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The effect of filtrates with killer toxins
on the yeast contaminating dairy
and dairy products

Abstrakt

V této studii byl testovan antifungdlni efekt ctyr
filtrata s obsahem , killer toxinu‘*“ vuci Sestnacti kmentim
kvasinek kontaminujich mlé¢né produkty a mlékaren-
ské provozy. Reakce kontaminujicich druhti kvasinek
na pritomnost filtratu s killer toxinem byla hodnocena
in vitro, formou tercikovych testl. Sledovanym paramet-
rem byla tvorba inhibi¢ni zény. Citlivost kontaminantt
vuci killer toxinu byla vyhodnocena s ohledem na fak-
tory jako je mezidruhovd a vnitrodruhova variabilita
kvasinek, kmen produkujici killer toxin a obsah soli
v mediu. Ve filtratech byla potvrzena metodou SDS-
PAGE pritomnost proteind, jejichz molekularni hmotnost
(kDa) odpovida velikosti glykoproteinii detekovanych
u druhové pfislusnych kvasinek s produkci killer toxinil.

Klicova slova: killer toxin, kvasinky, kontaminant,
mezidruhova variabilita, vnitrodruhova variabilita

Abstract

The antifungal effect of four filtrates containing killer
toxins was tested against sixteen strains of yeast conta-
minants isolated from dairies. The disc method on yeast
malt agar enriched with salt was used to asset the sensi-
tivity of yeast contaminants to filtrates containing killer
toxins. The size of the inhibition zone was influenced by

factors including intra- and inter-specific variability, the
origin of the filtrates, and the salinity of media. The killer
toxins were detected in the filtrates by using SDS-PAGE
method.

Keywords: killer toxin, yeast, dairy contaminants,
inter-specific variability, intra-specific variability

Uvod

Kvasinky jsou vSudypiitomné organismy osidlu-
jici rtizné ekologické niky. Radi se do fise Fungi do
oddéleni Ascomycota (Saccharomycetales) a Basidiomy-
cota (Tremelalles). VétSina kvasinek Zije saprofytickym
zpusobem Zivota, ale mohou byt také pfilezitostnymi
patogeny zivocCichli a imunodeficientnich osob (Geddes-
McAllister a kol, 2019). Kvasinky, ve vztahu k potravi-
nam, jsou na zékladé definovanych vlastnosti konkrétniho
izolatu naleZejiciho ke konkrétnimu druhu bud hlavnim
technologickym organismem, na némz zavisi kvalita
produktu (pivovarnictvi, vinafstvi, mlécné napoje), anebo
také jsou nezddoucim kontaminantem, ktery zpisobuje
znehodnoceni potraviny. Kromé téchto dvou zaklad-
nich atributi mohou izolaty kvasinek s prokdzanou
antimikrobidlni a antifungdlni aktivitou také fungovat
jako ochranné agens v potravinich. Druhem, ktery byl
uznan, na zakladé klinickych studii, jako druh s probio-
tickymi vlastnostmi a jehoz izolaty jsou za timto tcelem
i komeréné vyuzité ve farmacii a 1ékarstvi, je Saccharo-
myces boulardii. (Czerucka a kol., 2007; Hatoum a kol.,
2012). Produkce antimikrobidlnich (AM) a antifungal-
nich latek (AF) byla vSak prokdzana i u izolatd jinych
druht kvasinek (Hatoum a kol, 2012). Sekrece AM
a/nebo AF proteint vic¢i konkrétnim patogentim je popsa-
na v mnoha studiich. Napftiklad klinické studie se Zivymi
i lyofilizovanymi kulturami S. boulardii prokazaly pro-
dukci proteinu S4kDa (serin esterdza) vuci klostridial-
nimu toxinu a niz8§i frakce <10 kDa byly detekovany
vici zanétlivym markerim (Czerucka a kol., 2007;
Palma a kol., 2015). Krom&, AM a AF proteinii, mohou
izolaty kvasinek produkovat glykoproteiny o velikosti
5-100 kDa s tzv. “Killer aktivitou” neboli, “Killer toxiny”
(také mycocin, zymocin). Kvasinky, které tvori “killer
toxiny” (dale jen KT) mohou prostfednictvim téchto
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toxinl zabijet a/nebo inhibovat druhy, kmeny, biotypy
kvasinek k nim citlivé. KT K2 a K28 jsou syntetizovany
jako prekurzory a po dozrani bunék jsou sekretovany do
media. KT jsou schopné usmrcovat cilené citlivé bunky
kvasinek pres bunécné receptory. K1 toxin poskozuje
bunécné membrany citlivych kvasinek pres nezavislé re-
ceptory bunécné stény v -D-glukanové struktuie a pres
receptor v cytoplasmatické membréané, identifikovany
jako Krelp. K28 toxin narusSuje permeabilitu bunécné
stény pres manoproteinovy komplex (Buzzini a kol.,
2007). Vyslednym efektem je zvySend permeabilita
bunécné membrany a bunécna smrt.

Fenotypy s produkci KT se vyskytuji napfi¢ rodovym
spektrem kvasinek bez ohledu na to, ze kterych zdroju
pochazeji. V ramci jednoho druhu se mohou vyskytovat
jedinci s produkci KT, jedinci citlivi a/nebo rezistentni vici
KT. Fenotypové je produkce KT u kvasinek podminéna
pritomnosti viru, u Saccharomyces cerevisiae jsou to napt.
viry Totiviridae (dsRNA, L-A a M), které jsou v infiko-
vanych bunkach pfitomné jako virusové castice (virus-
like particles, VLPs) zodpovédné za produkci KT- K1,
K2, a K28 (Novotna a kol., 2004). V pfirozenych ekosys-
témech pfitomnost viru a produkce KT vyrazné zvySuje
kompeti¢ni vlastnosti téchto fenotypii v substratu. U¢inek
KT vici sensitivnim izol4tim je podminén podminkami
prostredi jako je pH, teplota, denzita kvasinkovych bunék
v prostiedi aj. Kvasinky s produkci KT mohou v ramci
interferencni kompetice chranit medium ¢i hostitele pred
nezadoucimi kontaminanty (patogeny) a zajistit jeho
potiebné osidleni (Boynton a kol., 2016). Tento fenomén
je predmétem studii v potravinafském pramyslu, zejména
ve vinarstvi a pivovarnictvi (Lowes kol., 2000). Populace
kvasinek produkujici KT byly testovany jako kontrolni
mechanismus k fizenému zastaveni fermentacniho pro-
cesu u vina, piva i chlebového kvasu (Antonini a kol.,
2005, Lopes & Sangorrin, 2010). Jako prevence proti
kontaminantim, zejména divokym kmenim kvasinek,
jsou kvasinky produkujici KT soucasti startérovych
kultur (napfiklad inhibice Brettanomyces bruxelensis).
Kromé inhibi¢nich vlastnosti, KT produkované nékterymi
kvasinkami maji fungistatické ucinky vaci oportunnim
patogenim jako napt. KT Pichia anomala vici Candida
albicans (Vadkertiova & Slavikova, 2007). Fungistatické
ucinky jsou vétsinou podminény specifickymi podminka-
mi jako je teplotni rozmezi pro uc¢inek ¢i pH. Kvasinky
produkujici KT byly také uspésné testované vici plisni
Botrytis cinnerea (Santos a kol., 2004). Navic u fady KT
byla potvrzena i antibakteridlni aktivita viici bakterialnim
kontaminantim v ndpojich. Nékteré KT byly uspésné
testované jako antimikrobidlni agens viuci Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurum
a Bacillus cereus (Waema a kol., 2009). Vyuziti kvasinek
s produkci KT nebo pfimo filtratd kvasinkovych kultur
s obsahem KT se nabizi jako vhodna alternativa nahrazu-
jici chemické konzervanty v potravinarstvi.

Ve vztahu ke kvasinkdm kontaminujicim mlékarenské
provozy a vyrobky nebyly prozatim popsany piimé in-

terakce s kvasinkami produkujicimi KT nebo s filtraty
s obsahem KT. V ramci této pilotni studie jsme ovérovali
in vitro G¢inek KT u 4 kmenu kvasinek s prokdzanou
produkci KT vici kvasinkdm kontaminujicim mlécné
vyrobky a mlékarenské provozy rodu Kluyveromyces
sp., Candida sp., Trichosporon sp. a Saccharomyces sp.
a produkce KT byla ovérena proteomickymi metodami.

Metody

Izolace, identifikace a uloZeni kontaminantu

Z kontaminovanych vzorka solnych 1azni a syrd byly
izolovany kvasinky na YPD mediu s pfidavkem soli.
Cistota izolati byla ovéfena mikroskopicky, proveden
mikromorfologicky popis bunék. Na morfologickém
agaru (Kurtzman a kol., 2011) byla charakterizovana
makromorfologie kolonii kvasinek. Mikromorfologic-
ké znaky byly popsdany na zadkladé mikroskopického
obrazu a identita byla ovéfena na zakladé sekvenovani
ITS1F a ITS4 rRNA useku (Eurofins, Némecko). Kultury
byly oznaceny akronymem sbirky a uloZeny na Sikmych
agarech a kryoprezervaci pod glycerolem. Izolaty, jenz
nejsou oznacené akronymem sbirky, jsou soucésti pra-
covnich sbirek Vyzkumného ustavu mlékarenského
s.r.0.. VSechny uvedené kmeny rodu Candida, Trichos-
poron a Kluyveromyces marxianus CCDBC 620 byly
izolovany v ramci feSenych projekti v roce 2019. Ostatni

Tab. 1 Seznam vybranych kontaminantd — kvasinek
z mlékarenskych provozu a syrd. Tyto druhy byly
pouZzity pro testovani antifungaini aktivity kmenti
kvasinek produkujicich KT.

Matrice Druh kmen Medium
syrecky Candida krusei CCDBC 600 | YPD, YMA,
syr Candida incospicua CCDBC 601 Enf)‘ffolo -
syr Candida parapsilosis CCDBC 612 | agar, 25goc y
Syr Candida intermedia izolat
solnd lazen | Trichosporon asahii izoldt
solnd lazen | Trichosporon coremiiforme | CCDBC 2032,
2033
plisiovy syr | Trichosporon domesticum | CCDM 1062
kefir Kluyveromyces marxianus | CCDM 270
koumis CCDM 258
syr CCDBC 620
Syr Kluyveromyces lactis CCDBC 617
vinarskd Saccharomyces cerevisiae | CCDM 88
vinarska CCDM 282
Zitny kvas CCDM 2004
pivo CCDM 1069

Tab. 2 Seznam vybranych kvasinek s ovérenou produkci KT
véetné citaci publikaci, kde byly tyto izoldty popsdny.

Oznaceni Druh Citace
izoldtu
IFO 1267 Kluyveromyces lactis Gunge a kol., 1981

SK (T158-K1) | Saccharomyces cerevisiae | Palfree a Bussey, 1979

Jirkti, 1992

SS (S6/1) Saccharomyces cerevisiae | Palfree a Bussey, 1979
2n Jirkd, 1992
K2 1358 Saccharomyces cerevisiae | Schmitt a Breinig, 2006
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uvedené kmeny (tabulka 1) jsou dlouhodobé vedeny ve
sbirce CCDM (viz www.ccdm.cz).

Testovdni filtrdatu s KT vuci kvasinkdm
kontaminujicim potraviny — tercikové testy

Kultury izolatt s oveérenou produkci killer toxint byly
ziskany z PTFUK v Praze. Byly uchovavany na MEA na
Sikmych agarech. Pro ucel testovani byly kultury s KT
1 kontaminanty kultivovany v YM bujénu pfi 25 °C 48 h
(modif. Lopez a Sangorin, 2010). K testovani aktivi-
ty KT na kmeny kontaminantii bylo pouZito zdkladni
medium YMA s 0,003% metylenové modii a obsahem
soli (NaCl) 0 -1 -1,5 -2%. Medium bylo pfipraveno
v citratovém pufru a vysledné pH bylo 4.6. Tato media
byla za ucelem tercikovych, jamkovych ¢i prouzkovych
kultur inokulovéna izoldtem kontaminujici kvasinky
s koncentraci bunék 1x10* v 1 ml Rinsenova roztoku
(Sigma-Aldrich, Némecko) v mnozstvi 100 ul na Petriho
misku s primérem 6 mm. V piipadé jamkového testu
byly sterilné korkovrtem do kazdé misky vykrojeny tfi
jamky, které byly naplnény fitratem. Filtrat byl ptipraven
tak, Ze nakultivované kultury kvasinek produkujici KT
byly centrifugovany a supernatant byl nasledné filtrovan
sterilng stiikackovym filtrem (Chromafil®CA-45/25(S),
Némecko) o velikosti pért 4,5um. K terc¢ikovym testim
byly pouzity terciky k testovani antibiotik (Whatmann,
13 mm, USA). Hodnocena byla diftizni z6na na rozhrani
ter¢iku (jamky) s filtradtem z kvasinek produkujicich KT.
Petriho miska byla seskenovana a pomoci analyzy obrazu
zmétena difizni zéna (mm). Pro kazdou interakci byly
meéreny Ctyfi terciky (jamky) ve dvou opakovani.

Detekce KT ve filtrdtu

Filtraty z nativnich kultur kvasinek s produkci KT
byly pripraveny tak, Ze nakultivované kultury kvasinek
produkujici KT byly centrifugovany a supernatant
byl nésledné filtrovan sterilné stiikackovym filtrem
(Minisart) o velikosti pért 4,5 um. Dalsi filtrace probiha-
la na kolonkich a filtrech Amicon Ultracel® Amicon
ProAfinity Concentrator (Merck, USA) o predpokladané
velikosti prefiltrovanych proteind 1000 MWCO a 3000
MWCO. Z vyse uvedenych filtratt byly zaroven izolova-
ny proteiny pro SDS-PAGE separaci a analyzu proteinti
za pouziti Ni-NTA Resin Kit® (Calbiochem, Novagen,
USA) a systému kolon Amicon® Pro Purification Sys-
tem (MERCK Millipore, USA) pro 30 kDa, 100 kDa
a 2100 kDa. Tyto rozsahy byly zvoleny na zakladé studii
Salek, 2001 a Buzzini a kol., 2007. Zakoncentrované
produkty byly stabilizované za pouZziti Laemli sample
buffer s pridavkem merkaptanolu (95 °C) v poméru 1:1
(vzorek : pufr). K analyze SDS-PAGE byly pfipraveny
10 a 12% polyakryamidové gely, vhodné na uvedené
rozsahy proteint, na které byly naneseny do jamek
vzorky (8 ul) a marker (Precision Plus® Protein Dual
Xtra standards, Biorad, UK). Elektroforéza probihala za
pouziti aparatury MiniProtean® Electrophoresis System

(BioRad, UK), pfti teploté 24 °C, pfi pocatecnim napéti
90 mA a po projeti vzorkl jamkami a zaostfovacim gelem
se navysila na 120 mA. Po dokonceni elektroforézy (mi-
grace vzorkll) (cca 1h) byly gely oplachnuty ultracistou
vodou a stabilizovany v fixacnim roztoku (50:10:40 /
metanol: kyselina octova: H,O) po dobu 30 min. Poté
byly gely oplachnuty 3x ultracistou vodou po 5 minutach
andasledné barveny v GelCode™ Blue Stain (FisherScien-
tific, Némecko) po dobu 1h na kyvaci plosiné. Gely byly
promyty nekolikrat ultracistou vodou béhem 5 h. Kon-
trola a dokumentace izolovanych proteinovych produktt
na polyakrylamidovém gelu probéhla na svételné desce.
Analyza produkti SDS-PAGE byla provedena pomoci
GelAnalyser Software 2010.

Statistické zpracovdni dat

V ramci celého experimentu byl sledovan vliv faktort,
které ovliviiovaly velikost inhibi¢ni zény. Sledovan byl
vliv média YMA s riznym obsahem soli, rodové spek-
trum kvasinek, vnitrodruhova variabilita kontaminujicich
kvasinek a vliv kmene kvasinek s produkci KT. K analyze
dat byla pouZita faktoridlni analyza variance a pouZit pro-
gram Statistica software 12.0, Factorial ANOVA, Post
Hoc LSD test. Faktoridlni ANOVA byla pouZita rovnéz
pfi hodnoceni faktorti v rdmci samotné vnitrodruhové
variability kontaminujicich kvasinek, s cilem ziskat
informaci o druhové podminénych interakcich mezi kva-
sinkami s produkci KT a kontaminanty.

Vysledky a diskuze

Detekce KT ve filtrdtu

Na zékladé predeSlych experimentl byly testovany
¢tyfi kmeny KT produkujicich kvasinek vici Sestnécti
kmenim kontaminujicich kvasinek spadajici pod rody
Candida sp., Kluyveromyces sp., Trichosporon sp.
a Saccharomyces sp. Proteiny detekované metodou
SDS-PAGE na 10% gelu, cilen¢ izolované pomoci mem-
branovych kolonek 100 a 30 kDa z hrubych filtratd KT
kvasinek, odpovidaly velikosti 75 a 50 kDa, coz odpovida
K1 a K2 Saccharomyces cerevisiae (Salek, 2001) a 154
kDa v pripadé Kluyveromyces lactis (IFO1267) (Buzzini
akol., 2007). Tyto spektra odpovidajici velikosti KT byly
detekovany i u hrubého filtratu spolu s dalSimi proteiny,
jejichz funkce ndm neni znama. Filtrace a zakoncentro-
vani produktu pres kolonky Amicon Pro umoznuji cile-
nou detekci KT na zdkladé jejich zndmé molekularni
hmotnosti.

Testovani filtrdatu s KT vuci kvasinkam
kontaminujicim potraviny — tercikové testy

Kazdy rod kontaminujici kvasinky byl zastoupen
Ctyfmi izolaty, které reprezentovaly jeden nebo vice
druhi. Velikost inhibi¢nich z6n byla méfitelnym krite-
riem pro hodnoceni rozdilu mezi filtraty obsahujicimi
KT, razné citlivosti na KT v ramci druht a rodu kvasinko-
vych kontaminantt. Efekt filtratu spocival nejen v tvorbé
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inhibi¢ni zo6ny, ale také byla ovlivnéna morfologie
kolonii kvasinek a jejich densita. Velikost inhibi¢nich
z6n byla ve vSech piipadech do 4 mm. Faktoridlni
analyza v ramci celého experimentu prokézala, Ze
vyznamnymi faktory, jenz ovliviiuji tvorbu a velikost
inhibi¢nich zon, je pouze druh kontaminanta a me-
dium s rdznym obsahem soli (Tab 3). Vnitrodruhova
variabilita kontaminantli a piavod filtrdtu tj. kmen
produkujici KT, nemély na zakladé této faktoridlni
analyzy vyznamny vliv na velikost inhibi¢nich z6n.
Detailni analyzy pro jednotlivé rody kvasinek-
kontaminantt (Candida sp., Kluyveromyces sp.,
Trichosporon sp., Saccharomyces sp.) potvrdily, Ze
rozdil ve velikosti a tvorbé mezi izolaty spadajici pod
Saccharomyces cerevisiae a Kluyveromyces sp. je
statisticky nevyznamny (Tab. 4). Kmeny rodu Can-
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dida sp. a Trichosporon sp., vykazovaly prikazné
rozdily ve velikosti diftznich z6n v ramci druhové
variability (Tab 4). U rodu Candida se jedna o druho-
vou specificitu a u rodu Trichosporon se potvrdila
variabilita i v rdmci druhu Trichosporon coremiiforme.
Podrobné analyzy jednotlivych rodd kontaminantil také
potvrdily, Ze plvod filtratu s KT mél signifikantni vliv
na tvorbu zoény u rodd Kluyveromyces a Saccharomyces
resp., jednalo se o filtraty od stejnych rodi s produkci
KT. Vliv filtrdtu s KT na tvorbu zény nebyl priikazny
v ramci rodu Trichosporon a Candida. Kultivani me-
dium bez a s odstupiiovanym pridavkem soli tvorbu a ve-
likost inhibi¢nich zén jednoznacné ovliviiovalo ve vSech
pripadech.

Na zdkladé tvorby a velikosti inhibi¢nich z6n je zfejmé
7e, Ze izolat C. krusei vykazoval minimalni citlivost vaci
testovanym KT kmentim, a to pouze na médiich s 1,5 -2%
obsahem soli (Obr. 1). Obdobny vysledek byl pozoro-

Tab. 3 Celkovy vliv testovanych faktort pro véechny kmeny
kvasinkovych kontaminantd na velikost zény (mm)
s ohledem na sledované faktory v ramci celého
experimentu: rod kvasinky, vnitrodruhovou variabilitu
a medium s obsahem soli. Statistica software 12.0,
Factorial ANOVA, p<0,05. Index* oznacuje statisticky
vyznamny faktor, ns statisticky nevyznamné.

Rod kvasinky 3 3,7955 0,010943*
Vnitrodruhova variabilita S 1,1307 0,337258ns
Kmen s produkci KT 3 1,1342 0,335880ns
Medium 3 34,2688 0,000000*

Obr.

1 Velikost inhibi¢ni zény (mm) jako reakce druhd Candida
sp. na pfitomnost filtratd s KT na médiich s riznym
obsahem soli.

van u Candida inconspicua. Kmen Candida parapsi-
losis CCDBC 612 reagoval na pfitomnost filtraitu s KT
tvorbou inhibi¢nich z6n ve vSech médiich obsahujicich
stil. Obdobné reagoval na pritomnost KT i izolat C. inter-
media. Reakce téchto dvou druhii na pfitomnost KT
byla vyznamné odlisnd od C. krusei a C. inconspicua.
Druhy kandid, jez byly testovany, jsou neZadoucimi
kontaminanty v mlékarenském primyslu, ale také jsou
znamé jako pfileZitostni patogeni (Buzzini a Martini,
2001). Tvorba inhibi¢nich z6n probihala v optimalnich
podminkéch in vitro a neni tudiZ zndma reakce na tech-
nologické podminky zejména u kvasinek produkujicich
killer toxin. Nicméné, jejich ptivod poukazuje na vyso-
kou toleranci k obsahu soli a technologickym procestm.
Jsou znacné polymorfni a schopné se prizptisobit riznym
podminkam. Toto prvotni testovani KT druhti kvasinek
vuci kandidam bylo provedeno v fizenych podminkach —
stejné pH substratu a teplota kultivace. Rada studii uvadi
variabilitu v citlivosti viic¢i KT toxinu v zavislosti na pH
prostredi, obsahu soli a teploté, ale také na koncentraci
konkuren¢niho druhu kvasinek (Boynton, 2019; Baeza
akol. 2008). Izolaty kontaminantd byly izolovany z mat-
ric jako je solné médium ¢i syry, jsou tedy schopné rast
a prezivat v prostredi s vyS$$im obsahem soli. V rdmci
hodnoceni jejich vlastnosti coby sbirkovych kment byl
hodnocen riist v mediu s obsahem soli 1-10 % u vSech
uvedenych kmenil. U kmenti produkujici KT byl ovéren

Tab. 4 Viiv testovanych faktor(l v ramci rodi kontaminujicich kvasinek — vnitrodruhové variability, kmend s produkci KT
a medium s obsahem soli na vnitrodruhovou variabilitu kvasinkovych kontaminanty. Statistica software 12.0, Factorial
ANOVA, p<0,05. Index* oznacuje statisticky vyznamny faktor, ns statisticky nevyznamné.

Kontaminant Stupné rod
volnosti Kluyveromyces Saccharomyces Trichasporon Candida
F p F p F p
Vnitrodruhovd variabilita 3 1,62 0,19ns 2,11 0,11ns 9,86 0,001* 11,09 0,001*
Kmen s produkci KT 3 4,48 0,01* 7,86 0,001* 2,28 0,089ns 1,88 0,14ns
Medium 3 514 0,003* 17,23 0,001* 21,210 0,001* 10,41 0,001*
4 MLEKARSKE LISTY 182, VOL. 31, No. 5
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Kluyveromyces lactis a K. marxianus na pfitomnost filtratd
s KT na médiich s riiznym obsahem sol.

rast v médiich s pfidavkem soli 0-5 % a byl shledan
pri teploté 25 °C beze zmén oproti kontrolnim varian-
tdm bez soli. VétSina studii zamérend na AF aktivitu
killer toxint popisuje specifické korelace mezi obsa-
hem soli v mediu a pH. Je tfeba ale zohlednit rod,
druh a izolat KT produkujici kvasinky a experimen-
talni podminky (Boynton, 2019).

U druhti rodu Trichosporon se jako nejcitlivéjsi
ukdzal izolat druhu Trichosporon asahii, ktery
tvofil inhibi¢ni z6ny se vSemi filtrdty a s nékterymi
i pfi nulovém obsahu soli v mediu (Obr. 2). I zde se
nepotvrdila vyznamnd variabilita v u¢inku mezi fil-
traty s KT, ale vyznamny byl rozdil v citlivosti testo-
vanych kontaminantl rodu Zrichosporon. T. domesti-
cum (CCDM 1062) tvoril inhibi¢ni zény v reakci na
pritomnost KT aZ pti vysSich davkach soli tj. 1,5 -2 %
a stejné tak oba izolaty T. coremiiforme.

I kdyZ je uvadéno, ze ucinek killer toxint je zpravid-
la druhové specificky (Buzzini a kol, 2007), je patrné,
7Ze na filtraty druht S. cerevisiae a K. lactis reagovaly
tvorbou inhibi¢ni z6ny i jiné druhy kvasinek. Je to
vSak otazka experimentalnich podminek, rodu, druhu
a vnitrodruhové variability a také ptivodu a fenotypu
kontaminujici kvasinky. Testovani t¢inku KT vici
patogennim kvasinkdm provedl Buzzini a kol, 2001.
Testoval uspésné filtraty druht Candida maltosa, De-
baryomyces hansenii a Pichia anomala s produkci KT
pri 37 °C vuci 382 druhtim kvasinek se zaméfenim
na patogenni druhy. Testovani v naSich podminkach
probéhlo pii 25 °C, kde byla zohlediovana opti-
malni teplota pro rist a vyvoj vétSiny testovanych
druht kontaminanti. V prfipadé potravinarskych
kontaminantt by bylo vhodné sledovat i efekt nizsich
teplot s ohledem na technologii vyroby daného vyrob-
ku a na moZnost vstupni kontaminace.

Filtraty s obsahem KT mély vyznamny vliv na
tvorbu inhibi¢nich z6n v rdmci testovani na kmenech
nalezejicich ke Kluyveromyces lactis a Kluyvero-
myces marxianus (Obr. 4). Tvorba inhibi¢nich zén
nebyla tedy v tomto pfipadé vyznamné podminéna
testovanymi kmeny kontaminantii, ale pivodem fil-
tratu. Nejcitlivéjsim kmenem byl kmen CCDBC 6017
(K. lactis) v interakci s filtratem IFO1268 (K. lactis).
Inhibic¢ni z6ny se objevovaly i na médiich bez a s niz-
kym obsahem soli. Kmeny S. cerevisiae (Obr. 3)
reagovaly tvorbou inhibicni z6ény se vSemi filtraty
s KT, i kdyz reakce na kmen IFO1268 (K. lactis) byla
vyznamné nizsi nez u ostatnich filtratd s KT, které
pochézely ze S. cerevisiae.

Zaveér

I kdyz se v tomto pripade jedna na nasem pracovisti
o pilotni studii s omezenym poctem filtratd i konta-
minantd, moznost protektivniho vyuziti filtratd s KT
je redln4, prestoZe faktort, které vysledny efekt ovliv-
Huji, je celd fada. Primarni roli hraje vybér kmene
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s intenzivni produkci KT s Sirokym spektrem ucinku.
Neékteré studie jako Wojcik a Kordowska-Wiater (2015)
zmifuji, Ze nejvétsi potencidl v rdmci kment s produkei
KT predstavuji divoké kmeny kvasinek. Samotné testo-
vani interakci in vitro ma své limity, ale bez tohoto kroku
nelze ovérit fenotypy a biotypy kvasinek, citlivost vici
KT za optimalné fizenych podminek (Buzzini a kol.,
2007). 1 kdyz byl otestovan vliv KT na velké druhové
spektrum kvasinek, nejvice studii je zaméfeno na poten-
cialni vyuziti KT ve farmacii vic¢i patogennim druhtim
kvasinek, déle ve vinarstvi a pivovarnictvi. Ostatni
odvétvi potravinarského primyslu, véetné mlékarenstvi
antifungélni efekt kvasinek s produkci KT vici kvasinko-
vym kontaminantiim prozatim opomiji.
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Abstrakt

Porozuméni zdrojim a cestdm Sifeni mikrobidlni
kontaminace ve vyrobé mlécnych vyrobkdl je kom-
plexni problém. Tato prace se zaméfuje na vybrané
suroviny a slozky, které jsou k mléénym meziproduktim
pridavany. Zatimco tepelné oSetfené gelové ochucujici
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