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(1997) tento jev vysvétlili zvySenou proteolytickou a deami-
nacni aktivitou kvasinek v souvislosti s degradaci Skrobu,
proteinil a peptidil v bachoru.

V bachoru v souvislosti se zkrmovanim kvasinek dochézi
i ke zvySovani koncentrace t€kavych mastnych kyselin jako
vysledek degradacniho plisobeni celulolytickych bakterii,
které se mohly v pIné mife uplatnit po stabilizaci bachorového
pH. Dojnice, které piijimaji v krmné davee kvasinkové kultu-
ry, maji signifikantné vyssi obsahy mlééného tuku, jako
disledek zvySeni koncentrace volnych mastnych kyselin,
které jsou jeho prekurzory (Chiquette et al. 2008).

Dojnice, kterym jsou podavany kvasinky v TMR (total
mixed ratio) vykazuji i vyS$8i koncentrace amoniakalniho
dusiku oproti kontrolni skupiné jako vysledek proteoly-
tické a deaminacni aktivity.

Nedavné vyzkumy piidavku zivych bakterii do krmné
davky potvrdily i pozitivni vliv sniZzeného pH na rozvoj
nezadoucich patogennich mikroorganizmt (Nocek et al.,
2002, Beauchemin et al., 2003). Zkrmovani kvasinek
prokazuje selektivni inhibi¢ni plsobeni napfiiklad proti
E. coli (Jensen et al., 2008).

Kvasinky mohou stimulovat i ochranny imunologicky
systém zvifat. Jejich bunécna sténa vykazuje vazebni afini-
tu k toxinim, podavani kvasinek tak limituje nebezpeci
vzniku toxikéz u prezvykavcu.

Opakované testace potvrzuji, Ze pridavek kvasinkovych
kultur do krmné davky muiZe zvysit efektivitu vyuZiti krmi-
va zejména pii teplotnich stresech u dojnic (Schingothe et
al., 2004). Hypertermie negativné ovliviluje celou fadu
parametri mlééné produkce. Teplotni stres sniZuje piijem
krmiva vice nez o 50% a mlécnd produkce klesa.
Ekonomické ztraty mohou dosahovat az 30% (Fox and
Tylutki, 1998). V souvislosti se sniZenou dostupnosti
energie a naopak s nardstem potieby energie dojnice se
dostavaji v souvislosti s teplotnim stresem do negativni
energetické bilance (Ebal et al., 2005).

Zkrmovani kvasinek se miiZe vyznamné podilet i na
eliminaci nezadouciho ptiisobeni mykotoxint na zdravotni
stav dojnic. Mykotoxiny jsou nizkomolekularni slouceniny,
které jsou produktem sekundarniho metabolismu plisni.
Jsou soucasti pfirozenych destrukénich pochodl rostlin-
nych materiald, vyskytuji se tedy v krmivech, koncen-
traitech i stelivu. Chemicky je identifikovano okolo
300 druhtt mykotoxinti a jsou stanoveny maximalni pfi-
pustné limity pro jednotlivé kategorie zvifat. Relativné
nejodolnéjsi je skot vzhledem k degradaci v bachoru.
Dojnice vsak jsou nejcitlivéjsi vzhledem k vysoké spotiebé
krmiva, produkénimu stresu a imunitni odezvé organismu.
Zkrmovani krmiv obsahujicich nadlimitni mnoZstvi toxint
vyvolavd celou fadu onemocnéni. Ma vliv na imunitni
a reprodukéni systém, zvySuje se embryonatalni mortalita.
Je zaznamenan nérdst metabolickych onemocnéni jako
ketdza,objevuje se vyssi Cetnost mastitidniho onemocnéni.
Suplementace selenu, metioninu, karotenoidd a vitamint
vibec pusobi vysoce pozitivné na fyziologické pochody
zvitat krmenych krmivy s obsahem mykotoxind. Jako nej-
slibnéjsi zptsob dekontaminace se jevi biologicka

detoxikace tzv.biotransformace (Yinnikouris a Jouanny,
2002). Je identifikovano vice nez 20 bakterii a kvasinek se
schopnosti detoxikovat mykotoxiny (Schatzmayr et al.,
2004). Radi se k nim i pivovarské kvasinky Saccharomyces
cerevisiae, které prokazaly schopnost sniZit jedovaty vliv
aflatoxinu na zvirata. Detoxikacni roli sehrava esterifiko-
vany glukomanan, polymer z bunécné stény kvasinky, ktery
je schopen mykotoxiny poutat, aniz by vznikaly vedlejsi
toxické produkty nebo metabolity. Nedochazi ke zménam
nutri¢nich hodnot, obsahu mineralnich latek ani dostupnos-
ti vitamind. Izolace a charakteristika kvasinek, které jsou
schopny biotransformovat mykotoxiny, je vyznamnym
prulomem zavedeni biotechnologie do praxe.
Suplementace krmné davky zejména Zivymi kmeny
kvasinek zvySuje stravitelnost a moZznost vyuziti krmné
davky, zvySenou droven vyuziti vldkniny a v souvislosti
s tim i produkci kyselin (propionové), které se fadi mezi
prekurzory mlé¢ného tuku. Aplikace probiotickych
kvasinkovych kultur do krmné davky zasadné pozitivné
ovliviiuje mikrobidlni bachorovy metabolismus, zvySuje
ptijem susSiny v krmné davce a ma pfiznivy vliv na obsah
nutri¢nich sloZek mléka (zejména tuku a bilkovin).
Pridavek zivych kvasinkovych kultur potencuje zvysenou
energetickou bilanci krmné davky. M4 jednoznaéné vliv na
welfare dojnic, jejich uZitkovost a reprodukéni ukazatele.
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VYUZITI NEPRIME IMPEDANCNI
METODY PRO STANOVENI SPOR
KLOSTRIDII NA PRISTROJI RABIT
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Application of indirect impedant method
for determination of Clostridium spores
by Rabit apparatus

Souhrn

V této praci byla testovina moZnost stanoveni spor
klostridii maselného kvaSeni nepfimou metodou méfeni
zmén vodivosti v disledku tvorby a absorpce CO, v pfistro-
ji RABIT na modelovych kmenech. Pro tuto metodu bylo
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vyvinuto vlastni Zivné médium s rychlou odezvou. Byly
sestaveny kalibracni grafy pro stanoveni poctu spor
klostridii.

Summary

Clostridium spores of butyric fermentation were exami-
nated by indirect impedant method of conductivity changes
as a result of CO, formation and absorption by RABIT
apparatus on model strains. It was developed nutrient me-
dium with fast response. Calibration grafts for spores count
determination were obtained.

Klic¢ova slova: klostridia, méselné kvaseni, spory, CO»,
RABIT, absorpce

Uvod

Rod Clostridium predstavuje heterogenni skupinu pfib-
lizné 100 druht anaerobnich bakterii tvoficich endospdry.
Zahrnuje prominentni producenty toxind jako je CL diffi-
cile, perfringens, botulinum nebo tetani stejn¢ jako produ-
centy organickych sloucenin jako je CI. acetobutylicum
nebo technologicky Skodlivé CI. butyricum a tyrobu-
tyricum.

Nachazeji se v pude€, vodé, lidskych i zvifecich organis-
mech. Jsou heterofermentativni a jejich metabolické profi-
ly se velmi liSi. Néktera klostridia jsou vyznamnymi pro-
ducenty plynt, metabolizuji cukry, jind cukry jako zdroj
uhliku nepotiebuji a rozkladaji za anaerobnich podminek
predevsim bilkoviny. Oznacuji se jako striktni anaeroby, ale
jejich vztah ke kysliku se 1isi jak podle druhi, tak podle fazi
rastu. Neéktera klostridia jsou schopna se na pocatku rastu
vyporadat s ur¢itym malym mnozstvim rozptyleného kys-
liku a anaerobni prostiedi si de facto vytvorit (Kawasaki et
al.). Jednotné nejsou ani podminky sporulace, tj. vytvareni
dormantnich forem - spdr - ani podminky jejich kliceni.
Proto je velmi obtiZzné na zéklad¢ jejich biochemické akti-
vity je identifikovat jednotnym testem nebo urcit universal-
ni metodu stanoveni téchto bakterii.

Problémy se stanovenim téchto bakterii se odrazeji i ve
skute¢nosti neexistence normované metody pro mlékaren-
skou oblast, pouze CSN 570529 pro syrové mléko jako
surovinu pro mlékarensky prumysl uvadi jako pozadavek
nulovy vyskyt SPAN (sporulujicich anaerobnich bakterii).
Neni pfitom uvedena metoda, jakou se ma nepfitomnost
prokazovat.

Velké rozdily v metabolickych profilech jednotlivych
klostridii znesnadiiuji i jejich identifikaci pomoci enzyma-
tickych testti. Firma PLIVA-Lachema Diagnostika s. 1. o.
nabizela ANAEROtest 23, ktery je uréen mimo jiné i pro
identifikaci grampozitivnich sporulujicich tyCinek. Test
uvadi pouze 31 druhd klostridii a vychazi z rozkladu
riznych druhd cukrd, tvorby indolu, mocoviny a nitratd.
Timto testem se nam podafilo identifikovat pouze sbirkovy
kmen Clostridium sporogenes 4423 z CCM Brno s inde-
xem pravdépodobnosti 60% a zZadny z izolatd ze syrd
ziskanych na naSem pracovisti nebo z jinych zdroji.

Vzhledem k tomu, Ze mame k dispozici pfistroj RABIT
(vyrobce DWS, U. K.), pracujici na principu meéfeni
a vyhodnocovani zmén vodivosti pii rastu bakterii, vyuZili
jsme jej k vyvoji metody ke stanoveni pfitomnosti spor
klostridii maselného kvaseni.

Material a metody

Pfistroj RABIT (vyrobce DWS, U. K.)

WAB bujén (DWS G50006)

RCM bujoén (Oxoid 0149)

CLOAG bujon (MILCOM a.s.)

RCM agar (OXOID 0151)

Glukoza (Sigma G8270)

Glycerol (PENTA)

Neutralni Cerven (Sigma N2880) 0,5% roztok v 60% etanolu

L-cystein hydrochlorid (Sigma 30130) roztok 0,5 g/l

Don Whitley Scientific: Standard Mikrobiology Method,
SMM/DWS/0119/02

Clostridium sporogenes 4423, CCM Brno

Clostridium tyrobutyricum L3, L2 MILCOM

Pracovni postup

Pro stanoveni klostridii maselného kvaSeni byla nejprve
podle doporuceni vyrobce piistroje RABIT pouZita pfima
metoda, kdy se zaockovany bujon pipetuje pifimo do
méficich tub, ty se po uzavieni vlozi do méficich cel
pristroje a ten registruje zmény vodivosti v zadanych inter-
valech v zévislosti na zméné obsahu organickych kyselin
jako produkt metabolismu (DWS Limited).

Klostridia jsme naockovali do bujénu WAB, dodaného
vyrobcem a doporuceného pro stanoveni anaerobnich ter-
morezistentnich mikroorganismii. Cl. sporogenes v ném
rostl dobfe, ale dalsi klostridia ne, proto jsme podle udaji
v literatufe (St. Amans et al.) pfidali glukézu (3,3 g/1)
a glycerol (30 g/1) a vyzkouSeli jeSté pro tato klostridia
bézné pouzivany bujéon RCM a bujon CLOAG (30,8 g/l
smes peptontl, 25 g/l glukdza, 12,2 g/l smés soli Mg, Mn,
Ca a NH4+, 0,5 g/l agar, 30 g/ glycerol). Rust klostridii byl
v téchto bujonech dostatecny, ale kiivky ziskané ze zazna-
mu pfistroje byly nevyhovujici, protoZe celkovd zména
vodivosti byla ¥fadové 10 uS. Pro ziskéni kvalitniho z4zna-
mu je tfeba zmé&na fadoveé v 10° uS.

Proto jsme se rozhodli otestovat pro stanoveni klostridi
maselného kvaSeni dalsi jejich vlastnost, a to tvorbu plyna,
nepifimou metodou v bujonu WAB, WAB s pfidavkem
glukézy a glycerolu a CLOAG. Pfi neptimé metodé se do
agarového mustku s KOH pfipraveného v méfici tubé
a otestovaného, aby mél vodivost vyhovujici pro méfici
rozsah pfistroje, absorbuje CO,, vytvofeny pii rdstu
klostridii v bujonu napipetovaném do vloZené sklenéné
zkumavky v tésné uzaviené tubé vloZzené do méfici cely.
Anaerobni prostfedi pro rist klostridii je ve vSech pfi-
padech zajisStovano pfidavkem cystein hydrochloridu.
Pfistroj zaznamenava kiivku dbytku vodivosti v uS,
pric¢emz registruje hodnotu TTD (time to detection). Je to
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Cas, kdy zména vodivosti je tfikrat za sebou vétsi neZ
-10 pS a odpovida zhruba ohybu kiivky a zaroven takové-
mu pomnoZeni pfitomnych mikroorganismi, pfi kterém
zac¢ind produkce CO; jako v tomto piipadé sledovaného
parametru rustu. Nejlepsi vysledky poskytovala kultivace
v bujénu CLOAG. Vyhodnocenim c¢asti detekce pro rizné
koncentrace spor klostridii jsme ziskali kalibra¢ni graf pro
jednotliva klostridia.

Protoze pocet spor klostridii maselného kvaseni byl pri
kultivaci v bujénech pomérné nizky, provedli jsme
zahusténi nasledujicim zptsobem. V 50 ml bujénu zaocko-
vaném testovanymi klostridii jsme po kultivaci pti 37 °C po
dobu 7 dni inaktivovali vegetativni formy bakterii zdhfevem
na 85 °C po dobu 10 minut. Po ochlazeni jsme takto uprave-
nou suspenzi odstfedili na laboratorni odstfedivce pfi
9 000 ot/min po dobu 10 minut. Odstranili jsme supernatant
a sediment jsme pouZili jako 0. fedéni a k pfipravé dal§ich
fedéni k zaockovani do bujonu CLOAG pro nepfimou meto-
du stanoveni v pristroji RABIT. Takto jsme ziskali fadové
10? spor v 1 ml jako vychozi hodnotu. U CL sporogenes byl
pocet spor v inaktivovaném vzorku dostacujici pro inokulaci
a nebylo nutné odstfedovani provadét.

Stanoveni poctu spor na pocatku kultivace bylo provadéno
plotnovou metodou na RCM agaru s neutralni ¢erveni.

Vysledky a hodnoceni

Graf. €. 1 zndzornuje vysledky pfimé metody stanoveni
TTD v bujéonu WAB. Celkovd zména vodivosti
u Clostridium tyrobutyricum L2 je nizka, pohybuje se
pouze ve stovkach puS a velmi malo se lisi od kiivky kon-
trolni tuby s nezaoCkovanym bujénem, prestoZe pocatecni
koncentrace spor byla 15.10%ml, TTD pfistroj nezazna-
menava. Clostridium sporogenes 4423 s pocate¢ni koncen-
traci spor 75.10%/ml naopak poskytuje kiivku s dostate¢nou
zménou vodivosti a TTD je zaznamenéno.

V nésledujicich grafech ¢. 2 a 3. jsou zndzornény vodi-
vostni kiivky Clostridium tyrobutyricum L3 a CIL. tyrobu-
tyricum L2 v bujénech WAB, WGG a CLOAG.

Graf €. 1: Vodivostni kfivky Cl. tyrobutyricum
a Cl. sporogenes ve WAB, pfima metoda

Graf €. 2: Vodivostni kfivky inaktivovaného Cl. tyrobutyricum
L3 ve WAB, WGG a CLOAG, nepfima metoda
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Graf €. 3: Vodivostni kfivky inaktivovaného
Cl. tyrobutyricum L2 ve WAB, WGG a CLOAG,
nepfimd metoda

i

Graf €. 4: Kalibracni kfivka inaktivovaného
Cl. tyrobutyricum L3 v CLOAG pfi 37 °C
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Graf €. 5: Kalibracni kfivky inaktivovaného Cl. sporogenes
v CLOAG pri 37°C
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Kalibra¢ni kfivky ziskané nepiimou metodou pro spéry m: EME—
Cl. tyrobutyricum L3 a CI. sporogenes 4423 v nasledujicim i
grafu €. 4 a 5 a kalibra¢ni grafy z nich ziskané jsou uvede- o
ny jako graf ¢. 6.
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Graf €. 6: Kalibracni graf Cl. tyrobutyricum L3
a Cl. sporogenes v CLOAG pri 37°C
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Diskuse a zaveér

Pro stanoveni klostridii méselného kvaseni neptimou impe-
dan¢ni metodou v systému RABIT bylo sestaveno a odzkou-
Seno ziviné médium CLOAG s vlastni recepturou, v némz tato
Kklostridia tvoii nejrychleji dostate¢né mnozstvi CO, pro detek-
ci pritomnosti a stanoveni poctu na zakladé jeho absorpce
v agarovém mustku s KOH, jak je ziejmé z grafti ¢. 2 a 3.

Metoda stanoveni sp6r klostridii maselného kvaSeni instru-
mentalné kultivatni metodou na zdkladé jednoho projevu
metabolismu - tvorby a nasledné absorpce CO; - je na mode-
lovych mikroorganismech pouZitelny, ma vSak svd omezeni.

Vyrobce uvadi, Ze pristroj zaregistruje hodnotu TTD pii
koncentraci bun&k pfiblizné 10°ml. Pokud k dosaZeni této
hodnoty dojde dfive, protoZe koncentrace bunék ve
zkoumaném vzorku je vyssi neZ tato hodnota nebo ke zvySeni
koncentrace bun¢k dojde rychleji nez za 1 hodinu a 24 minut,
miZe oznadit pfistroj tuto hodnotu jako TTD. Vysoky pocet
spor ve vzorku nebo prili§ rychly rist z vyssiho poctu spér,
ktery na pocatku méfeni piesahne hodnotu cca 10° bungk,
miZe poskytovat nespravné shodné vysledky.

Rovnéz pii nizkych poctech spér v oblasti ndhodného
vyskytu je moZné ziskat rozdilné vysledky v soubéZnych
stanovenich, a to bud negativni nebo vysoké TTD v niZ§im

fedéni a vysoké TTD v nésledném vys$§im fedéni, protoZze
v 1 ml pouzitého vyssiho fedéni se mizZe vyskytnout oje-
din€ld spora, kterd se reprodukuje a produkuje CO,
v dostate¢né koncentraci, aby zpisobila takovou zménu
vodivosti, kterou piistroj vyhodnoti jako TTD, kdezto
v nejbliz§im niz§im fedéni byl vysledek negativni - TTD
nebylo zaznamenano. Situace je podobna jako u plotnovych
metod, kde existuji doporucena rozmezi pocétu kolonii pro
ziskani reprodukovatelného vysledku. Vyrobce uvadi, Ze
RABIT systém je schopen detekovat pfitomnost méné nez
10 Zivych CFU/ml, coZ odpovida nasim vysledktim. V grafu
¢. 6 je nejnizs$i odectend hodnota poctu spér log CFU/ml
rovna hodnoté 0,6, coZ odpovida 4.10° spor v 1 ml.

Z uvedeného tedy vyplyva, Ze timto zpisobem je mozZno
spolehlivé stanovit pocet spér v intervalu od 10° do 10° sp6r
v 1 ml, coZ je rozmezi, v jakém se spory klostridii masel-
ného kvaseni vétSinou vyskytuji. Pokud by byl pfedpo-
kladan vyssi obsah, bylo by tfeba uvaZovat o vhodném
naredéni vzorku.
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