti patogennim bakteriim a bakteriim zpUsobujicim
kazeni, ¢cimz poskytuji mikrobiologicky stabilni potraviny
(De Souza, 2005, Galvez, 2008, Nes, 2004, Vuyst, 2007).
Bakterie mlécného kvaseni jsou obecné povaZovany za
bezpecné, tedy i jejich bakteriociny jsou hodnoceny jako
bezpecné (Galvez, 2008, Nes, 2004). M1écné bakterie syn-
tetizuji Sirokou Skélu bakteriocint s molekulovou hmotnos-
ti v rozmezi 2,5 az 6 kDa (De Souza, 2005, Garneau, 2002,
Sit, 2008). Tyto bakteriociny jsou rozdéleny do tii hlavnich
tfid podle jejich biochemickych a genetickych vlastnosti, a
to tfida I, IT a IIT (Drider, 2006). Taktéz byla navrZzena ¢tvrta
tfida s komplexni strukturou, ale nebyla obecné akceptova-
na. Trida I a II jsou hlavnimi tfidami bakteriocini diky
jejich velkému mnozstvi a potencidlnimu komerénimu
vyuziti. Tfida I, neboli lantibiotika, jsou malé (< 5 kDa)
post-translacné modifikované peptidy obsahujici neobvyk-
1é aminokyseliny jako lanthionin a B-metyllanthionin.
Bakteriociny tfidy II jsou malé (< 10 kDa) nemodifikované
termostabilni (aZ 121 °C) membranové aktivni peptidy
neobsahujici lanthionin. Trfida III obsahuje velké
(> 30 kDa) termolabilni proteiny (Salminen, 2004).

Bakteriociny tfidy II jsou kationaktivni hydrofobni pep-
tidy o velikosti 20 - 60 aminokyselin (Héchard a Sahl,
2002). Na zékladé primarni struktury je tato tfida rozc¢lené-
na na 3 podtiidy, a to lia, Iib a lic (Drider, 2006). Pro bak-
teriociny tfidy II je typické uzké inhibi¢ni spektrum
(Salminen, 2004). Tyto bakteriociny jsou aktivni hlavné
vici grampopzitivnim bakteriim s nizkym obsahem G+C,
jako jsou bakterie mléc¢ného kvaSeni, Listeria, Ente-
rococcus a Clostridium (Héchard a Sahl, 2002). Prikladem
bakteriocini podtfidy Iib jsou napt. lactococciny G, F,
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lactacin F, plantariciny A, S, EF a JK, thermophiliny A, T,
13, 81 a 347 (Cleveland, 2001, Davidson, 2005, Kabuki,
2007, Salminen, 2004, Savadogo, 2006, Villani, 1995).
Poolman a kol. identifikovali thermophilin 13, ktery byl
poprvé izolovan z kmene Streptococcus thermophilus
Sfil3. Thermophilin 13 je sloZen ze dvou termostabilnich
peptidd, a to ThmA (43 AMK) a ThmB (62 AMK). Na
rozdil od ostatnich dvoupeptidovych bakteriocinii ma ther-
mophilin 13 Siroké spektrum ptsobeni. Thermophilin 13
vykazuje aktivitu vac¢i druhtim Str. thermophilus, Bifido-
bacterium bifidum, Propionibacterium, E. faecium, CI. bo-
tulinum, CI. tyrobutyricum, Listeria monocytogenes,
Listeria innocua a rodim Lactobacillus, Bacillus a Leu-
conostoc (Garneau, 2002, Kabuki, 2007, Marciset, 1997).

Material a metody

V této praci bylo vyuzito 11 kmenta Streptococcus ther-
mophilus ziskanych ze Sbirky mlékarenskych mikroorga-
nizmi (CCDM): CCDM 7, CCDM 45, CCDM 55, CCDM
69, CCDM 70, CCDM 126, CCDM 128, CCDM 129,
CCDM 130, CCDM 131, CCDM 224. Dale byl pouzit
1 kmen Streptococcus thermophilus ziskany z Ceské sbirky
mikroorganizmti (CCM), CCM 4757. Kmen Lb. sakei
CCM 7203 byl pouzit jako indikatorovy kmen antimikro-
bidlnich G¢inka thermophilinu. Indikatorovymi kmeny pro
celkové inhibi¢ni U¢inky streptokoktt byl kmen Bacillus
subtilis CCDM 795 a kmen Listeria innocua CCM 4030.
Studované kmeny streptokokti a kmen Lb. sakei CCM 7203
byly kultivovany v M17 bujénu (Oxoid, United Kingdom)
s pridavkem 1 % (w/v) glukézy a 0,5 % (w/v) laktozy
(Lach-Ner, CR) pii 37 °C/48 h. Kmen Bacillus subtilis
CCDM 795 byl kultivovan v MPB bujénu obsahujicim
5 gl peptonu, 3 g.lI' beef extractu (Himedia, India),
3 g.I" NaCl (Sigma-Aldrich, USA) pfi 37 °C/24 h a kmen
Listeria innocua v BHI bujonu (Himedia, India) pfi
37 °C/24 h.

Bakteridlni DNA byla z tekutych kultur izolovana modifiko-
vanou metodou Gravese a Swaminathana (1993). Cista DNA
byla uchovéina v TE pufru (10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 1 mM
EDTA, pH 8,0; Serva, Germany). PCR reakce byla provedena
na pristroji DNA Engine® Peltier Thermal Cycler PTC-200
(Bio-Rad, Francie). Pfitomnost genu pro thermophilin 13 byla
u kment Streptococcus thermophilus potvizena vyuZitim
komerc¢né syntetizovanych primert (Invitrogen, USA)
thmAf/thmAr (Tabulka 1). Primery byly navrZeny pomoci pro-
gramu Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3) na zikladé
sekvence genu thmA pro Streptococcus thermophilus ther-
mophilin 13 (GenBank: U93029.1, NCBI). Obsah PCR
reakéni smési byl: 17,1 ul destilované vody, 0,5 mM dNTP
mix (Top-Bio, CR), 0,8 UM kazdého primeru, 0,6 mM MgCI2

Tab. 1 Oligonukleotidy primerd pouZitych k uréeni pfitom-
nosti thermophilinu.

Primery Sekvence nukleotidii (5 -3 ) Reference
thmAf TTCGACAGTTGAGGGTGGAT databdze NCBI
thmAr CCATACATGCAAAGCCTCCT databaze NCBI

1517 bp —=
1000 bp —=

500 bp —=

200 bp =— &= 179 bp

100 bp e

Obr. 1 Amplifikace sekvence genu pro thermophilin. M-100
bp DNA marker molekularni hmotnosti, 1-CCDM 7,
2-CCDM 45, 3-CCDM 55, 4-CCDM 69, 5-CCDM 70,
6-CCDM 126, 7-CCDM 128, 8-CCDM 129, 9-CCDM
130, 10-CCDM 131, 11-CCDM 224, 12-CCM 4757

(Top-Bio, CR), 2.5 ul ThermoPol pufru (NEB BioLabs, USA),
1 U Taq polymerazy (NEB BioLabs, USA) a 2 pl bakteridlni
DNA. PCR program byl nastaven nasledovné:

1. 1 cyklus 95 °C - 5 min,

II. 30 cykla 95 °C - 30, 58 °C - 30s, 72 °C - 30s,

. 1 cyklus 72 °C - 5 min.

PCR produkty byly standardné detekovany agar6zovou
gelovou elektroforézou v 1,5% (w/v) gelu obarvenim ethi-
dium bromidem (Sambrook a Russell, 2001). Gely byly
dokumentovany digitdlnim fotoaparatem PowerShot G6
(Canon, Japonsko).

Aktivita thermophilinu byla testovana modifikovanou
jamkovou diftizni metodou dle Schillinger a Liicke (1989).
Kmen Lactobacillus sakei CCM 7203 byl vyuzit jako
indikatorovy kmen inhibi¢nich u¢ink thermophilinu dle
De Martinis a Freitas (2003). Narostlé kultury byly cen-
trifugovany (10 000 rpm, 15 min, 20 °C). Ziskané super-
natanty byly upraveny na pH 6,5 - 7,0 1 mol.l" NaOH
a nafedény dvojkovym fedénim. Agarové plotny s pudou
M17 byly prelity 10 ml M17 soft agaru (0,7% (w/v) agar),
ktery obsahoval 0,5 ml kultury indikatorového kmene. Po
zatuhnuti byly do agaru udélany jamky, do kterych bylo
pipetovano 50 pl supernatantu produkéniho kmene. Plotny
byly kultivovany pti 37 °C/24h. Poté byly sledovany z6ny
inhibice. Vysledky byly vyjadfeny v jednotkach aktivity na
ml (AU.mI'"") (Barefoot a Klaenhammer, 1983). Jedna jed-
notka aktivity (AU = activity unit) byla definovina jako
reciprokd hodnota nejvyssiho fedéni supernatantu, které
jesté vytvari jasnou zénu inhibice. Pokud se reciproké hod-
nota nejvySsiho fedéni vynasobi hodnotou 100, ziska se
AU.ml" nefedéného supernatantu (Schillinger, 1993).

Inhibi¢ni téinky zkoumanych kment Streptococcus ther-
mophilus vi¢i listeriim a baciliim byly provéfeny v mode-
lovém systému mléka UHT (0,5% hm. MI. Tuku, Populér,
Olma, a.s., CR) dle Svirdkové a kol. (2009). Jednalo se
o spolecnou kultivaci streptokokt s Listeria innocua CCM
4030 a Bacillus subtilis CCDM 795 v mléce pti 37 °C po
dobu 3 dni. Béhem kultivace byly sledovany hodnoty pH
a pocty listerii ¢i bacil@i vZdy nulty, prvni a tfeti den. Pocty
listerii byly provadény na ptidé BHI agar (Himedia, India)
a podty bacilii na pdé MPA agar obsahujici 5 g.1" peptonu,
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3 g.I"" beef extractu, 15 g.I" agaru (Himedia, India), 3 g.1"
NaCl (Sigma-Aldrich, USA). Prvni modelovy systém:
mléko bylo nejdfive fermentovéno streptokoky (denzita 10°®
CFU.ml") a poté bylo zaotkovano listeriemi nebo bacily
(denzita 10° CFU.ml"). Druhy modelovy systém: strep-
tokoky (denzita 10® CFU.ml") byly do mléka inokulovény
s listeriemi nebo bacily (denzita 10° CFU.ml") soucasné&.
Taktéz bylo provedeno kontrolni stanoveni, tedy kultivace
listerii nebo bacilti (denzita 10° CFU.ml") v mléce bez
streptokokd.

Stanoveni inhibi¢nich u¢inkti studovanych kment strep-
tokokti na BCP agaru vychazelo z modifikované metody
dle Plockové a kol. (2001). BCP agar obsahoval 1,5 %
(w/v) agaru, 0,1 g.I" bromkresolpurpurového indikatoru
a 250 ml UHT mléka (0,5% hm. ml. tuku, Popular, Olma,
a.s., CR) na 1 litr destilované vody. Jako indikatorové
kmeny byly opét pouzity Listeria innocua CCM 4030
a Bacillus subtilis CCDM 795. Na sterilni Petriho misky
bylo oc¢kovéano 20 pl kultury streptokok, které byly prelity
pripravenym a vychlazenym BCP agarem. Po zatuhnuti
byly Petriho misky kultivovany pri 37 °C/48 h. Pak byly

provedeny 2 vpichy (po 5 pl) indikatorového mikroorga-
nizmu vedle sebe do agaru. Po vsaknuti byly Petriho misky
kultivovany pfi 37 °C po dobu 7 dni. Béhem kultivace byl
pozorovan primér rstové zény indikdtorového kmene
u kazdého vpichu a zabarveni pidy okolo vpichu. Dile
bylo provedeno kontrolni stanoveni, tedy na agar byly
zaoCkovany pouze indikatorové kmeny bez streptokok.

Vysledky a diskuze

Pritomnost genu pro thermophilin 13 u danych kment
streptokokl byla studovana metodou PCR pomoci sady
primert thmAjf/thmAr. Velikost PCR produktu (179 bp) byla
stanovena dle genu thmA (Streptococcus thermophilus ther-
mophilin 13 operon) (NCBI databaze). Specifické PCR
produkty byly zaznamendny u 8 z 12 testovanych kment
streptokokt (Obrazek 1), a to u CCDM 69, CCDM 126,
CCDM 128, CCDM 129, CCDM 130, CCDM 131, CCDM
224 a CCM 4757. Zminéné kmeny byly pro ptehlednost
oznaceny jako produkéni. Vyskyt produkce bakteriocini
u testovanych kment streptokokti 1ze srovnat se studii

Tab. 2 Hodnoty pH a pocty Bacillus subtilis nulty, prvni a treti den kultivace v mléce UHT pfedem zaockovaném studovany-

mi kmeny Str. thermophilus

CFU.ml-1

CCOM 7 5201 = 0,24 (3,83 + 0,70).10* 433 = 0,03 (9,86 + 0,60).10° 411 = 0,06 (5,00 + 0,50).10°
CCDM 45 5,03 + 0,07 (4,26 + 0,41).10° 460 = 0,05 (8,94 + 162).10° 446 = 0,05 (2,18 + 031).10*
CCOM 55 495 + 0,09 (2,09 + 037).10° 444 = 0,07 (2,48 + 031).10° 434 + 0,08 (7,77 + 0,80).10°
CCDM 70 4,26 = 0,04 (4,00 + 0,20).10° 4,06 = 0,01 (4,18 + 0,21).10° 307 = 0,07 (1,40 + 0,70).10?
CCOM 69 5,05 + 0,20 (2,83 + 0,10).10° 456 = 0,12 (1,01 + 095).10° 429 = 0,04 0
CCOM 126 482 + 0,07 (1,00 0,50).102 435 + 0,01 (1,82 + 001).102 4,26 + 0,01 0
CCDM 128 519 + 0,06 (2,25 + 1,13)10° 474 = 0,04 (3,45 + 133).10° 459 + 0,06 0
CCDM 129 462 = 0,14 (1,00 + 0,50).102 427 + 0,03 (2,00 + 1,00).102 421 = 0,02 0
CCOM 130 468 + 0,06 (1,68 + 0,84).10° 435 + 0,01 (2,09 + 1,05).10° 4,26 + 0,05 (4,09 + 0,52).10
CCDM 131 461 = 0,09 (1,20 + 0,62).10° 428 = 0,04 (2,56 + 0,96).102 421 + 0,04 0
CCDM 224 4,40 = 0,01 (1,00 + 0,50).10° 427+ 0,02 (4,55 + 1,27).10° 427 = 0,02 0
CCM 4757 479 + 0,04 (3,86 + 0,70).10° 437 = 0,12 (2,32 + 1,14)10° 414 + 0,07 (9,55 + 0,60).10'
Bagg’gfws;’gg”s 6,65 = 0,01 (3,69 + 0,37).10° 6,13 = 0,24 (2,02 + 0,78).107 5,94 + 027 (1,47 + 0,35).10°

Tab. 3 Hodnoty pH a pocty Listeria innocua nulty, prvni a tfeti den kultivace v mléce UHT pfedem zaoCkovaném studovanymi

kmeny Str. thermophilus
1. den

CFU.ml"

CFU.ml-1 CFU.ml"

CCOM 7 455 = 0,05 (252 = 065).10' | 4,16 + 0,02 (264 =07010' | 405005 | (156 = 0,44).10°
CCDM 45 433 = 0,07 (552 04210 | 419005 (1,96 £ 080).10° |  410£006 | (1,12 = 0,68).10"
CCDM 55 4,63 = 0,01 (340 = 0,96).10° | 4,23 0,03 (626 = 051).10° | 413002 | (281 0,74)10"
CCDM 70 421 = 0,09 (250 £ 025)10° | 4,13 = 0,06 (72039100 | 407=007 | (181=042.10
CCDM 69 422 % 0,15 (2,65 + 040).10° | 4,05 = 0,09 0 391 = 0,6 0
CCDM 126 5,33 = 0,02 (2,65 = 113)10° | 455 + 0,06 (7,18 £121).10° | 443 £ 0,04 0
CCDM 128 432 % 0,05 (3.80 = 090).10* | 4,18 = 0,07 (.11=10210' | 413006 | (215=092).10°
CCDM 129 451 = 0,08 (458 £ 070)10° | 421004 (610 +098).10° |  412£003 | (224 = 0,80).10"
CCDM 130 431 =013 (1,02 £ 05210 | 420008 (1,64 045).10° | 409005 | (1,25 = 0,36).10"
CCDM 131 431 = 0,04 (1,29 £028).10" | 417 + 0,02 (11106210 | 411004 | (836=076).10°
CCDM 224 4,29 = 0,06 (450 £ 084).10° | 4,24 = 0,04 (636 = 1,12).10° | 424 =0,07 0
CCM 4757 4,65 = 0,07 (1,87 £034)10° |  430=005 (270 £071)10° | 415£008 | (1,15 = 0,50).10"
Listera Inocua 6,60 + 0,01 (1,09 = 045).10° | 6,58 = 0,12 (1,56 = 0,54).10° 547 + 0,09 (8,35 = 0,41).10°
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Clevelanda a kol. (2001), kde bylo urceno 35 produkénich
kmend z celkovych 40 kmend avSak u jiného druhu
mlécnych bakterii, Lactococcus lactis.

S produk¢énimi kmeny byla provedena jamkova diftizni
metoda za uUcelem zjisténi aktivity daného bakteriocinu.
Supernatanty produkénich kmend byly aplikovany do
agaru obsahujiciho indikatorovy kmen Lb. sakei CCM
7203, po inkubaci byly sledovany z6ny inhibice. Nicméné
ani u jednoho z produkénich kmenti nebyla vytvorena
inhibi¢ni zéna. V praci Ivanové a kol. (1998) byla studova-
na inhibicni aktivita thermophilinu 81 a bylo zjiSténo, Ze
thermophilin inhiboval pouze maélo kment blizce
pfibuznych druht bakterii mlééného kvaSeni. Jednalo se
o tfi kmeny Str. thermophilus z 8 testovanych a pouze
1 kmen Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus ze 7 testovanych.
Ziskané vysledky tedy ukazuji na skutecnost, Ze studované
kmeny streptokokti disponovaly genem zodpovédnym za
tvorbu thermophilinu, ale antimikrobidlni aktivita ther-
mophilinu nebyla fenotypicky prokdzana. Z toho dtvodu
byly provedeny testy inhibi¢nich dcinkd vSech zkou-
manych kment streptokokt vici Bacillus subtilis a Listeria
innocua.

Inhibi¢ni u€inky studovanych kment Streptococcus ther-
mophilus byly testovany v modelovém systému mléka
UHT. Bylo pozorovano, zda produkéni kmeny streptokokl
inhibuji rdst indikdtorovych kment (Bacillus subtilis
CCDM 795, Listeria innocua CCM 4030) ve vétsi mife nez
kmeny neprodukéni. Taktéz bylo méfeno pH k zohlednéni
pusobeni produkce kyseliny mlécné danymi streptokoky.

V prvnim modelovém systému bylo mléko nejdiive fer-
mentovano streptokoky a nasledné zaockovano listeriemi
nebo bacily. Dosazené vysledky inhibi¢nich tGcinka strep-
tokokG vici Bacillus subtilis ukazaly (Tabulka 2), Ze
kmeny neprodukujici thermophilin (CCDM 7, CCDM 45,
CCDM 55 a CCDM 70) sniZzovaly pocty bacilt o 1 fad
béhem 3 dnu kultivace. Z téchto kmeni mél nejveétsi
inhibi¢ni uc¢inek kmen CCDM 70, u kterého bylo zaroven
zaznamenano nejniz§i pH. VétSina kmend produkujicich
thermophilin snizovala pocty B. subtilis o 2 - 3 fady za

3 dny. Nejvyraznéji snizil pocty bacilli produkéni kmen
CCDM 69 (az o 5 adl) za 3 dny.

Ve srovnani s kontrolou vSak dané produkéni kmeny
streptokokd inhibovaly rust bacilli jiz 1. den, a to az
o 5 tadt. Po tfech dnech kultivace byly pocty bacilii
redukovéany o 6 fada. Navic kmeny CCDM 69, CCDM 126,
CCDM 128, CCDM 129, CCDM 131 a CCDM 224 zcela
inhibovaly rast B. subtilis.

V prvnim modelovém systému streptokokt s L. innocua
bylo zjisténo (Tabulka 3), Ze jak neprodukeni, tak pro-
dukéni kmeny zastavily mnoZeni listerii béhem 3 dnu kul-
tivace. Nejucinnéjsi z neprodukénich kmend byl kmen
CCDM 70, obdobné jako v pfipadé plsobeni streptokoki
vici B. subtilis. Produkéni kmeny CCDM 69, CCDM 126
a CCDM 224 zcela potlacily rist L. innocua béhem 3 dnt
kultivace. U zminéného kmene CCDM 69 byla pozorovana
uplnd inhibice listerii jiz 1. den kultivace, coZ bylo ziejmé
zpusobeno i nizkym pH.

V prvnim modelovém systému mléka UHT byly tedy
vici bacilim i listeriim obecné u¢innéj$i kmeny produku-
jici thermophilin. I kdyZ nebyl uéinek thermophilinu
prokdzan samostatné pomoci jamkové diftizni metody,
zfejmé je v soucinnosti s jinymi inhibi¢nimi latkami
(predevsim kyselina mlé¢na) silnéjsi a tudiZ pozorovatelny.
Ze vSech studovanych produkcénich kment Str ther-
mophilus mél nejvétsi inhibicni G¢inek va¢i B. subtilis
i L. innocua kmen CCDM 69. Z neprodukénich kment to
pak byl kmen CCDM 70, u kterého byly zaznamenany
nejniz§i hodnoty pH. Proto by se mohl tento inhibi¢ni
ucinek prisuzovat produkované kyseliné mlécné.

Ve druhém modelovém systému byly do mléka
inokulovany streptokoky s bacily nebo listeriemi soucasné.
Sledovanim inhibi¢nich t¢inkt streptokokd vici bacilim
bylo zjisténo, Ze kmeny neprodukujici thermophilin
redukovaly pocty bacilti o 1 - 2 fady béhem 3 dnu kultivace
(Tabulka 4). Jediny neprodukéni kmen CCDM 70 inhiboval
st bacild stejné jako kmeny produkéni. To miZe mit opét
souvislost s jeho fermentani schopnosti, nebot po tiech
dnech kultivace bylo zaznamendno nejnizs§i pH pravé

Tab. 4 Hodnoty pH a pocty bacild nulty, prvni a tfeti den kultivace v miéce UHT zao&kovaném studovanymi kmeny Str. ther-

mophilus a Bacillus subtilis sou¢asné
1. den

CFU.ml"

CFU.mi-1 CFU.ml"

CCDM 7 665000 | (158=07910° | 449=022 | (266+12510° | 411006 | (241=1,06).10°
CCDM 45 663004 | @02x100)40° | 4912029 | (53212010 | 438018 | (264=13210°
CCDM 55 663003 | @11=10410° | 484025 | (522:148.10° | 421009 | (236=064)10°
CCDM 70 663001 | (349=156)10° | 425:002 | (510+140010° | 401008 | (455=15010°
CCDM 69 665001 | 07=10310° | 495020 | (402:12010° | 429020 | (500 16).10°
CCDM 126 671006 | (107=05410° | 483003 | (105+096)10° | 422£007 | (227 =065).10
CCOM 128 664002 | (133=067)10° | 48402 | (308+068.10° | 428008 | (475=1,06)10°
CCDM 129 664001 | (113056)10° | 462:003 | (216:096).10° | 419004 | (500 050)10°
CCDM 130 664002 | (101=050)10° | 474007 | (163:11310° | 430011 | (300=07210°
CCDM 131 664000 | (102+05010° |  456=001 | (529+120)10° | 418001 | (18205310
CCDM 224 666001 | (123+06210° | 431=016 | (873+07210° | 416£000 | (182=054.10°
COM 4757 670004 | (144=07240° | 4572015 | 21013010 | 425010 | 273=096)10°
Bactlls subils 665001 | (36903710 | 613024 | 02+07840° | 5%4=027 | (147 035.10°
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Tab. 5 Hodnoty pH a pocty listerii nulty, prvni a tfeti den kultivace v mléce UHT zaoCkovaném studovanymi kmeny Str. ther-

mophilus a Listeria innocua sou¢asné
1. den

CFU.ml"

CFU.ml-1 CFU.ml"

CCDM 7 6,65 + 0,02 (8,50 + 0,52).10% 4,65 + 0,08 (8,13 + 1,10).10° 4,08 = 0,09 (7,27 + 1,30).10°
CCDM 45 6,65 + 0,02 (2,30 + 0,98).10° 5,03 + 0,06 (7,52 + 0,97).10° 4,16 + 0,08 (3,55 + 0,70).10°
CCDM 55 6,65 + 0,05 (1,00 + 0,48).10? 475 + 0,06 (1,46 + 0,75).10° 411 0,08 (1,10 + 0,56).10°
CCDM 70 6,59 + 0,04 (3,50 + 0,50).107 4,24 + 0,05 (1,24 + 0,80).10° 4,14 + 0,07 (1,00 + 0,60).10°
CCDM 69 6,65 + 0,06 (3,00 + 0,90).107 421 0,13 (2,73 + 1,05).10° 395+ 0,15 1,50 + 0,70).10'
CCDM 126 6,65 + 0,01 (1,70 + 0,65).10° 5,60 + 0,07 (5,60 + 1,20).10° 4,36 + 0,05 (6,64 + 1,21).10°
CCDM 128 6,64 + 0,01 (1,25 + 0,74).10° 4,38 £ 0,09 (5,28 + 1,27).10° 4,09 + 0,07 (1,00 + 0,58).10°
CCDM 129 6,60 + 0,03 (2,00 + 0,72).107 455 + 0,15 (3,64 + 1,14).10° 411 £ 0,04 (3,50 + 0,90).10"
CCDM 130 6,63 + 0,03 (5,00 + 1,02).10? 439 + 0,14 (5,45 + 0,80).10° 4,04 + 0,04 (7,00 + 1,35).10'
CCDM 131 6,66 + 0,01 (1,00 £ 0,41).10° 431 0,05 (6,27 + 0,82).10° 4,14 = 0,01 (3,00 + 1,01).10°
CCDM 224 6,65 + 0,01 (4,00 + 0,50).107 4,29 + 0,09 (5,45 + 0,79).10° 421 + 0,02 (2,50 + 0,54).10'
CCM 4757 6,63 + 0,02 (5,50 + 1,14).10? 444 £ 0,12 (2,36 + 0,74).10° 4,20 + 0,02 (6,00 + 0,60).10"

L’s(’:%”ﬁ ’gggg”a 6,60 = 0,02 (1,09 * 0,35).10° 6,58 + 0,18 (1,56 = 0,86).10° 5,47 + 0,16 (8,35 + 0,53).10°

u kmene CCDM 70. Ani u jednoho z kment produkujicich
thermophilin nebyla pozorovana vyrazna inhibice B. sub-
tilis. Vétsina produkcnich kment sniZovala za 3 dny pocty
bacilli o 2 - 3 fady, ve srovnani s kontrolou o 3 fady.

Vysledky pozorovani inhibi¢nich uc¢inkl studovanych
kment Str. thermophilus vici L. innocua ve druhém mode-
lovém systému odhalily (Tabulka 5), Ze neprodukcni
kmeny CCDM 7 a CCDM 45 sniZovaly pocty listerii
o 1 fdd béhem 3 dnd. Kmeny CCDM 55 a CCDM 70 byly
aktivnéjsi, pocty listerii redukovaly o 2 fady za 3 dny.
Produkéni kmeny CCDM 129, CCDM 130 a CCM 4757
inhibovaly rast L. innocua o 3 fady béhem 3 dna kultivace.
Ostatni produkéni kmeny sniZovaly pocty listerii o 1 - 2 fa-
dy. V porovnani s kontrolou vSak nékteré produkéni kmeny
redukovaly pocty listerii azZ o 4 fady. Z téchto kment byl
nejucinnéjsi kmen CCDM 69. Nejnizsi pH bylo ve druhém
modelovém systému se streptokoky a listeriemi naméfeno
pravé u kmene CCDM 69, stejné jako v piipad€ prvniho
modelového systému UHT mléka s listeriemi.

I ve druhém modelovém systému mléka UHT mély obec-

v

né vyS$si antibakteridlni dcinek vici bacilim i listeriim

Tab. 6 Mira inhibi¢niho Ucinku studovanych kmendi
Streptococus thermophilus viéi Bacillus subtilis
béhem 7 dnd kultivace na BCP agaru

Inhibiéni uéinek [%]
1.den 2.den 3.den 4.den 5.den 6.den 7. den

CcCbm 7 0 0 0 0 0 0 0
CCDM 45 7,5 2,9 2,9 0 0 0 0
CCDM 55 47,5 38,8 27,1 11,9 13,8 50 0,9
CCDM 70 | 725 0 0 0 0 0 0
GCCDM 69 78,5 83,6 87,1 88,8 90,2 | 910 | 91,8
CcCDM 126 | 11,0 28,1 214 | 144 10,5 2,4 1,6
CCDM 128 | 66,0 55,0 229 | 21,8 19,2 8,4 7,2
CCDM 129 | 70,0 78,4 829 | 8511 | 869 | 88,0 | 89,1
CCDM 130 | 73,5 80,9 849 | 86,8 884 | 894 | 904
CCDM 131 | 725 80,2 84,3 | 86,4 87,9 | 89,0 | 90,0
CCDM 224 | 70,0 78,4 829 | 8511 | 869 | 88,0 | 891
CCM 4757 | 735 80,2 84,3 | 86,4 87,9 | 89,0 | 90,0

kmeny produkujici thermophilin. AvSak celkovy tucinek
streptokokt vic¢i danym indikatorovym kmentim byl ve
druhém modelovém systému mléka UHT nizsi. Taktéz
rozdily mezi produkénimi a neprodukénimi kmeny strep-
tokoktl nebyly tak vyrazné jako v prvnim modelovém sys-
tému. To mohlo byt zpisobeno vhodnéjsimi podminkami
pro rust bacilu a listerii diky snizeni pH mléka streptokoky
az beéhem spolecné kultivace. Tedy v ptipadé kontaminace
mléka pred zakysdnim jsou mlé¢né bakterie schopny za-
stavit rst bacildi ¢i listerii. Zatimco pfi kontaminaci fer-
mentovaného mléka bacily ¢i listeriemi plsobi na bakterie
nizké pH jiz od zacétku kultivace, ¢imz dochézi k redukci
jejich pocti. Znamena to tedy, Ze pomoci streptokokt Ize
kontrolovat vyskyt a mnoZeni bacila ¢i listerii ve fermento-
vanych mlécnych vyrobcich. Tyto poznatky je moZno
srovnat s praci Svirdkové a kol. (2009), ktefi taktéZ zjistili, Ze
u fermentovanych mlék je aktivita mlécnych bakterii vici lis-
teriim vyS$§i neZ u nefermentovaného modelového systému.
Ze stanoveni inhibi¢nich u¢inkti studovanych kment
Streptococcus thermophilus vici B. subtilis a L. innocua
plotnovou metodou s BCP agarem vyplyva, Ze po 7 dnech
kultivace inhibuji rdst indikatorovych mikroorganizmu
predevsim streptokoky produkujici thermophilin (Tabulka
6 a 7). Rast B. subtilis byl inhibovan nejvice produkénim
kmenem CCDM 69, a to z 91,8 %. Z kment neproduku-
jicich thermophilin byl vici bacilim nejucinnéjsi kmen
CCDM 55. Nejvetsi inhibi¢ni tcinek vaci L. innocua vyka-
zovaly produkéni kmeny CCDM 69, CCDM 130 a CCM
4757 a neprodukéni kmeny CCDM 55 a CCDM 70. Touto
metodou se opét potvrdilo tvrzeni, Ze kmeny produkujici
thermophilin mély zpravidla vys$si inhibi¢ni Gcinek vici
bacilim a listeriim neZ kmeny neprodukéni. Taktéz 1ze
tvrdit, Ze kmen CCDM 69 byl nejucinnéjsi ze vSech
zkoumanych kment jak vici bacilim, tak vici listeriim.
Bylo prokazano, Ze vyssi antibakteridlni aktivita kment Stz
thermophilus produkujicich thermophilin vici B. subtilis
a L. innocua souvisi se schopnosti tohoto bakteriocinu
inhibovat zminéné druhy bakterii (Garneau, 2002,
Marciset, 1997). Ve studii Ivanové a kol. (1998) mél ther-
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Tab. 7 Mira inhibi¢niho téinku studovanych kmend
Streptococus thermophilus vici Listeria innocua
béhem 7 dnu kultivace na BCP agaru

Kmen Inhibiéni uéinek [%]

1.den 2.den 3.den 4. den 5.den 6.den 7.den

CCDM 7 5,2 44 | 625 | 36 34 22 | 82
CCDM 45 0 1,5 1,25 2,4 34 3,3 51
CCDM 55 13,8 74 15,0 9,6 9.1 7,7 13,3
CCDM 70 | 25,8 14,7 | 1875 | 96 9,1 77 | 133
CCDM 69 25,8 29,4 40,0 | 422 455 | 46,7 | 51,0
CCDM 126 | 8,62 118 | 213 | 120 | 114 | 111 | 153
CCDM 128 | 22,4 191 | 213 | 120 | 114 | 111 | 153
CcCOM 129 | 13,8 26,5 375 | 337 375 | 389 | 439
CCDM 130 | 224 33,8 | 43,8 | 422 | 455 | 46,7 | 51,0
CCDM 131 | 34,5 441 52,5 | 51,8 54,5 | 556 | 59,2
CCDM 224 | 13,8 26,5 37,5 | 36,1 39,8 | 411 459

CCM 4757 | 258 36,8 | 463 | 422 | 455 | 46,7 | 51,0

mophilin 81 taktéz inhibi¢ni ucinek vaci B. subtilis a Lis-
teria innocua.

Zaveér

Vysledky ziskané metodou PCR prokazaly piitomnost
genu pro thermophilin 13 (Streptococcus thermophilus ther-
mophilin 13 operon) u 8 z 12 testovanych kmeni
Streptococcus thermophilus, konkrétné CCDM 69, CCDM
126, CCDM 128, CCDM 129, CCDM 130, CCDM 131,
CCDM 224 a CCM 4757. Aktivita thermophilinu vici
bakterii Lactobacillus sakei nebyla prokdzana. AvSak sle-
dovanim inhibi¢nich G¢inkd studovanych kmenti strepto-
kokt vici Bacillus subtilis a Listeria innocua bylo zjiSténo,
Ze kmeny produkujici thermophilin vykazuji zpravidla vyssi
inhibi¢ni aktivitu nez kmeny neprodukujici thermophilin.
Dale miZeme konstatovat, Ze pomoci streptokokil 1ze kon-
trolovat vyskyt a mnozeni bacilt a listerii ve fermentovanych
mlécnych vyrobcich, a to predev§im diky jejich produkci
kyseliny mlééné a thermophilinu. Nejvétsi antibakteridlni
aktivitu vykazoval kmen CCDM 69, tudiz byl vytipovan jako
nejvhodnéjsi ze vSech testovanych kment Streptococcus
thermophilus k vyuziti pti vyrobé fermentovanych mléénych
vyrobki ¢i k izolaci a naslednému studiu thermophilinu.
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Microbiology of processed cheese

Souhrn

Zakladni surovinou pro vyrobu tavenych syrt jsou
pfirodni syry, které jsou tepelné upravovany za pridavku
tavicich soli. Pfi procesu taveni za zvySenych teplot
dochézi k inaktivaci pfevaZzné casti vegetativnich forem
mikroorganizmil, vcetné bakterii celedi Enterobacte-
riaceae. Tavici teploty vSak nejsou dostatecné pro usmr-
ceni endospor, které proces prezivaji, casto vSak byvaji
problémem kontaminace tavenych syrGi grampozitivnimi
sporulujicimi ty¢inkami rodd Bacillus a Clostridium.
Zvlasté nezadouci jsou pak sporulujici mikroorganizmy
druha Clostridium butyricum, C. tyrobutyricum, které jsou
puvodci dufeni syrt, C. sporogenes a C. lentoputrescens
zpusobujici bilou hnilobu syra. Pritomnost Bacillus sub-
tilis, B. brevis a B. cereus var. mycoides je neZadouci
zejména kvili vzniku hotké chuti. Mikrobidlni jakost
tavenych syrd je zdavisla jak na mikrobiologické kvalité
pouZité suroviny, tak na sekundarnich vlivech, které jsou
vét§inou spojeny s dal§imi moZnostmi kontaminace béhem
vyroby, baleni a distribuci téchto produkta.

Klicova slova: taveny syr, mikrofldra, kontaminace, bak-
terie tvorici spory, mikromycety.

Summary

The main ingredients for processed cheese production
are natural cheeses, which are treated by heat with the addi-
tion of emulsifying salts. During the melting process the
majority of vegetative forms of microorganisms are inacti-
vated, including bacteria of the family Enterobacteriaceae.
However, the melting temperatures are not sufficient for
killing bacterial endospores, although the spore-forming
microorganisms are often weakened. From a microbiologi-
cal point of view, the most significant contamination prob-
lem of processed cheeses is caused by Gram-positive

spore-forming rod-shaped bacteria of the genus Bacillus
and Clostridium. Highly undesirable microorganisms are
spore-forming species Clostridium butyricum, C. tyrobu-
tyricum, which cause blowing of cheeses and C. sporo-
genes and C. lentoputrescens, which are responsible for
a white putrefaction of cheeses. Bacillus subtilis, B. brevis
a B. cereus var. mycoides are dangerous mainly due to the
creation of a bitter taste. Microbial quality of processed
cheeses depends on the quality of ingredients, as well as on
secondary factors which are in most cases related to other
possibilities of contamination during production, wrapping
and distribution of these products.

Key words: processed cheese, microflora, contamina-
tion, spore-forming bacteria, micromycetes

1. Tavené syry a jejich viastnosti

Vyhlaska Ministerstva zemédélstvi ¢. 77/2003 Sb.,
v platném znéni, definuje taveny syr jako syr, ktery byl
tepelné upraven za pridavku tavicich soli. Tavené syry jsou
vyrabény predevsim diskontinudlnim zplisobem zahfi-
vanim smési prirodnich syrd s tavicimi solemi za
castecného podtlaku a stalého michani, nez je dosaZena
homogenni hmota poZadovanych vlastnosti (Cari¢ &
Kalab, 1997; Buiika et al., 2009). Proces vyroby tavenych
syrd umoziiuje i vyuZiti pfirodnich syri, které nejsou vhod-
né pro pifimy prodej, tedy syrd s rlznymi, predevs§im
mechanickymi vadami (Butika et al., 2006). Nelze vSak
doporucit pouziti syrti s vadami mikrobiologického charak-
teru, zejména jedna-li se o kontaminaci sporulujicimi bak-
teriemi nebo plisnémi (Glass & Doyle, 2005). Suroviny
kontaminované plisnémi jsou rizikové zejména diky mozné
produkci mykotoxini (Moss, 2002; Magan & Olsen, 2004).

Vyrobena tavenina je plnéna do uzaviratelnych obald.
S ohledem na lidské zdravi a bezpec¢nost hotovych vyrobkt
je nutné potlacit rozvoj kontaminujici mikroflory.
Zivotaschopné mikroorganizmy, které lze detekovat
béZnymi kultivacnimi metodami by v konecném produktu
nemély byt pfitomny, nebo by jejich pocet mél byt velmi
nizky a tedy nevyznamny z hlediska lidského zdravi.
MnoZeni kontaminujicich mikroorganizmii 1ze zabranit
skladovanim pfi chladirenské teploté. Dal$i moznosti je
autoklavovani, které vede k redukci mnozstvi bakterialnich
spor, nebo pouziti nepfimych konzervacnich metod, jako je
napf. okyseleni prostfedi a sniZeni vodni aktivity (Pflug,
1987; Glass & Doyle, 2005). Teploty vyss§i nez 100 °C vSak
mohou negativné ovlivnit vyslednou kvalitu taveného syra
(Burika et al., 2004). Tavené syry vyrobené diskontinudl-
nim zpasobem (pii pouZiti tavicich teplot 90 - 100 °C) maji
pii chladirenském skladovani (4 - 8 °C) trvanlivost nékolik
mésict (Schir & Bosset, 2002).

2. Mikroorganizmy v tavenych syrech

Mikrobiologické zmény tavenych syrd zavisi na mnoha
faktorech, mezi které lze zaradit druh syra, pH, obsah
susiny, chloridu sodného, koncentrace tavicich soli a teplot-

32

MLEKARSKE LISTY é&. 120



