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Selection of lactic acid bacteria with probiotic
properties

Souhrn

Mezi nejvice zkoumané mikroorganismy s probiotickymi
vlastnostmi patii zastupci rodu Lactobacillus. Cilem prace
bylo porovnat charakteristiky vybranych kmend rodu
Lactobacillus spojené s probiotickymi vlastnostmi ve
srovnani s komer¢nim probiotickym kmenem L. casei Lafti
L26. U testovanych kmend byly zjiStény rozdily v ras-
tovych vlastnostech v MRS bujonu i mléce, enzymatické
a hemolytické aktivité. Rozdily v rezistenci k antibiotikiim
byly nevyrazné. Kmeny vykazovaly rozdilnou odolnost
vici nizkému pH a pfitomnosti Zlu¢ovych soli. VSechny
kmeny byly schopny rizného stupné adaptace k zZlucovym
solim po 24 h kultivaci. Vyznamné rozdily v prezivani
bunék pri nizkém pH byly zjiStény v pripadé izolovanych
bunék a bunék kultivovanych v mléce. Jako nejodolnéjsi
k podminkdm traviciho traktu byl vyhodnocen kmen
L. acidophilus CCDM 151.

Klicova slova: probiotika, Lactobacillus, tolerance ke Zluci,
tolerance k pH, enzymaticka aktivita, antibioticka rezistence

Abstract

Lactobacilli are widely used and studied as probiotic
microorganisms. The aim of this study was to compare the

properties associated with probiotic characters of selected
Lactobacillus strains in comparison with commercial strain
L. casei Lafti 1.26. The differences in growth properties in
MRS broth and milk, in enzymatic and haemolytic activi-
ties were found. The differences in antibiotic resistance
were insignificant. The strains showed different resistance
against low pH and against bile salt concentration. All
strains were able to adapt to the presence of bile salt after
24 h incubation. A significant difference in survival under
low pH was found for the isolated cells compared to cells
cultivated in milk. The strain L. acidophilus CCDM 151
was evaluated as the most resistant to the conditions of the
digestive tract.

Key words: probiotic, Lactobacillus, bile tolerance, pH
tolerance, enzymatic activity, antibiotic resistance

Uvod

Vliv mikroorganismil obsaZenych ve fermentovanych
mléénych produktech na zdravi ¢lovéka je studovan jiz od
prelomu 19. a 20. stoleti, kdy jejich pozitivni G€inky popsal
jako prvni rusky védec Ilja Mecnikov. Probiotika jsou v sou-
¢asné dobé definovana jako zivé mikroorganismy, které pfi
konzumaci v dostatecném mnoZstvi maji prokazatelné
priznivy vliv na zdravi hostitele (Vasiljevic, Shah, 2008).

Aby mohl byt uréity mikroorganismus potvrzen jako pro-
bioticky, musi spliiovat fadu kritérii: od bezpeénostnich
(pvod kmene, bez pritomnosti patogennich ucinku Ci
prenositelnych gent rezistence k antibiotikim), pfes
funkéni (pfeZivani prostfedi traviciho traktu, zdravotni
benefit pro hostitele) az po technologickd (vhodnost pro
danou technologii, stabilita pfi skladovani) (Saarela a kol.,
2000). Nejcastéji byvaji studovana kritéria tykajici se
prezivani daného mikroorganismu v gastrointestindlnim
traktu a zdravotni benefity, které mikroorganismus prinasi
svému hostiteli. Pfezivani a toleranci podminek traviciho
traktu mohou napomahat i média ¢i "nosice", které vytvare-
ji ochranné prostiedi pro probiotika. K takovymto médiim
patii i mlécné vyrobky, které jsou dnes jiz bézné oboha-
covany probiotickymi kmeny. Tuto funkci plni také prebio-
tika - nestravitelné slozky potravy, casto sacharidického
puvodu, kterda by méla selektivné napomadhat rdstu
zadanych mikroorganismu (Huebner a kol., 2007).

V soucasné dobé se hledaji stile nové kmeny bakterii,
které by spliiovaly vySe uvedena kritéria. Cilem prace bylo
porovnat ristové a nékteré funkcni vlastnosti vybranych
kmentd bakterii mlééného kvaSeni, které by bylo mozné
pouzit v dal$sim vyzkumu jaké vhodné nosice probiotickych
vlastnosti.

Material a metody

Pouzité mikroorganismy

L. casei Lafti 1L.26 - DSM Food Specialities, Nizozemsko;
gastrointestinalni pivod, komercni probioticky kmen

L. acidophilus CCDM 151 - sbirkovy kmen, Laktoflora,
MILCOM a.s.
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Tab. 1 Rdst sledovanych laktobacill v mléce (pocet mikroorganismd, KTJ/ml) a dosaZzené pH

Doba kultivace

Kmen

L. casei Lafti L26 6,1-10° 6,53
L. acidophilus CCDM 151 6,610 6,54
L. paracasei ST68 4210 6,54
L. casei CCDM 198 9,310 6,54
L. rhamnosus CCDM 150 5810 6,54

2,0-10° 6,28 48-10° 5,98 1,8-10° 477
34-10° 6,30 57-10° 6,00 3,7-10" 4,34
7,2-10° 6,29 14-10° 6,00 1,8-10° 5,21
1,5-10° 6,30 6,3-10° 6,03 25-10° 5,09
45-10° 6,30 31-10° 6,04 2,6-10° 5,33

L. casei CCDM 198 - sbirkovy kmen, Laktoflora, MIL-

COM a.s.

L. rhamnosus CCDM 150 - sbirkovy kmen, Laktoflora,

MILCOM a.s.

L. paracasei ST 68 - VSCHT Praha, Ustav technologie
mléka a tuku; izolat ze syra eidamského typu

Kmeny byly kultivovany pii teploté 37 °C v atmosfére
CO: (4%), pro stanoveni poctu (KTJ/ml) na MRS agaru
(Merck, Némecko) po dobu 48 hodin. Rist v mléce byl
zjiStovan plotnovou metodou na MRS agaru. Aktivni
kyselost byla méfena na pH metru (3020 pH Meter,
Jenway, Velkd Britanie) se sklenénou elektrodou pfi poko-
jové teploté. Hemolyticka aktivita kmend byla testovana
kultivaci na krevnim agaru (Merck) pti 37 °C po dobu 48 h.
Pozitivni reakce se projevila vytvorenim zluté zoény kolem
kolonii (o-hemolyza). Rezistence kmenu laktobacilt
k antibiotikim byla stanovena pomoci antibiotestu
Micronaut - S MRSA/IFSG Gram+ (Merlin Diagnostika,
Némecko) dle ndvodu vyrobce; enzymova aktivita pomoci
API-ZYM testu (BioMerieux, Francie).

Tolerance laktobacill k nizkému pH v bujonu a v mléce
byla stanovena metodou dle Noriegy a kol. (2004):
odstfedéné buiiky (po kultivaci 16 h, MRS bujén, 37 °C,
atmosféra CO») byly pfeneseny do MRS bujénu o pH 2
a inkubovany po dobu 2 hodin pri teploté 37 °C v atmosféie
CO:. V mléce byly jednotlivé kmeny kultivovany stejnym
zpusobem, pH zakysaného mléka bylo upraveno pfimo na
hodnotu pH 2. Pokles poétu zivych bunék zjistén pomoci
plotnové metody. Vysledky jsou primérem ze dvou
stanoveni.

Pro stanoveni tolerance ke Zlu¢ovym solim (Burns a kol.,
2008) byl pouZit MRS bujon s obsahem Zlucovych soli
(sodna sul kyseliny tauroglykocholové, Merck) 0; 0,3; 0,5
al % (w/v), pH 6,6. Tato média byla zaockovana Cerstvou
kulturou (1 % inokulum) a v Casech 2, 4, 7 a 24 h byla
méfena absorbance pfi vinové délce 560 nm. Vysledky se
vyhodnocovaly jako procentudlni rdst vzhledem ke kon-
trolni kulture (0 % ZluCovych soli). Stanoveni se provadélo
tiikrat a vysledky byly statisticky zpracovany za pouZiti
Dean-Dixonova testu.

Vysledky a diskuse

Vsechny sledované kmeny vykazovaly dobry rist
v mléce (Tab. 1.), béhem 24 h kultivace doslo k nardstu asi
0 2 - 3 fady KTJ/ml. Rozdily jsou patrné v dosazeném pH,
nejniz§i hodnoty byly zjiStény u kmenl L. acidophilus
CCDM 151 a L. casei Lafti L26.

Studované kmeny byly charakterizovany z hlediska
hemolytické aktivity, enzymové aktivity a rezistence vuci
antibiotikiim.

Z testovanych kmenti pouze L. casei Lafti L26 a Lbc. aci-
dophilus CCDM 151 vykazovaly po kultivaci na krevnim
agaru o-hemolytickou aktivitu. Rada autorli rovnéz
potvrzuje zjisténi oi-hemolytické aktivity u zastupct rodu
Lactobacillus (Maragoudakis a kol., 2006), kterd se jevi
jako kmenové specificka vlastnost.

Pro stanoveni enzymatické aktivity laktobacilli byly
pouZity API-ZYM testy. Znalost pfitomnosti a aktivity
enzymu u bakterii miZze napomahat pfi volbé vhodné kul-
tury v potravinarské technologii. U kazdého z testovanych
kment bylo zjiSténo nékolik aktivnich enzymu, které Stépi
sacharidické vazby. Aktivita téchto enzymt potvrzuje, Ze
tyto kmeny mohou mit schopnost vyuzivat substrity
v enzymovych aktivitich byly zaznamenany u kmene
L. rhamnosus CCDM 150, ktery jako jediny nevykazoval
aktivitu o-glukosidasy. L. acidophilus CCDM 151 vykazo-
val aktivitu trypsinu i chymotrypsinu, L. casei LAFTI L26
aktivitu chymotrypsinu, u ostatnich kment nebyly tyto dva
enzymy aktivni. Dalsi odli§nosti L. acidophilus CCDM 151
byla neaktivni o-galaktosidasa. Aktivita enzymu o-galak-
tosidasy je vyznamna napiiklad pro vyrobu fermento-
vanych sojovych napoji (Yoon, Hwang; 2008).

Pro zjisténi schopnosti rezistence k riznym antibiotikiim
byl pouzit antibiotest MICRONAUT - S MRSA/IFSG
Gram+. Ziskané vysledky potvrdily, Ze testované kmeny

Tab. 2 Stanoveni tolerance izolovanych bunék laktobacil(i
k pH 2 v prostfedi MRS bujonu po 2 h inkubace

Piivodni pocet Pocet po inkubaci v pH 2

[KTJ/mi] [KTJ/mi]
L. casei LAFTI L26 1,8-10™ 1,6-107
L. acidophilus CCDM 151 1,2-10" 1,4-10°
L. paracasei ST68 3,2- 10" 2,3-107
L. casei CCDM 198 1,0-10" 48-10°
L. rhamnosus CCDM 150 9,1-10" 81107

Tab. 3 Stanoveni tolerance izolovanych bunék laktobacilli
k pH 2 v prostfedi MRS bujonu po 2 h inkubace

Piivodni pocet Pocet po inkubaci v pH 2

[KTJ/ml] [KTJ/mi]
L. casei LAFTI L26 1,5-10° 11-10
L. acidophilus CCDM 151 99108 5,110
L. paracasei ST68 1,2-10° 46-107
L. casei CCDM 198 7.8-10° 3,6-107
L. rhamnosus CCDM 150 1,1-10° 8,5-10°
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Tab. 4 Stanoveni tolerance laktobacilll ke Zlu¢ovym solim (v % vici kontrolni kultivaci)

Koncentrace Zluc. soli

Doba kultivace

L. casei Lafti L26 89,4 43,5 66,9 80,3 51,9 57,1 57,4 30,2 40,5
L. acidophilus CCDM 151 95,5 32,0 85,4 68,9 32,2 83,4 31,1 6,2 73,5
L. paracasei ST68 58,2 28,9 97,9 441 21,6 85,6 33,7 6,7 76,8
L. casei CCDM 198 78,8 38,0 100,8 50,6 24,3 87,3 35,9 7.2 75,1
L. rhamnosus CCDM 150 88,6 34,0 101,5 60,4 23,8 88,3 17,3 74 75,8

jsou citlivé k B-laktamovym antibiotikiim (penicilin, ampi-
cilin, cefotaxin), naopak rezistence se projevila vuci
teicoplaninu, vankomycinu, fosfomycinu, linezolidu,
kyseliné fusidinové. Ke gentamycinu byla rezistence
pozorovana pouze v nizkych koncentracich (0,5 - 8 pug/ml),
pri vysoké koncentraci (500 ug/ ml) byla zjiSténa senzitivi-
ta. Podobné vysledky ziskal ve své praci Zhou a kol. (2005)
pro kmeny L. rhamnosus HNOO1, HN067 a GG, L. aci-
dophilus HNO17 a Lal. K vankomycinu byl rezistentni
i homofermentativni kmen L. acidophilus CCDM 151,
u n¢hoz byla ocekdvana senzitivita vzhledem k pouZzivani
médii s vankomycinem pro selektivni stanoveni rtistu hete-
rofermentativnich laktobacili (Coeuret a kol., 2004).
Rozdily v rezistenci vici riznym antibiotikim mezi jed-
notlivymi testovanymi kmeny nebyly vyznamné.

Rezistence k antibiotikiim, pokud se nejedna
o prenositelnou formu, muze byt vyhodou pro dany
mikroorganismus i hostitele. Napfiklad mohou tyto kmeny
pomoci v piipadech, kdy dochézi k naruSeni rovnovihy
stfevni mikroflory ¢i rozsahlejSimu sniZeni pocti mikroor-
ganismil ve stfevé podavanim bakteriostatickych 1éCiv ¢i
antibiotik. Takovéto kmeny tyto kritické podminky pfeZziji
a rekonvalescence (znovuustaveni rovnovahy ve stfeve) je
pak rychlejsi a snazsi (Zhou a kol., 2005). Prenositelna
forma rezistence je naopak nezddouci, nebof muZze
dochézet k rozsifeni rezistence na vétsi spektrum (i pato-
gennich) mikroorganismi a k naslednému ztiZzeni 1écby
antibiotiky (Robredo a kol., 2000). Toto nebezpeci se tyka
zejména enterokokt, jejichZz nékteré kmeny druhi
Enterococcus fecalis a Enterococcus faecium vykazuji také
probiotické vlastnosti (Klein, 2003).

Dal§imi testovanymi parametry bylo ptrezivani mikroor-
ganismil za podminek, se kterymi se setkavaji pti prachodu
travicim traktem clovéka. Tolerance laktobacilt k nizkému
pH (pH 2) byla méfena jak v prostfedi MRS bujonu
(Tab. 2), tak v prostfedi mléka (Tab. 3). Z vysledkt je
patrné, Ze zatimco u samostatnych bunék, které byly prene-
seny do prostreni s nizkym pH, doslo k dbytku bunék az
o 5 radt KTJ/ml, v prostfedi mléka je tento ubytek pouze
o 2 tady. Srovnatelné vysledky s izolovanymi buinikami
ziskal i Vinderola a Reinheimer (2003).

Koncentrace zluovych soli se v travicim traktu méni,
a tak byly pro testovani odolnosti vii¢i sodné soli kyseliny
tauroglykocholové zvoleny koncentrace 0; 0,3; 0,5 a 1,0%
w/v. Vysledky byly vyjadieny v % proti hodnoté zjiSténé
v médiu s nulovou koncentraci zlucové soli (Tab. 4).

Z tab. 4 je patrné, Ze se zvysujici se koncentraci
ZluCovych soli klesa odolnost laktobacilt po 2 i 4 h kulti-

vace. Pri tomto pokusu vSak byla prodlouzena doba
kultivace az na 24 h. Bylo zji$téno, Ze vSechny testované
laktobacily maji schopnost se adaptovat v prostredi
zluCovych soli a dosahuji po této dobé v nékterych pfi-
padech podobného nartstu jako kontrolni kultury. Tato
adaptacni schopnost byla zjisténa nejnizsi u L. casei Lafti
L26, u kterého byl po 24 h pti koncentraci 1% Zlucovych
soli zaznamendn pouze 40 % nartst vaci kontrolnimu
vzorku, na rozdil od ostatnich kmeni, kde bylo dosazeno
asi 75% nartstu ve srovnani s kontrolnim vzorkem. Vlivu
riznych koncentraci Zlucovych soli na inhibici ristu
mikroorganismil se zabyva fada védeckych praci (Burns
a kol., 2008; Guglielmotti a kol., 2007). Autofi uvadéji
vétSinou expozici zZlu€ovymi solemi do 3 - 4 hodin. Pouze
v praci Vinderola a Reinheimer (2003) byly nalezeny srov-
natelné vysledky pro dobu kultivace 24 h. Delsi expozice
prostiedi se ZluCovymi solemi dava presnéjsi predstavu
0 moZnosti prezivani v tenkém stfevé. Lze také predpokla-
dat, Ze v dalsi Casti traktu, kde jiz Zlu€ové sole nepiisobi,
dochazi k obnové normalniho rastu.

Ziskané vysledky prokazaly rozdilnost vlastnosti
vybranych kmeni laktobacili. Bylo potvrzeno, Ze mléko
miiZe pusobit jako ochranné médium pro mikroorganismy
pri prichodu travicim traktem a Ze jednotlivé kmeny jsou
schopny adaptace pro rdst v prostfedi s obsahem Zluc¢ovych
soli. Z hlediska rstovych vlastnosti a odolnosti vici pod-
minkdm traviciho traktu byl jako nejlep$i v porovnani
s komer¢nim probiotickym kmenem L. casei Lafti 1.26
vyhodnocen kmen L. acidophilus CCDM 151, dobrych
vysledkt bylo dosazeno i u kmene L. casei CCDM 198.

Prdce byla podporena grantem Ministerstva zemédelstvi
CR & QI101B090.
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HYGIENICKA KVALITA MLEKA
V EKOLOGICKYCH CHOVECH CR

R. Seydlovd, MILCOM a. s.
Hygienic milk quality in ecological farm

Abstrakt

Mikrobiologickd a bakteriologickd kvalita mléka je
dialezita nejenom z hlediska obsahovych slozek a nutriéni
kvality mléka, ale i z hlediska ochrany zdravi lidské popu-
lace. Nehygienické dojeni a nehygienickd manipulace
s mlékem po podojeni vcetné bakteridlnich zanétd mlééné
Zlazy jednoznaéné zvysuji bakteridlni poéty v mléce. Proto
kontrola hygienické kvality mléka je naprosto nezbytnd.
Cilem této studie bylo porovnat bakteriologické hodnoty
mléka z konvencniho a ekologického systému hospodareni
se standardy. Celkem bylo odebrano 302 individudlnich
vzorkil mléka dojnic suspektnich na mastitidu ze 3 ekolo-
gickych farem v obdobi od dubna do fijna. Vzorky mléka
pochézely od dojnic v rizném laktacnim stadiu. Vysledky
prokazaly, ze Staphylococcus aureus je patogenem, ktery
se vyskytuje jak v mléce z ekologickych tak konvencnich
farem. Hygienicka kvalita ekologického mléka jako celku
vSak dosahuje vyssi drovné nez hygienickd kvalita mléka
z konvencniho systému hospodateni.

Abstract

Microbiology and bacteriology raw milk quality is of
high importance for its nutrition value and human health
safety. Nonhygienic milking, nonhygienic handling with

milk after milking and udder inflammation caused by bac-
teria increase the total bacterial counts. Hygienic milk qua-
lity control is mandatory especially in farm milk with the
goal to reach hygienic standards. The aim of this study was
to compare bacteriological results of milk from conven-
tional and ecological farm system with the standards. We
collected 302 individual samples of cow's milk from 3 eco-
logical farms during the period from April to October. All
cows were suspected to have mastitis. Milk samples origi-
nated from animals from different lactation phase. Based
on the presented results it can be concluded that the
pathogen Staphylococcus aureus is the most abundant one
both in farm and conventional milk. On the whole, hygie-
nic quality of farm milk reaches much higher level than
milk from conventional system of agriculture.

Uvod

Hygienicka kvalita syrového mléka je zdkladni indikator
pozadavkl v mlékarenském priimyslu na mléénou surovinu
(Kirin, 2001). Vstupni mikrobiologicka kvalita syrového
mléka je velmi dileZitym faktorem pro kvalitu findlnich
vyrobkd, pro jejich nutricni hodnotu a zabezpeceni zdravi
lidské populace. V minulosti byl kontrolovan zejména
mlécny tuk. V soucasné dobé vedle obsahu tuku je sledovan
obsah bilkovin, celkovy pocet mezofilnich mikroorga-
nizmu a pocet somatickych bunék. VSechny tyto hodnoty
se podileji na ekonomice vyroby a zpracovani mléka.

Hygienicka kvalita mléka je jednim ze zakladnich
atributl kvality mléka vedle latkového sloZeni a obsahu
specifickych sloZek jako jsou vitaminy, minerdlni a bioak-
tivni latky. Je v zasadé urcovana drovni celkového poctu
mezofilnich mikroorganizmi, poctu somatickych bunék
a nalezy diagnostikovanych patogend. Mikroorganizmy
z vnéjsiho prostfedi maji moznost kontaminovat mléénou
zlazu, de facto mléko, mnoha cestami. NejcastéjSim zdro-
jem kontaminace je povrch mlécné zlazy, ruce a obleceni
obsluhy dojiren, samotné dojici jednotky, pfisavany vzduch
do systému a technologickd voda (Piton and Richard,
1985). Nejvetsi mnozstvi mikroorganizmti vsak pronikéa do
mlécné zlazy strukovym kanalkem.

Nehygienické dojeni, nehygienickd manipulace
s mlékem po podojeni, nevhodné skladovani a vzplanuti
bakteridlnich mastitid zvySuji celkové mnoZstvi bakterii
v 1 mililitru mléka az na hodnoty 107 (Ariznabareta et al.,
2002). Proto je naprosto nezbytnd kontrola hygienické
kvality mléka od prvovyroby az po zpracovani.

Mikroorganizmy zpusobujici zanéty mlééné zlazy, masti-
tidy, jsou rozdélovany do dvou hlavnich skupin podle ptivo-
du, a to environmentdlni a kontagiézni (Thomson, 2000)
nebo podle diferencidlniho barveni dle Gramma na gram-
pozitivni a gramnegativni.

Produkci biomléka a jeho finalizaci je nutné chédpat jako
navrat k pfirodé a jejim pfirozenym zdrojim. Optima by
bylo dosaZeno, pokud by se podafilo skloubit vyZivové
hodnoty biomléka s maximalné dosaZitelnymi parametry
jeho hygienické kvality.
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