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abstrakt

Zástupci rodu Aspergillus sp. jsou celosvětově rozšířené 
houbové organismy, které díky své metabolické aktivitě, 
kompetičním vlastnostem a obrovské reprodukční 
kapacitě osidlují různé substráty ve všech klimatických 
zónách a ekosystémech. V potravinářském a krmném 
průmyslu jsou za nežádoucí považovány zej ména druhy 
produkující mykotoxiny jako je např. A.  niger, A. flavus, 
A. parasiticus. V mlékárenských provozech se vyskytuje 
však řada dalších druhů, které také produkují sekundární 
metabolity a mohou znehodnocovat mléčné produkty. 
Ochrana provozů a produktů spočívá především v pre-
ventivních a sanitárních opatřeních, která nemusí být 
vůči těmto kontaminantům efektivní. Vzhledem k sou-
časným trendům, které cílí na potraviny bez chemic kých 
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konzervantů, jsme se zaměřili na biologickou ochranu 
mléčných produktů založenou na antifungální aktivitě 
kmenů Lactiplantibacillus plantarum. V rámci této stu-
die bylo z mlékárenských provozů získáno deset čistých 
kultur aspergilů, které byly identifikovány klasickými 
kultivačními postupy a tzv. barkódováním. Vůči těmto 
izolátům/kmenům byla testována antifungální aktivita 
čtrnácti izolátů a kmenů L. plantarum na umělých mé-
diích a na médiích s mlékem. Také byl hodnocena to-
lerance aspergilů k obsahu soli v médiu a citlivost vůči 
produktům L. plantarum. Nejefektivnější antifungál-
ní účinek vykazovaly kmeny L. plantarum původem 
z kvasů a ze siláží. Na potlačení růstu aspergilů měl 
významný vliv přídavek bezbuněčných filtrátů z L. plan
tarum do kultivačního média. Významný supresivní 
účinek vykazovaly také kmeny L. plantarum nakultivo-
vané v obnoveném mléce a přidané takto do kultivačního 
média. Druhy aspergilů, které se nacházejí v sýrárnách 
jako součást solných lázní, jsou citlivější vůči produktům 
L. plantarum a tolerují vyšší obsah soli, na rozdíl od 
ubikvitních druhů, jako je A. niger a A. flavus.

Klíčová slova: kontaminace, barkóding, Aspergillus 
sp., antifungální účinek, Lactiplantibacillus plantarum

abstract

The genera Aspergillus sp. are worldwide spread fun-
gal organisms that inhabit various substrates in all the 
climatic zones and ecosystems because of its meta-
bolic activity, competitive properties and huge repro-
ductive capacity. Particularly the species that produce 
mycoto xins such as A. niger, A. flavus and A. parasiti
cus are  undesirable in the food and feed industry. The 
dairy plants are inhabited by other species belonging 
to  Aspergillus sp. that also produce secondary metabo-
lites including proteolytic enzymes thus it can spoil the 
dairy products. The protection of the dairy environment 
in dairy plants is based on preventive and sanitary con-
trols that might not be effective against fungal contami-
nants. Consi dering current trends aimed to green label 
food without chemical preservatives we decided to test 
the biological control of aspergilli based on antifungal 
activity of Lactiplantibacillus plantarum. In the scope of 
this study, ten species of the aspergilli were isolated and 
identified from the dairy environment and products by 
using classical cultivation and molecular methods. The 
antifungal activity of fourteen isolates of L. plantarum 
against these aspergilli was evaluated. The most effective 
suppressive effect performed the L. plantarum strains 
originated from silage and sourdoughs. The growth of 
Aspergillus sp. was significantly limited by cell free su-
pernatants from L. plantarum in artificial medium. The 
adjunct of reconstituted milk with L. plantarum strains 
into media also significantly influenced the growth of 
aspergillus colonies. The Aspergillus sp. occurred in 
cheese manufactures and salt baths are more sensitive 
against meta bolite products of L. plantarum and tole-

rates higher levels of salt compared to ubiquitous species 
such as A. niger and A. flavus.

Keywords: contaminants, barcoding, Aspergillus sp., 
antifungal effect, Lactiplantibacillus plantarum

Úvod

Houbové organismy jsou díky své specifické fyzio-
logii a metabolismu schopny úspěšně osidlovat různé 
niky, množit se a šířit v rámci všech ekosystémů. Hrají 
nezastupitelnou roli při rozkladu a recyklaci organických 
i anorganických materiálů. Z hlediska trofických vztahů 
zahrnují symbiotické druhy (např. mykorhizní houby), 
saprofytické druhy (např. Penicillium sp.) a obligátně 
nebo fakultativně parazitické druhy (např. entomopa-
togenní houby). U řady druhů je známý dvojí způsob 
života tzn. že mají schopnost žít jako saprofyté i jako 
symbionti, anebo parazité. Tato trofická rozmanitost je 
výsledkem složitých evolučních pochodů a adaptačních 
mechanismů hub, podmíněných celou řadou genů. Hou-
bové organismy jsou nedílnou součástí dějin lidstva, ať už 
jako organismy prospěšné, využívané k výrobě a produk-
ci potravin, nápojů, organických kyselin a látky využívané 
v léčitelství a farmacii, nebo jako nežádoucí kontaminan-
ty potravin, patogenní nebo parazitické agens. 

V potravinářském a krmivářském průmyslu je celo-
světově, z důvodu ekonomických ztrát a zdravotních rizik, 
považován za jeden z nejzávažnějších kontaminantů rod 
Aspergillus sp.. Kromě senzorického a výživového zne-
hodnocení potravin, je významným doprovodným fak-
torem také produkce toxických a alergenních metabolitů, 
mykotoxinů, případně, s ohledem na imunodeficientní 
osoby, také možnost mykotické infekce. Produkce 
mykotoxinů je známá u řady druhů rodu Aspergillus sp. 
(Ráduly a kol., 2020). Ačkoliv tyto mykotoxinogenní 
druhy kontaminují produkci obilovin, rýže a kukuřice 
zej ména v tropických a subtropických oblastech, globál-
ní oteplování a celosvětový trh umožňuje nežádoucí 
šíření mykotoxigenních druhů aspergilů i do Evropských 
zemí (Garnier a kol., 2017; Udovicki a kol., 2018). Kon-
trola kvality dovážených obilovin a produktů do zemí EU 
spadá pod nařízení Evropské unie (EC 1881/2006). Pro 
mléčné výrobky, do kterých se mykotoxiny mohou dostat 
z mléka kontaminovaného přes potravní řetězec, jsou pro 
stanovené mykotoxiny (aflatoxin A1, B1) rovněž stano-
vené limity v rámci nařízení EU 1881/2006. 

Rod Aspergillus sp. zahrnuje více než 180 anamorf-
ních stádií, které se rozmnožují výhradně nepohlavně 
a produkují masy spór, snadno se šířících vzduchem i vo-
dou. Řada druhů vykazuje toleranci k solím, organickým 
kyselinám, nízké vodní aktivitě (aw) a teplotě (Samson 
a kol., 2010). Kontaminace mléčných výrobků rodem 
 Aspergillus sp. pocházejí z různých zdrojů. Zdrojem kon-
taminace mléčných výrobků, zejména v případě druhů 
A. flavus, A. niger, může být vzduch (Géry a kol., 2021). 
Ke kontaminaci sýrů různými druhy aspergilů dochází 
během solení v solných lázní a nálevech ( Bokulich  
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a kol., 2013; Garnier a kol., 2017). V mléčných výrob-
cích se mohou aspergily vyskytovat jako nahodilé 
kolonie na povrchu produktu zpravidla v souvislosti 
se vzdušnou kontaminací či nedostatečnou ochrannou 
atmo sférou obalu. Může docházet také k systemické 
kontaminaci celé výroby v souvislosti s kontaminovanou 
solnou lázní či nálevem. Charakter a zabarvení kolonie 
je druhově specifické. V současné literatuře jsou také 
relevantní odkazy na fungální biofilmy, tvořené buď 
výhradně aspergily (Morelli a kol., 2021) nebo komuni-
tami aspergilů a dalších druhů plísní a kvasinek (Siqueira 
a kol., 2013; Subroto a kol., 2022). Takovéto biofilmy 
jsou součástí různých méně přístupných částí mlékáren-
ských zařízení (vany, spáry dlaždic, potrubí). Identifikace 
druhů aspergilů z biofilmů a kontaminovaných produktů 
vyžaduje polyfázický přístup, tj. kombinaci klasických 
kultivačních a molekulárních metod. Kultivace stěru/
vzorku biofilmu na kultivačních médiích umožnují získat 
čistou kulturu a její morfologický popis (Samson a kol., 
2010) a následně mikroskopický popis morfologických 
struktur. Molekulární metody identifikace druhů Asper
gillus sp. nejsou založené pouze jen na sekvencích běžně 
užívaného regionu ITS (úsek jaderné DNA kódující krátké 
části RNA malé a velké ribozomální podjednotky obsa-
hující vnitřní přepisované distanční sekvence) (Schoch 
a kol., 2012). Pro přesnější identifikaci se využívá tzv. 
DNA barkódování, tedy sekvenování více standardizo-
vaných taxonomicky relevantních úseků DNA markerů 
(beta-tubulinu (BenA), kalmodulinu (CaM), aktinu (Act) 
a dalších) a porovnání získaných sekvencí se sekvencemi 
v on-line databázích (Stiellow a kol., 2015).

Prevence výskytu plísní v mlékařství je založená na 
implementaci HACCP systému ochranných a preven-
tivních opatření a sanitačním programu. Metody ochra-
ny mléčných produktů vůči fungálním kontaminantům 
spočívají v jejich částečné či úplné inhibici za použití 
chemických ochranných konzervantů, fyzikálních metod, 
jako je ochranná atmosféra balených produktů, chlazení 
nebo naopak zahřátí na vysokou teplotu nebo vysoko-
tlaké ošetření. Kromě uvedených způsobů ochrany jsou 
testovány a uváděny do praxe možnosti biologické ochra-
ny potravin, založené na interakcích (antibióza, kompe-
tice) mezi mikroorganismy a houbovými organismy, 
nebo na jejich metabolických produktech, 
které mohou mít anti fungální účinky. Jed-
nou z možností je využití bakterií mléčného 
kvašení (BMK) s ověřeným antifungálním 
účinkem. V rámci fermentačního procesu 
BMK vznikají organické kyseliny, diacetyl 
acetoin a peptidy, které, jak bylo potvrzeno 
v mnoha studiích (Kavková a kol., 2022; Salas 
a kol., 2018; George a kol., 2018; Garcia-Cano  
a kol., 2019), inhibují růst a vývoj houbových 
organismů. Produkce těchto látek je podmíně- 
na geny, faktory prostředí a je kmenově spe- 
cifická (Scano a kol., 2021; Palla a kol., 2020). 
Bioprotektivní účinky BMK představují  

souhrn funkčních vlastností, z nichž na začátku testování 
kmenů BMK vůči fungálním kontaminantům je anti-
fungální  aktivita ověřená in vitro a v potravinové matrici.  
V současné době existuje na trhu několik produktů 
založených na protektivních bakteriálních kulturách Lac
ticaseibacillus rhamnosus, L. paracasei, Propionibac
terium freidenreichii. Jedním z vhodných druhů BMK, 
úspěšně testovaných v mnoha studiích je také Lactiplan
tibacillus plantarum. Kmeny L. plantarum na základě 
svých funkčních vlastností mohou zvyšovat bezpečnost 
a kvalitu potravin a poskytovat další zdravotní benefity 
pro konzumenty (Scano a kol., 2021; Behera a kol., 
2018; Raveschot a kol., 2018). Kmeny L. plantarum 
byly již v několika studiích testovány vůči řadě fungál-
ních kontaminantů, včetně aspergilů kontaminujících 
potraviny, ale v jednalo se výhradně o druhy A. niger 
(Dallagnol a kol., 2019), A. flavus (Živkovic a kol., 2019; 
Zhao a kol., 2019; Li a kol. 2020), A. parasiticus (Luz 
a kol.,2017; Poornachandra Rao a kol., 2017), A. car
bonarius (Djossou a kol., 2011) a A. nidulans (Ström, 
2005). V prostředí mlékáren se však vyskytuje i řada 
dalších druhů aspergilů, které mohou příležitostně kon-
taminovat a znehodnocovat mléčné výrobky. Cílem 
studie bylo izolovat a identifikovat aspergily z prostředí 
mlékáren a mléčných výrobků a otestovat antifungální 
aktivitu kmenů a izolátů Lactiplantibacillus plantarum 
vůči aspergilům ve formě bezbuněčných supernatantů 
a živých buněk v mléčné matrici.

materiál�a�metody

1. Izolace a identifikace aspergilů
Izolace fungálních kontaminantů ze sýrů, solných lázní 

a stěrů probíhala podle standardních mikrobiologických 
postupů (Samson a kol., 2010). Čisté kultury byly identi-
fikovány na základě makromorfologie kolonií na médiích 
uvedených v tabulce 1, mikromorfologie morfologických 
struktur pomocí světelného mikroskopu Olympus BX 43 
(Tokyo, Japonsko) a dle DNA analýz.

Izolace DNA byla prováděna rychlou metodou alka-
lické lýze (Kavková a kol., 2021). PCR amplifikace 
regionu ITS i sekundárních markerů pro barkódovou 
analýzu probíhaly za použití primerů a reakčních pod-

Tab. 1   Přehled půd a kultivačních metod použitých při izolaci a kultivaci 
fungálních kontaminantů

Houbový 
organismus

Médium Původ Reference Kultivace

Plísně MEA, CYA (Czapek 
Yeast Agar), CREA 
(Creatin Agar), 
YES (Yeast Extract 
Saccharose)

MERCK KGaA, 
Německo,
MILCOM a.s., 
Česká republika

Samson a kol., 
2010

5 dní, aerobní, 
při 25 °C

DG18 BDH, Prolabo, 
Německo

Samson a kol., 
2010

Aerobní 
kultivace, 
teplotní 
podmínky dle 
druhu viz. 
mikroskopický 
obraz

SNF MILCOM a.s., 
Česká republika

Andrews a Pitt, 
1986Toxigenní plísně 

(např. Fusarium 
sp.)

DCPA
PDA Hi-media, Indie Samson a kol., 

2010
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druhu byla nakultivována tři opakování. Data byla zpra-
cována analýzou variance (ANOVA) Statistica Software 
(Tulsa, USA) při α ≤ 0,05 ≤ p. 

3.  Testování antifungální aktivity kmenů  
L. plantarum vůči aspergilům
K testování antifungální aktivity L. plantarum byly 

použity druhy aspergilů (Tabulka 3)., jejichž taxono-
mická příslušnost vychází z výše uvedené metody barkó-
dování a je uvedena v Tabulce 6 ve výsledkové části.

mínek uvedených v tabulce 2. V případě, že PCR reakce 
neproběhly, nebo proběhly nestandartně, byly podmínky 
PCR reakce dále optimalizovány pomocí gradientu 
teplot. Rovněž byly zkoušeny různé koncentrace templá-
tové DNA vstupující do reakce. Jako sekvenační primery 
byly použity příslušné forward primery. 

Získané nukleotidové sekvence byly porovnány se 
sekvencemi uloženými v on-line databázích (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/; http://its.mycologylab.org/), na 
základě čehož byly vzorky identifikovány. Pro snazší 
vizualizaci výsledků identifikací byly konstruovány fy-
logenetické stromy. Získané sekvence byly vloženy do 
datasetů (pro každý marker jeden) a společně s kompati-
bilními sekvencemi z databáze NCBI byly alignovány 
(zarovnány) v programu SeaView (Gouy a kol., 2010) 
 algoritmem Muscle (Edgar, 2004). Výsledný align-
ment byl zkrácen o vzniklé mezery a byly na něm pro-
vedeny fylogenetické analýzy metodou maximální 
pravděpodobnosti (ML), modelem GTR, s bootstrapovou 
podporou ze sta opakování, programem PhyML v3.1 
(Guindon a kol., 2010). Pro finální grafické zpracování 
výsledků identifikací byl zkonstruován konkatenovaný 
(řetězený) dataset obsahující zkrácené sekvence všech 
amplifikovaných markerů skládané za sebou na kterém 
následně proběhla fylogenetická analýza výše uvedeným 
způsobem (obrázek 1). 

  
2. Tolerance druhů Aspergillus sp. k obsahu soli

Druhy rodu Aspergillus sp. byly izolovány z mlékáren-
ských a pekárenských provozů a matric. Po genomické 
analýze byly na základě barkódování identifikovány, 
morfologicky popsány na definovaných médiích (Sam-
son a kol., 2010) a uloženy ve sbírce CCDBC (MILCOM 
a.s., CZ). Druhy A. niger, A. flavus byly na vyžádání zís-
kány ze sbírky CCF (UK, Praha, CZ) (Tabulka 3). Kme-
ny aspergilů byly nakultivovány na médiu MEA (MERK, 
Německo) (Tabulka 1). V Ringerově roztoku (Sigma 
 Aldrich, Německo) byly připraveny suspenze o koncen - 
traci spór 1×105×ml-1. Ředění bylo upraveno podle pře-
počtu v Bürkerově komůrce (Inglis a kol., 2011). By ly 
připraveny půdy MEA s obsahem soli 0-5-10-15-20 % 
NaCl. Po zatuhnutí půd na Petriho miskách byla do 
středu kápnuta kapka (20μl) suspenze spór příslušného 
druhu. Petriho misky byly uloženy v termostatu a kul-
tivovány při 25 °C po dobu 7 dní. Po této době byl měřen 
a hodnocen radiální růst fungální kolonie. Od každého 

Tab. 2  Molekulární markery použité pro DNA barkóding 

region DNA primery sekvence (5´→ 3´) zdroj doporučené podmínky reakce

BenA
BT2a GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC

Glass a Donaldson, 1995 95 °C, 300 s; 35x (95 °C, 30 s; 58 °C, 30 s; 72 °C, 
60 s); 72 °C, 300 sBT2b ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC

CaM
CMD5 CCGAGTACAAGGAGGCCTTC

Hong a kol., 2006 95 °C, 300 s; 35x (95 °C, 30 s; 52 °C, 30 s; 72 °C, 
60 s); 72 °C, 300 sCMD6 CCGATAGAGGTCATAACGTGG

Act
ACT-512F ATGTGCAAGGCCGGTTTGGC

Carbone a Kohn, 1999 95 °C, 300 s; 35x (95 °C, 30 s; 55 °C, 30 s; 72 °C, 
60 s); 72 °C, 300 sACT-783R TACCAGTCCTTCTGGCCCAT

ITS
ITS1F CTTGGTCATTTAGAG Gardes a Bruns, 1993;  

White a kol., 1990
95 °C, 300 s; 35x (95 °C, 30 s; 55 °C, 45 s; 72 °C, 
80 s); 72 °C, 300 sITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGCa

Tab. 3   Seznam kmenů a izolátů rodu Aspergillus sp. 
izolovaných z mlékařských a pekařských matric

Rod a druh Akronym sbírky
Aspergillus CCDBC CCF izolát Kultivace 
montevidensis 338 25 °C

CYA, MEA, 
DG18, YES

tabacinus AT
cibarius 318
versicolor 321
flavus 1838

3170
niger 3264

3282
unguis AU

Izoláty a kmeny L. plantarum pocházejí ze sbírky 
CCDM a pracovních sbírek projektů VÚM. Jedná se 
o izoláty z mlékařských a pekařských matric a ze siláží 

Tab. 4   Seznam kmenů Lactiplantibacillus plantarum a jejich 
původ

L. plantarum CCDM Původ
K19-1 3030 Kvas
K19-2 3031
K19-3 3048
K20-4 3049

CCDM3018 3018
CCDM 185 185 Siláž
CCDM 191 191
CCDM 196 196

L12 1091 Livanjski sýr
L16 1092
L17 434
L24 1094
L32 1095

CCDM375 375 Lidského původu
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opakován. Data byla zpracována analýzou kovariance 
 (ANCOVA), kde procentické zastoupení filtrátu v médiu 
bylo bráno jako kovariát (Statistica Software v 12.1.). 

Difúzní test s obsahem L. plantarum v 10 % RSM 
(modifikace Tropcheva a kol., 2014)

RSM (10 %) bylo zaočkováno laktobacily a kultivo-
váno při 30 °C 24 h. Sražené mléko s laktobacily bylo 
smícháno s vytemperovaným MEA agarem (45 °C), 
tak abychom dosáhli 20 % a 30 % podílu sraženého 
mléka v médiu (RSM/MEA). Takto připravené médium 
bylo rozlito na Petriho misky. MEA smíchaná pouze 
s mlékem představovala kontrolní variantu č. 1 a MEA 
bez jakéhokoliv přídavku kontrolu č. 2. Na zatuhlé mé-
dium byla nanesena do středu misky kapka suspenze 
spór (1×105×ml-1) (5μL). Zaočkované Petriho misky byly 
uloženy v termostatu (25 °C). Růst kultur byl pravidelně 
sledován po denně po dobu 10 dní. Růst bodové kolonie 
byl porovnáván s kontrolami, byl měřen průměr kolonií 
a sledována tvorba inhibiční zóny. Experiment byl třikrát 
opakován. Data byla zpracována analýzou kovariance 
(ANCOVA), kde procentické zastoupení filtrátu v médiu 
bylo bráno jako kovariát (Statistica Software v 12.1.). 

výsledky�a�diskuze

1. Izolace a identifikace
Izoláty (Tabulka 6) byly podle sekvencí ITS identifiko-

vány jako rod Aspergillus sp.. Na základě literatury byly 
vybrány a sekvenovány nejběžněji používané sekundární 
markery (BenA, CaM) (Samson a kol., 2014; Koscubé 
a kol., 2016). Jako doplňující sekundární mar ker jsme 
vybrali aktin (Act). Tento marker není standar dizovaným 
barkódovým genem pro rod Aspergillus, ale osvědčil se 
nám při analýzách příbuzného rodu Penicillium. Byly 
získány sekvence markerů: BenA – 400 bp, Cmd – 500bp 
a Act – 160-300 bp. Většina vzorků vykazovala stej-
né taxonomické zařazení u všech vybraných markerů  

(Tabulka 4). Taxonomická příslušnost použitých kmenů, 
včetně přístupových kódů k DNA sekvencím jednot-
livých kmenů je uvedena v Kavková a kol. 2022. Kmeny 
jsou uchovávány v lyofilizované formě, oživovány v 16 % 
obnoveném mléce (RSM) a nadále uchovávány v MRS 
bujónu. Kultivace kmenů probíhá v MRS při 30 °C 24 h. 

antifungální�testy

Difúzní test s 20 % a 30 % filtrátu L. plantarum 
na MEA

Laktobacily byly kultivovány v 50mL falkonách 
v MRS+FGGM za účelem intenzivní produkce funkčních 
metabolitů, jako jsou krátkořetězcové organické kyseliny 
(mléčná, octová) a antimikrobiální a antifungální peptidy 
a proteiny (Abassiliasi a kol., 2017; Kavková a kol., 2022). 
Po 27 h kultivaci byly kultury laktobacilů centrifugovány 
(12 tis RPM/10 minut). Supernatant byl přefiltrován přes 
mikrobiální filtr o velikosti pórů 2,2μm (CHROMAFIL®, 
Macherey-Nagel, Německo). Do vytemperovaného média 
(47 °C) MEA bylo přidáno odpovídající množství filtrátu 
tak, aby byly dosažené podíly 20 % a 30 % (v/v). Médium 
bylo nalito na Petriho misky a po zatuhnutí byla nanesena 
do středu kapka suspenze spór (20 μL), (1×105×ml-1) jed-
notlivých druhů aspergilů. Kromě měření růstu kolonie 
(mm) byl sledován celkový vývoj na základě indexové 
stupnice (Tabulka 5), tj. zda spóra naklíčí, jak se bude 
vyvíjet mycelium a zda dojde ke sporulaci, tj. bude-li se 
za daných podmínek kmen šířit. Experiment byl třikrát 

Tab. 5   Stupnice hodnocení růstu aspergilů na médiu 
s 30 % a 20 % obsahem filtrátu

stupnice definice
1 nic
2 redukované mycelium
3 vzdušné mycelium
4 sporulace

Tab. 6   Přehled identifikací na základě použitých markerů. (Aktin není pro Aspergillus sp. standardizovaný barkód a pro 
většinu vzorků tedy nejsou v databázích uloženy odpovídající sekvence)

Vzorek/CCDBC ITS BenA  Cmd  Act  
(nestandardizovaný)

F20/321 A. versicolor A. fructus A. fructus není v  DB
F25 A. pseudoglaucus A. pseudoglaucus A. tabacinus A. pseudoglaucus
F36/318 A. cibarius A. cibarius A. cibarius není v  DB
730 A. melleus/A. unguis A. unguis A. unguis A. unguis
1f/AT A. tabacinus A. tabacinus A. tabacinus není v  DB
M20-1/338 A.chevalieri/ montevid. / amstelodami A. montevidensis / amstelodami A. montevidensis / amstelodami není v  DB
1172A A.chevalieri/ montevid. / amstelodami A. montevidensis / amstelodami A. montevidensis / amstelodami není v  DB
Asp_mad/AU A. melleus/A. unguis A. unguis A. unguis A. unguis
Ni326 A. niger A. niger A. niger není v  DB
Pe3282/CCF3282 A. niger A. niger A. niger není v  DB
Fl3170/CCF3170 A. niger/A. foetidus A. niger A. niger není v  DB
Fl1838/CCF1838 A. flavus A. flavus A. flavus není v  DB
Bio2039-4 A. flavus A. flavus A. flavus není v  DB
Ch1A/318 A. pseudoglaucus/ A. cibarius A. cibarius A. cibarius není v  DB

ITS – region jaderné ribosomální DNA, BenA – ß tubulin, Cmd – calmodulin, Act – aktin
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(Tabulka 6). Taxonomické určení vzorku F20 na základě 
BenA a Cmd se lišilo od prvotního určení na základě ITS, 
ale na základě fylogenetických analýz konkatenovaného 
datasetu jsme tento vzorek identifikovali jako A. fructus 
(Obrázek 1). Dalším vzorkem, u kterého se taxono mické 
zařazení lišilo v závislosti na použitém markeru byl 
vzorek F25. ITS a Cmd sekvence tento vzorek určily jako 
A. pseudoglaucus, zatím co Cmd sekvence odpovídala 
spíše A. tabacinus. V tomto případě ke správnému určení 
pomohla sekvence Act, která byla na základě porovnání 
s databázemi identifikována jako A. pseudoglaucus. 
Speciálním případem byly vzorky M20-1 a 1172A, které 
byly na základě ITS nejednoznačně určeny jako A. cheva
lieri/amstelodami/montevidensis. Podle sekvencí BenA 
a Cmd byl okruh zařazení zúžen na A. montevidensis 
nebo A. amstelodami. Ačkoliv se oba izoláty sekvenčně 
nepatrně liší, na základě fylogenetických analýz oba 
nejvíce odpovídají A. montevidensis. Sekvence aktinu 
nebyly zařazeny do konkatenovaného datasetu a jeho fy-
logenetických analýz (Obrázek 1), protože v databázích 
je k dispozici jen velmi málo odpovídajících sekvencí. 
To nám prozatím neumožňuje získané sekvence s jisto-
tou přiřadit k daným druhům, zejména díky vzorkům, 
u nichž se taxonomické zařazení na základě různých 
barkódů lišilo.

Rod Aspergillus sp. představuje skupinu závažných 
potravinářských kontaminantů. S ohledem na mlékařskou 
matrici (solné lázně, syrovátka, sýry, jogurty) bylo odi-
zolováno 8 druhů (obrázek 1) buď přímo z kontami-
novaných produktů, nebo jako součást nežádoucích 
biofilmů. V porovnání s druhy, na které se přednostně 
zaměřují současné studie (A. niger, A. flavus), představují 

izoláty z mlékařských matric xerofytické a halofytní 
druhy (A. unguis, A. montevidensis, A. tabacinus, A. ver
sicolor) (Yang a kol., 2017; Visagie a kol., 2017; Piontek 
a kol., 2016). Všechny druhy uvedených aspergilů jsou 
producenti sekundárních metabolitů a produkují také 
proteolytické enzymy (Piontek a kol., 2016). U všech tes-
tovaných druhů aspergilů je popsána patogenita a toxicita 
produkovaných sekundárních metabolitů (Yang a kol., 
2017; Visagie a kol., 2017).

2.  Tolerance druhů Aspergillus sp. k obsahu soli 
v substrátu
Růst jednotlivých kmenů při 25 °C na MEA byl téměř 

stejný. Analýza variance (ANOVA, Statistica soft v 12.1) 
také potvrzuje, že jednotlivé kmeny se mezi sebou 
v intenzitě růstu statisticky významně nelišily, pokud 
rostly na MEA (Tabulka 7). 

Obr. 1   Grafické zpracování výsledků molekulárních 
identifikací. ML kladogram konstruovaný na základě 
BenA Cmd a ITS konkatenovaného datasetu. 
Pro vyšší přehlednost byly odstraněny duplicitní 
zástupci rodů A. unguis, niger a flavus.

Tab. 7   Vliv faktorů na variabilitu růstu kolonií aspergilů (mm) 
s ohledem na obsah soli v médiu (ANOVA, Statistica 
Software v.12.1) * statisticky významné

Faktor Stupně volnosti F P
Obsah soli 4 2208,3 0,001*
Kmeny aspergilů 8 32,34 0,22

Růst kolonií jednotlivých druhů aspergilů se však 
významně lišil v závislosti na obsahu soli v médiu. 
Druhy (A. montevidensis, A. cibarius, A. unguis, A. ta
bacinus a A. versicolor), izolované ze solných lázní 
a van, tolerují 15% obsah soli. Kolonie jsou po sedmi- 
denní kultivaci menší v porovnání s kontrolní kulturou 
na MEA, ale plně sporulující. Druhy izolované jako kon-
taminanty z mléčných výrobků (A. flavus a A. niger) jsou 
na obsah soli citlivější a výrazně omezují růst a sporulaci 
již při 10% obsahu soli. Rozdíly v reakci na množství 
soli v médiu mezi kmeny a izoláty aspergilů jsou graficky 
znázorněné na obrázku 2. 

Obr. 2   Porovnání růstu devíti bodových kultur kmenů 
a izolátů Aspergillus sp. po 7 dnech kultivace na 
MEA s různým obsahem soli. (1838, 3170 – 
 A. flavus, 3264, 3282 – A. niger, 321 – A. versicolor,  
AU – A. unguis, AT – A. tabacinus, 318 – A. cibarius,  
338 – A. montevidensis)
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3.  Antifungální aktivita L. plantarum vůči druhům 
Aspergillus sp.

Difúzní test s 20 % a 30 % filtrátu L. plantarum na MEA
Vliv filtrátu L. plantarum na aspergily byl významně 

odlišný v rámci testovaných druhů L. plantarum i samot-
ných druhů aspergilů. Zvýšený podíl filtrátu (30 %) také 
významně potlačoval růst kolonií na MEA mediu (Tabul-
ka 8). 

Test na médiu s 10% obnoveným mlékem s L. plantarum
Na MEA agaru obohaceném o RSM s nakultivovanými 

laktobacily byl jasný rozdíl v růstu kolonií aspergilů. Ve-
likost samotné kolonie byla významně ovlivněna kme-
nem L. plantarum, podílem RSM s L. plantarum a různou 
citlivostí druhů aspergilů (tabulka 9).

V porovnání s růstem kolonií v kontrolních variantách 
(K1, K2) se průměr kolonie aspergilů rostoucí na RSM-
MEA lišil o více než polovinu (obrázek 5). Růst kolonií 
aspergilů ovlivňovaly významně zejména kmeny L. plan
tarum ze siláží (185, 191, 196) a z kvasů (3018, K19-2, 
K20-4, K20-5).

Obr. 3   Vývoj osmi bodových kultur aspergilů na MEA 
s 30 % přídavkem filtrátu L. plantarum – 7 den kulti-
vace. 1 – Aspergillus sp. se nevyvíjí, 2 – redukované 
mycelium, 3 – vzdušné mycelium, 4 – sporulace. 
(1838, 3170 – A. flavus, 3264, 3282 – A. niger, 321 
– A. versicolor, AT – A. tabacinus, 318 – A. cibarius, 
338 – A. montevidensis)

Obr. 5   Supresivní účinek izolátů a kmenů L. plantarum 
v MEA s RSM na základě průměru fungálních kolonií 
(mm) po 7 dnech kultivace

Tab. 8   Statistická významnost sledovaných faktorů a jejich 
vliv na růst fungální kolonie (mm), ANCOVA, 
Statistica Soft. v.12.1, p ≤ α ≤ 0.05

Faktory Df F p
Rozměr kolonie (mm) 8 26,6597 0,000001*
1 Podíl filtrátu 1 7,2900 0,007603*
Kmeny L. plantarum 10 10,0659 0,000000*
Kmeny aspergilů 8 2,2298 0,027293*

* statisticky významné, 1 – kovariát

Supresivní účinek L. plantarum na vývoj fungální 
kolonie byl zřejmý u všech druhů aspergilů. Významný 
rozdíl (obrázek 3) je patrný mezi druhy, které pocházejí 
z mlékařských matric, a i z hlediska ekologie jsou vázány 
na tyto specifické substráty (338, AT, 318, 321) oproti 
druhům, které jsou známé jako saprofyté s širokou eko-
logickou amplitudou, jako je A. flavus (3170) a A. niger 
(3264, 3282). A. unguis při této dávce filtrátů nerostl, 
není proto ani na obrázku 3. Do fáze sporulace se během 
7 dnů nedostal žádný z kmenů, přesto že všechny kontroly 
na MEA bez filtrátu plně sporulovaly a dosahovaly tedy 
inde xu 4. Vyšší dávka filtrátu (30 %) měla významný vliv 
na vývoj kolonie, zejména na tvorbu spór, což projevilo 
na indexové hodnotě v rozmezí bodů 2 a 3, tj. na úrovni 
redukovaného a vzdušného mycelia (obrázek 4).

Obr. 4   Rozdíl ve vývoji kolonie na MEA na základě 
indexové stupnice při 20 % a 30 % přídavku filtrátu 
L. plantarum

Tab. 9   Statistická významnost sledovaných faktorů a jejich 
vliv na růst fungální kolonie (mm) na RSM/MEA 
médiu. ANCOVA, Statistica Soft. v.12, p ≤ α ≤ 0.05

Faktory Df F p
Rozměr kolonie (mm) 16 18,56 0,00E*
1 Podíl filtrátu 1 9,06 0,002*
Kmeny L. plantarum 16 45,89 0,00E*
Kmeny aspergilů 8 28,67 0,00E*

* statisticky významné, 1 – kovariát
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a jejich produktů v porovnání s kmeny A. niger a A. flavus. 
Ve vztahu k těmto dvou druhům označuje Russo a kol., 
2017 L. plantarum jako druh s průměrným antifungál-
ním účinkem. Testoval však pouze dva kmeny L. planta
rum. In vitro testy i aplikace bezbuněčných supernatantů 
L. plantarum přímo do sýrů potvrdily částečný inhibiční 
účinek L. plantarum na A. niger a A. flavus (Cosentino 
a kol., 2018, Sedaghat a kol., 2016). 

Testování bezbuněčných supernatantů (BS) v MEA 
ukázalo, že nejcitlivějšími kmeny jsou A. cibarius, 
a A. montevidensis, které ani po deseti dnech kultivace 
nesporulovaly a kolonie se nevybarvovaly. Kmeny A. ver
sicolor, A. tabacinus a A. unguis na MEA s RSM vyspo-
rulovaly, ale kolem kolonií se tvořila zřetelná inhibiční 
zóna. Rozdílný účinek filtrátu v kontextu s citlivostí jed-
notlivých druhů aspergilů, se projevil i při kultivaci na 
MEA s 30 % přídavkem BS. Supresivní účinek na růst 
a vývoj fungální kolonie na MEA s RSM médiu je oproti 
kontrolám patrný u všech kmenů L. plantarum. Význam-
ný je účinek zejména kmenů izolovaných ze siláží 
(CCDM 191,196,185) a kvasů (CCDM 3018, K20-4, 
K20-2). Tento výsledek je podpořen studií Yu a kol.,2021, 
kde srovnávací studie genomů a fenotypových vlastností 
izolátů L. plantarum potvrdily vyšší antifungální akti-
vitu u kmenů izolovaných z fermentovaných produktů. 
Většina kmenů L. plantarum s antifungální aktivitou, 
které se úspěšně testují v potravinářských matricích, jsou 
izoláty původem z kvasů (Quattrini a kol., 2018; Rus-
so a kol., 2017). Z hlediska potenciálního praktického  
využití je vhodné testovat L. plantarum a jeho metabo-
lity na konkrétních potravinových matricích s ohledem 
na jejich charakter, tj. mléko nebo mouka, a v dalším 
kroku také testovat další technologické podmínky, jako 
je teplota, aw, obsah soli (Geronikou a kol., 2020; Salas 
a kol., 2018; Garnier a kol., 2018). Výsledky na umělých 
médiích mohou být zkresleny výhodnými či nevýhod-
nými podmínkami pro jedno či druhé biologické agens.

závěr

V mlékařských matricích se objevuje širší druhové 
spektrum aspergilů, než je cíleně testováno v odborné 
literatuře (A. unguis, A. montevidensis, A. cibarius, A. ta
bacinus, A. versicolor). Tyto druhy vykazují významnou 
proteolytickou aktivitu, toleranci k soli a sanitačním 
prostředkům v provozech mlékáren. Uvedené druhy 
jsou citlivější jak na přítomnost živých buněk L. plan
tarum, tak na jejich produkty ve srovnání s druhy A. niger 
a A. flavus, i když i tyto pocházejí z kontaminovaných 
mléčných výrobků. Účinek L. plantarum je podmíněn 
původem a vnitrodruhovou variabilitou. Je zřejmé, že 
žádný z testovaných kmenů L. plantarum nemá stejný su-
presivní účinek na celé spektrum testovaných aspergilů, 
protože sensitivita jednotlivých druhů aspergilů vůči 
L. plantarum a jeho metabolitům se rovněž liší. Přídavek 
(20 a 30 %) bezbuněčných filtrátů z kmenů a izolátů 
L. plantarum z kvasů a siláží významně potlačoval 

Samotný podíl RSM s laktobacily v médiu významně 
ovlivňoval průměr kolonií aspergilů. Vyšší obsah (30 %) 
RSM s laktobacily v MEA redukoval růst mycelia o 30 % 
ve srovnání s 20 % podílem (obrázek 6). Vyšší podíl 
RSM s L. plantarum také inhiboval vývoj aspergilů na 
úroveň indexu 2, tj. na tvorbu redukovaného mycelia.

 Obdobně, jako tomu bylo v testu na syntetických mé-
diích, citlivost testovaných druhů aspergilů vůči kmenům 
L. plantarum byla významně odlišná na kombino-
vaném médiu s RSM zejména mezi druhy, které osidlují 
specifické niky a byly izolovány z mlékáren a mléčných 
výrobků (A. montevidensis, A. versicolor, A. cibarius, 
A. tabacinus, A. unguis) v porovnání s druhy, které 
sice byly také izolovány z mléčných výrobků, ale jsou 
širokospektrální saprofyté a některé druhy i potenciální 
obligátní patogeni (A. flavus, A. niger).

Obr. 6   Vliv procentického zastoupení RSM s L. plantarum 
v MEA na průměr fungální kolonie

Obr. 7   Sensitivita druhů Aspergillus sp. vůči kmenům 
L. plantarum v rámci testu s MEA s RSM. Kontrolní 
varianty dosahovaly v průměru více než 34 cm viz 
obrázek 5. (1838, 3170 – A. flavus, 3264, 3282 – 
A. niger, 321 – A. versicolor, AT – A. tabacinus, 318 – 
A. cibarius, 338 – A. montevidensis, AU – A. unguis)

Z našich dosavadních výsledků vyplývá, že druhy 
aspergilů izolované z mléčných výrobků a mlékařských 
matric jsou citlivější na přítomnost živých laktobacilů 
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růst a vývoj aspergilů na MEA. Rovněž přídavek RSM  
(20-30 %) s nakultivovanými izoláty a kmeny L. planta
rum do MEA inhiboval tvorbu fungálních kolonií na 
 povrchu Petriho misky se směsným médiem. I zde se nej-
lépe uplatňovaly kmeny a izoláty L. plantarum z kvasů 
a siláží. U těchto kmenů budou dále prověřovány další 
funkční a technologické vlastnosti za účelem potenciální 
praktické aplikace v rámci ochrany mlékařských produktů.

Poděkování
Práce vznikla za podpory projektů MZe ZEMĚ 

QK1910036 a QK1910024 a MZe RO1422.
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“co�je�zajímavého�ve�vĚdecké�lIteratuře”
 Mléko a mléčné výrobky jsou neustále centrem pozornosti výzkumu. Výběr z vědecké literatury pro toto číslo zahr-
nuje následující publikace:

Antioxidační aktivita mléka a mléčných produktů (přehledová práce)
Stobiecka M. et al. (2022): Antioxidant activity of milk and dairy products. Animals, 12(3): 245.

Konzumace produktů, které jsou bohatým zdrojem bioaktivních složek, zlepšuje antioxidační stav organismu a snižuje 
riziko rozvoje řady civilizačních chorob. Mléko a zakysané mléčné výrobky a sýry jsou bohatým zdrojem antioxidačních 
složek. Existují rozdíly v celkové antioxidační kapacitě mléka různých druhů zvířat, které vyplývají z rozdílů chemic-
kého složení těchto mlék. Antioxidační kapacita mléka a mléčných výrobků souvisí především s přítomností sirných ami-
nokyselin, syrovátkových bílkovin (zejména β-laktoglobulinu), vitaminů A, E a C nebo β-karotenu. Obsah antioxidačních 
složek v mléce a antioxidační potenciál lze ovlivnit výživou zvířat (např. doplnění krmné dávky různými přírodními 
přísadami (bylinné směsi, odpady ze zpracování ovoce a zeleniny)). Antioxidační potenciál mléčných výrobků je ovlivněn 
kvalitou syrového mléka, použitými mlékárenským kulturami, případně dodanými rostlinnými přísadami.

Tento článek je dostupný v plné verzi na: https://www.mdpi.com/2076-2615/12/3/245


