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Determination of antimicrobial activity
of lactic acid bacteria of human origin

Abstrakt

Pomoci Rogosa agaru bylo ze stolice kojenct a dospélych
jedincti izolovano 31 kmend bakterii mlécného kvaSeni
(30 zastupcti rodu Lactobacillus a jeden zastupce rodu
Enterococcus). Mezi izolovanymi kmeny prevazovaly lakto-
bacily komplexu "Lbc. casei", "Lbc. acidophilus" a obligatné
heterofermentativni laktobacily. U 13 kmenti byla prokdzana
pfitomnost antimikrobidlné pusobicich latek vaci indika-
torovym kmenim z rodl Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus a Streptococcus..
Spektrum dc¢innosti bylo u vétSiny kmen omezeno na blizce
piibuzné druhy. Sir¥i antimikrobialni spektrum bylo prokézano
u kmene RL22-P a Enterococcus faecalis RL27-VGA-TA2.
U obou kment byl za antimikrobidlni G¢inek odpovédny pro-
tein s molekulovou hmotnosti vyssi nez 50 kDa.

Abstract

Thirty one strains of lactic acid bacteria (30 representa-
tives of genus Lactobacillus and one representative of genus
Enterococcus) were isolated from stool of suckling and
adult persons using Rogosa agar. Lactobacilli of the
complex "Lbc. casei", "Lbc. acidophilus" and obligatory
heterofermentative lactobacilli predominate between isola-
ted strains. Presence of antimicrobially active substances
effective against indicator strains from genus Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus and
Streptococcus were observed in 13 strains. Spectrum of
activity generally limited on nearly related species. Wider
antimicrobial spectrum was observed in strain RL22-P and
Enterococcus faecalis RL27-VGA-7A2. The protein with
molecular weight higher than 50 kDa was responsible for
antimicrobial effect of the both strains.

1. Uvod

Lze predpokladat, Ze v nadchazejici ére funk¢nich, na
zdravou vyZivu orientovanych potravin, budou probiotické
mikrobidlni kmeny jejich duleZitou slozkou. Nevyvazena

strava, antibiotickd terapie a stres jsou faktory, které nega-
tivné ovliviluji pfirozenou stfevni mikrofléru. K jejimu
obnoveni pfispivaji zastupci probiotickych mikroorganis-
mi'. Svému nositeli poméhaji rovnéZ dalsfmi uZite¢nymi
vlastnostmi napf. pozitivnim zpisobem mohou ovliviiovat
klinické projevy nékterych onemocnéni’, produkuji vita-
miny, maji antialergické ucinky a ovliviiuji imunitni sys-
tém'. RovnéZ metabolizuji rGzné endogenni a exogenni
slouceniny, vcetn¢ prekancerogennich, ¢i zabranuji kolo-
nizaci stiev patogennimi mikroorganismy®*. P¥i hled4ni
potencidlnich probiotickych kmenti se testuje predevsim
schopnost kment prezit prichod Zaludkem a tenkym
stfevem, kolonizovat gastrointestinalni trakt adhesi a riistem

Tab. 1 Vysledky identifikace ziskanych izolatd bakterif
mlééného kvaseni lidského plvodu pomoci bio-
chemické identifikace(API 50CH) a PCR

Oznaceni
izolatu

Vysledek
biochemické

identifikace
(API1 50 CH)

PCR-rod

PCR-druh

RL1-P Lbc. rhamnosus | Lactobacillus | Lbc.rhamnosus
RL2-P Lbc. acidophilus | Lactobacillus | Lbc. gasseri
RL3-P Lbc. rhamnosus | Lactobacillus | Lbc. rhamnosus
RL4-P Lbc. paracasei Lactobacillus | Lbc. paracasei /
subsp. paracasei Lbc. casei
RL5-P Lbc. acidophilus | Lactobacillus | Lbc. gasseri
RL6-P ND Lactobacillus | ND
RL7-P Lbc. fermentum | Lactobacillus | ND
RL8-P Lbc. acidophilus | Lactobacillus | Lbc. gasseri
RL9-P Lbc. rhamnosus | Lactobacillus | Lbc.rhamnosus
RL10-P Lbc. paracasei Lactobacillus | Lbc. paracasei /
subsp. paracasei Lbc. casei
RL11-P Lbe. rhamnosus | Lactobacillus | Lbc. rhamnosus
RL12-PA Lbc. fermentum | Lactobacillus | Lbc. fermentum
RL13-P Lbc. acidophilus | Lactobacillus | Lbc. gasseri
RL14-P Lbe. rhamnosus | Lactobacillus | Lbc. rhamnosus
RL15-P Lbc. salivarius Lactobacillus | Lbc. salivarius
RL16-P Lbc. fermentum | Lactobacillus | Lbc. fermentum
RL17-P Lbc. rhamnosus | Lactobacillus | Lbc. rhamnosus
RL18-P Lbc. rhamnosus | Lactobacillus | Lbc. rhamnosus
RL19-P Lbc. paracasei Lactobacillus | Lbc. paracasei /
subsp. paracasei Lbc. casei
RL20-P Lbc. delbrueckii | Lactobacillus | Lbc. helveticus
subsp. factis /
Lbc. acidophilus
RL21-P Lbc. paracasei Lactobacillus | Lbc. paracasei /
subsp. paracasei Lbc. casei
RL22-P Lbc. acidophilus | Lactobacillus | Lbc. gasseri/
Lbc. johnsonii
RL23-P Lbc. fermentum | Lactobacillus | Lbc. fermentum
RL24-P Carnobacterium | Lactobacillus | Lbc. gasseri/
divergens Lbc. johnsonii
RL25-P Lbe. f ermentum | Lactobacillus | Lbc. fermentum
RL26-P Lbc. plantarum Lactobacillus | Lbc. plantarum
RL27-P Lbc. fermentum | Lactobacillus | Lbc. reuteri / Lbc. oris
RL27-VGA-7A2 | Lbc. rhamnosus | Enterococcus| Enterococcus faecalis
(diplokoky!)
RL28-P Lbc. buchneri Lactobacillus | Lbc. reuteri / Lbc. oris
RL29-P Lbc. rhamnosus | Lactobacillus | Lbc. rhamnosus
RL30-P Lbc. rhamnosus | Lactobacillus | Lbc. rhamnosus

Legenda: ND neurceno
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Tab. 2 Seznam pouZitych primer( pro rodové a druhové
specifickou PCR a délka amplifikovanych PCR

produktd
Rod, druh Primery Délka PCR Literatura
produktu (bp)
Enterococcus E1, E2 733 8
Ent. faecalis FL1,FL2 360 9
Lactobacillus R16-1, LbLMA1-rev cca 250 10
Lbc. fermentum | LfermF, LactoR 317 11
Lbc. gasseri Gasl, Gasll 200-250 12
Lbc. helveticus | PeCy, PeGy, PeNy, PeNr, | 524, 726, 918 13
Trit, Trir (Fortina a kol., 2001)

Lbc. johnsonii | Joh16S1, Joh16S2 cca 780 12
Lbc. paracasei / | IDLO3R, IDL11F 727 14
Lbc. casei

Lbc. plantarum | Lb1, Lb2, LbPI1, LbPI2 | cca 200, 253 15
Lbc. reuteri IDLO3R, IDL52F 1105 14
Lbe. rhamnosus | LU-5, Rhall 113 16
Lbc. salivarius | Lsal-1,Lsal-4 411 16

na sliznicich, ¢i produkce antimikrobidlné plisobicich latek.
Cilem této prace bylo ziskat razné probiotické kmeny bak-
terii mlé¢ného kvaseni lidského ptivodu a zjistit jejich pii-
padnou produkci antimikrobidlné pasobicich latek.

2. Material a metody

2.1 Izolace kmenu

Pomoci Rogosa agaru (Oxoid CM 627, OXOID,
Basingstoke, Velkd Britdnie) byly izolovany bakterie
mlé¢ného kvaSeni ze stolice kojencd a dospélych lidi.
Inkubace probihala pri 37 °C za mikroaerofilnich podminek.
Jako laktobacily byly predbézné identifikovany grampozi-
tivni, katalaza-negativni nesporulujici pravidelné tycinky.
Ziskané izolaty byly dlouhodobé uchovavany pii -70 °C
v MRSC bujénu s 15 % glycerolu. Pfed pouzitim byly
dvakrat za sebou zaockovany do MRSC bujonu (MRS bujén
Merck 1.10661 + 2g /1 NaHCO3) s 0,05 % L-cystein
hydrochloridu a kultivovany pti 37 © C do zacatku stacionarni
faze. Seznam ziskanych kmenil je uveden v tabulce 1.

2.2 Biochemickd identifikace kmenii
Biochemicka identifikace byla provadéna pomoci
soupravy API 50 CH (bioMérieux, Francie) podle instrukci

vyrobce a dosaZené vysledky byly vyhodnoceny pomoci
software apiweb (bioMérieux, Marcy 1” Etoile, Francie).

2.3 Identifikace pomoci rodové a druhové specifické
PCR

Pro identifikaci kmenti pomoci rodové a druhové speci-
fické PCR byla pouzita chromozomalni DNA kment izolo-
vana pomoci komer¢niho kitu QIAamp Dneasy Blood &
Tissue Kit (QIAGEN, Hilden, Némecko). Intaktnost
izolované DNA byla ovéfena pomoci agar6zové gelové
elektroforézy a spektrofotometricky byla stanovena jeji
koncentrace a Cistota’. Velikost ziskanych amplikont
a pouZzité primery jsou uvedeny v tabulce 2. Podminky
amplifikace a detekce PCR produktii jsou popsany ve
vyzkumné zpravé Drbohlava a kol.®”

2.4 Stanoveni antimikrobidlni aktivity izolovanych
kmenit viici bakteriim mlécného kvaseni

Vliv jednotlivych kmenti na rdst riznych druht bakterii
mlécného kvaseni byl testovan agarovou difuzni metodou.
Vybrané kmeny byly kultivovany v 16 % obnoveném
odstfedéném mléce s pridavkem 0,5 % kvasni¢ného extraktu
pfi 37 °C do zacétku stacionarni faze. Poté byly bujén nebo
srazené mléko odstfedény po dobu 15 minut pti 9 000 ga 4 °C.
Ziskany supernatant byl upraven roztokem 20 % NaOH na
pH 6,5, znovu odstfedén za stejnych podminek, supernatant
sterilizovan mikrofiltraci (0,22 pum) a skladovan do doby
pouziti pii -70 °C. Jako indikadtorové kmeny byly pouZity
kmeny z rodQ Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus a Streptococcus. PrisluSnd Zivna
pada (150 ml GTK-M nebo M17 agaru (Merck 1.15108) pro
Enterococcus, Lactococcus a Streptococcus; MRS agar
(Merck 1.10160) pro Lactobacillus, Leuconostoc a Pedio-
coccus) byla zaockovana 0,1 % indikatorového kmene a rozli-
ta na Petriho misky o priméru 180 mm.V agaru byly po
ztuhnuti vykrojeny otvory, do kterych bylo pipetovano 200 1
supernatantu a plotny byly nésledné skladovéany pfi teploté
4-8 °C po dobu 3-4 hodin. Poté byly plotny kultivovany pfi
optimalni teplot¢ indikatorovych kmenli do druhého dne za
aerobnich podminek pro rody Enterococcus, Lactococcus
a Streptococcus a za anaerobnich podminek pro ostatni rody.
Velikost inhibi¢ni zény byla vypoctena podle vzorce: (prameér
inhibi¢ni zény - 8 mm)/2.

Tab. 3 Pocet inhibovanych z celkového poétu testovanych kmend pro rizné rody bakterii miééného kvaseni a bifidobakterie

Testované rody

RL2-P RL14-P RL15-P RL17-P RL20-P RL22-P RL23-P RL24-P RL25-P RL26-P RL27-P RL-27- RL30-P

VGA-

7A2
Bifidobacterium 0/0 0/0 0/0 0/0 0/1 0/1 0/0 0/1 0/0 0/0 0/0 01 0/1
Carnobacterium 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 2/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2
Enterococcus 0/2 1/4 0/2 0/5 1/5 1/5 0/5 1/4 0/5 0/5 0/4 2/4 0/3
Lactobacillus 2/104 | 4/137 | 4/135 | 3/127 | 9/162 | 47/175 | 1/136 | 8/170 | 1/142 | 8/136 | 2/124 | 40/132 | 2/135
Lactococcus 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/3 0/2 0/2 0/2 0/ 0/1 0/3 0/2
Leuconostoc 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 1/3 0/3 0/3 0/3 01 0/0 1/3 0/2
Pediococcus 0/4 0/4 0/4 0/5 0/5 0/5 0/4 0/5 0/4 0/4 0/4 1/5 0/4
Streptococcus 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 1/3 3/4 0/4 3/4 0/2 0/1 0/4 0/3
thermophilus

Legenda: pocet inhibovanych / celkovy pocet testovanych kmeni
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2.5 Stanoveni povahy antimikrobidlné piisobicich
latek

Prikaz proteinové povahy antimikrobidlné ptlisobicich
latek byl testovan pomoci nékolika raznych testli. Nejdiive
byl vyloucen mozny inhibi¢ni vliv peroxidu vodiku pfi-
davkem 2.4 mg kataldzy (C9322,Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) /ml neutralizovaného supernatantu a po 4 h kultivace
pfi 37 °C byly porovnany inhibi¢ni vlastnosti s kontrolnim
supernatantem vuci citlivému indikatorovému kmeni. Dale
byl sledovan vliv tepelného oSetieni supernatantu (110 °C,
10 minut) a trypsinu (0,625 mg/ml supernatantu, 30 °C,
4 hodiny) na antimikrobidlni aktivitu. Ultrafiltratni mem-
brany Centricon (Millipore, Billerica, USA) s rtznou
velikosti pord (3000, 5000, 50000 Da) byly pouZzity pro
ziskani rtznych frakci supernatantu a pomoci citlivého
indikatorového kmene Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus CCM 7190" byla nasledn& testovana piitomnost
antimikrobidlné piisobicich latek v jednotlivych frakcich.

3. Vysledky a diskuse

3.1. Izolace a identifikace kmenii

Mezi izolovanymi kmeny pievazovaly laktobacily kom-
plexu "Lbc. casei" , "Lbc. acidophilus" a obligatné heterofer-
mentativni laktobacily - Lbc. fermentum a Lbc. reuteri/Lbc.
oris (tabulka 1). Zastoupené druhy byly z gastrointestinalniho
traktu (GIT) izolovany také dal$imi autory'’.

3.2. Stanoveni produkce antimikrobidlné
puisobicich ldtek u nové izolovanych
probiotickych kmeni laktobacilu.

V tabulce 3 jsou uvedeny vysledky testd antimikrobidl-
niho ptsobeni kmend bakterii mlécného kvaseni izolo-
vanych z lidské stolice viuci riznym indikatorovym
kmentm z raznych rodd grampositivnich bakterii. Kmeny
RL2-P, RL15-P, RL17-P a RL27-P inhibovaly pouze néko-
lik kment laktobacilti pfedev§im Lbc. delbrueckii, Lbc.
helveticus ¢i Lbc. brevis. Kmen Lbc. rhamnosus RL14-P
inhiboval rast ¢tyt kmentt Lbc. delbrueckii a 1 kmene
Enterococcus durans, zatimco u kmene RL30-P byla
pozorovéana inhibice dvou kmenti Lbc. delbrueckii. Kmeny
Lbc. fermentum RL23-P a RL25-P inhibovaly rdst 3 kment
Streptococcus thermophilus a kmene Lbc. jensenii LMG
6414". Rast 8 kmenii laktobaciltt (Lbc. delbrueckii, Lbc.
helveticus, Lbc. reuteri) byl inhibovan supernatantem
kmene Lbc. plantarum RL26-P. Jeden kmen z rodu
Enterococcus a devét kment laktobacilti bylo inhibovano
supernatantem Lbc. helveticus RL20-P. Pouze druh Lbc.
delbrueckii (8 kmentl) a Enterococcus faecalis CCM 7000"
byl inhibovan kmenem RL.24-P. Supernatant kmene RL22-P
inhiboval st celkem 52 kment pfedev§im z rodu
Lactobacillus (druhy Lbc. acidipiscis, Lbc. coryniformis,
Lbc. delbrueckii, Lbc. helveticus, Lbc. jensenii, Lbc. john-
sonii, Lbc. oris, Lbc. ruminis) ale také nékteré kmeny
z rodu Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus
a Streptococcus. Celkem 40 kmenu laktobacild (Lbc.
acidipiscis, Lbc. amylovorus, Lbc. delbrueckii, Lbc. hel-

Tab. 4 Inhibi¢ni viastnosti neutralizovanych supernatantt
po frakcionaci pomoci ultrafiltracnich membran
vi¢i Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
CCM 7190"

Velikost inhibiéni zony (mm)

frakce frakce frakce frakce
>5000Da <5000Da <50000 Da >50000 Da

RL22-P 45 0 0 2%
RL27-VGA-7A2 5,5 0 0 45

veticus, Lbc. ruminis, Lbc. sakei), jakoZ i dva kmeny z rodu
Enterococcus a po jednom z rodu Lactococcus a Pedio-
coccus bylo inhibovdno supernatantem kmene Entero-
coccus faecalis RL27-VGA-TA2.

Antimikrobialni aktivita kmenti RL22-P a RL27-VGA-
7A2 nebyla ovlivnéna plsobenim katalazy. Ke ztraté
antimikrobidlni aktivity doSlo po 10 minutovém tepelném
oSetfeni supernatantu pii 110 °C a po pfidavku trypsinu.
Pomoci ultrafiltranich membran s rdznou velikosti pord
bylo zjisténo, Ze antimikrobidlni aktivita se u obou kment
vyskytuje v proteinové frakci s velikosti nad 50 kDa
(tabulka 4). U enterokokt byla antimikrobidlni aktivita
popsana u fady kmend Enterococcus faecalis a Ente-
rococcus faecium. Vétsina charakterizovanych bakteriocinti
patii do tiidy II a je G¢innd vaci Listeria monocytogenes'®.
Molekulovd hmotnost popsanych bakteriocinti u rodu
Enterococcus ale nepfesahuje 10 kDal8, takZe kmen
Enterococcus faecalis RL27-VGA-TA2 ziejmé produkuje
dosud nepopsany bakteriocin.

Zaver

Z dosazenych vysledkid je patrné, Ze lidsky gastroin-
testindlni trakt je vhodnym zdrojem bakterii mlécného
kvaSeni s antimikrobidlnimi vlastnostmi. Z 31 kmend
izolovanych pomoci Rogosa agaru ze stolice jich 13 vyka-
zovalo antimikrobidlni vlastnosti vi¢i pouzitym indika-
torovym kmentim. U vétSiny kmen@ bylo spektrum
G¢innosti omezeno na blizce piibuzné druhy. Sirsi
antimikrobidlni spektrum bylo prokdzano u kmene RL22-P
a Enterococcus faecalis RL27-VGA-7A2 . U obou kment
byl za antimikrobidlni u¢inek odpovédny protein s mole-
kulovou hmotnosti vys$si nez 50 kDa.
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Utilization of lactic acid bacteria from whey
for preparing of polylactete and production
of hiodegradated plastics

Abstrakt

Pii vyrobé syrt a tvarohd vznikd jako odpadni produkt
syrovatka. Syrovatka je vyznamna surovina obsahujici celou
fadu nutri¢nich latek, které 1ze dale primyslove vyuzit. Jednou
7 moZnosti vyuZiti je fermentace sladké syrovatky kmeny bak-
terii mlééného kvaSeni. Vznikajici kyselina mléénd mize byt
dale vyuzita pro tvorbu gelll a f6lii polymeraci na polylaktat.
V nasi praci jsme se zaméfili na vytypovani nejvhodnéjsich
kment ze Sbirky mlékarskych mikroorganismi pro fer-
mentaci sladké syrovatky s pozadavkem na tvorbu co
nejvyssiho mnoZstvi kyseliny mlécné. Soucasné bylo prove-
deno porovnani s fermentaci s mlécnym substratem. Byly
zjistény rozdily mezi fermentacemi v ruznych substratech
a v rychlosti a hloubce prokysavani médii. Z Sirokého souboru
kment byl vybran kmen Lactobacillus helveticus CCDM 108
s nejvyssi produkci kyseliny mlééné. Dobrou schopnost
prokysévat sladkou syrovatku prokézaly i kmeny Lbc. helveti-
cus CCDM 92, 98, 121, 122, 447.

Abstract

Whey as waste product occurs by cheese and quark pro-
duction. The whey is a significant raw material containing
a range of nutritional matters, which is possible industrial
utilize. The fermentation of sweet way by the strains of

INFORMACE —

CAMPINA - NEJVETSI NEMECKY VYROBCE SKOLNIHO MLEKA

Campina vyrabi Skolni miéko pod znackou "Landliebe". Je to Cerstvé miéko s prodlouzenou trvanlivosti. 1 litr odtuénéného miéka
stoji ve $kole v soucasné dobgé 30 centd, miécny smieny napoj (Gokolddové s podilem 50 % trhu, vanilkové, jahodové a nové
karamelové) se nabizi za 35 centti. EU subvencuje v soucasné dobé kg $kolniho miéka nezavisle na obsahu tuku 18 centy. Do
zakladnich Skol se mléko doddva denng, do Skolek a druzin dva az tfikrat tydné. Skolky a druZiny objednavaji prevazné 1 litro-
vé lahve (zalohované) s Cerstvym plnotu¢nym miékem nebo také mléko v kartonech nebo 10 litrové nadoby k Cerpani nebo také
H-mléko. Prevazujici obal pro zékladni Skoly je 0,25 | sklenéna lahev, dalSi Skoly maji v oblibé kartonové obaly nebo automaty.
Tydné zévod v Koliné vyrdbi ca 300 000 litrti $kolniho mléka, coz odpovida asi 1 milionti obalovych jednotek.
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