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Abstrakt

Soubor izolatl bifidobakterii byl otestovan na citlivost,
resp. rezistenci k antimikrobidlnimu enzymu lysozymu
(koncentrace 400 a 1000 pg/ml) a k deseti terapeuticky
vyznamnym antibiotikim (ampicilin, vankomycin,
gentamicin, kanamycin, streptomycin, erytromycin, clin-
damycin, quinupristin/dalfopristin, tetracyklin a chloram-
fenikol). Citlivost bifidobakterii k lysozymu se liSila.
Druhy Bifidobacterium bifidum a Bifidobacterium longum
izolované ze stolice kojencu a déti se vyznaCovaly vetsi
odolnosti vucéi antimikrobidlnimu pisobeni lysozymu.
Naopak, vétsi citlivost byla zaznamenédna u bifidobakterii
animdlniho ptvodu. VSechny testované kmeny bifidobak-
terii byly citlivé na terapeuticky pouzivana antibiotika
ampicilin, vankomycin, erytromycin, klindamycin, quin-
upristin (dalfopristin), tetracyklin a chloramfenikol.
Vysoky stupeii rezistence bifidobakterii byl zaznamenin
u streptomycinu, gentamicinu a kanamycinu. U této
skupiny aminoglykosidovych antibiotik se jedna o rezisten-
ci pfirozenou pro dany bakteridlni rod a nepredstavuje
nebezpeci.

Klicova slova: bifidobakterie, lysozym, antibioticka
rezistence, antimikrobidlni latky, probiotika

Abstract

Strains of Bifidobacterium species have been tested for
their sensitivity (resistance) to antimicrobial enzyme
lysozyme (concentrations of 400 and 1000 pg/ml) and
against 10 therapeutically important antibiotics (ampicillin,
vankomycin, gentamicin, kanamycin, streptomycin, ery-
tromycin, clindamycin, quinupristin/dalfopristin, tetracy-
cline and chloramphenicol). Sensitivity of bifidobacteria to
lysozyme differed. Bifidobacterium longum and Bifido-
bacterium bifidum species isolated from faeces of infants
and children had higher resistance to the antimicrobial
effect of lysozyme. Conversely, higher sensitivity to

lysozyme was observed in bifidobacteria of animal origin.
All of bifidobacterial strains tested were sensitive to thera-
peutically used antibiotics as ampicilin, vancomycin,
erytromycin, clindamycin, quinupristin (dalfopristin),
tetracycline and chloramphenicol. High degree of resis-
tance among bifidobacteria was observed for streptomycin,
gentamicin and kanamycin. For this group of aminoglyco-
side antibiotics the resistance of Bifidobacterium species is
intrinsic and for this reason not worrying.

Key words: bifidobacteria, lysozyme, antibiotic resistan-
ce, antimicrobial compounds, probiotics

Uvod

Lysozym je antimikrobidlni a lyticky enzym objeveny
Flemingem (1922). Prirozené se vyskytuje v sekretech
a bunkach obratloved, napf. slinach, slzach, krvi a dalSich
télesnych tekutinich. Zvlasté bohatym zdrojem lysozymu
jsou materské mléko a vajecny bilek (Pakkanen a Aalto,
1997). Lysozym pusobi antimikrobidlné zejména na Gram-
pozitivni bakterie a to tim, Ze naruSuje bunécnou sténu
svym hydrolytickym pasobenim na /,4-f-D-glykosidové
vazby N-acetylmuramové kyseliny a N-acetylglukosaminu
v peptidoglykanové vrstvé bakteridlnich bunécnych stén
(Voet a kol., 1995). Lze ale predpokladat, Ze existuji i jiné
mechanismy jeho ucinku, vzhledem k tomu, Ze Caste¢né
denaturovany lysozym miZze mit rovnéz antibakteridlni
ucinky (Meyer, 2003).

V soucasnosti je za tcelem komercni extrakce tohoto
enzymu nejvic vyuZivan bilek ze slepicich vajec, kde je
lysozym vedlej$Sim produktem pii vyrobé vajecného albu-
minu (Meyer, 2003). Lysozym slepi¢iho bilku (HEWL -
hen egg white lysozyme) je soucasné enzym, u kterého je
nejlépe prostudovan mechanismus ucinku. V ramci
Evropské Unie ma HEWL status potravinafské pridatné
latky pod kédem E 1105 (Smérnice 95/2/ES). Praktické
vyuziti mé lysozym v syrafstvi, a to pfi prevenci germinace
spor Clostridium tyrobutyricum (Svirakova a kol., 2006),
nebo také pri vyrobé vina, kde pridavek lysozymu vyznam-
né prispiva ke stabilizaci vin a umoZiiuje vyrobu vin se
snizenym obsahem oxidu sifi¢itého (Nafizeni komise ES
¢. 423/2008).

EFSA (European Food Safety Authority) poZaduje
testovani antibiotické rezistence vuci deseti antibiotiktim,
které se vyuZivaji v humanni a veterinirni medicin€. Jedna
se konkrétné o ampicilin, vankomycin, gentamicin,
kanamycin, streptomycin, erytromycin, klindamycin, qui-
nupristin/dalfopristin, tetracyklin a chloramfenikol (EFSA,
2008). V technickych pokynech z 18. cervna 2008 jsou
definovdny minimdlni inhibi¢ni koncentrace (MIC)
vybranych bakteridlnich roda, pfip. druht. Dulezité je pak
také rozliSovat, zda se jednad o rezistenci ziskanou, nebo
ptirozenou (vlastni) pro dany rod pfip. druh. O pfirozené
rezistenci mluvime v pfipadé, kdy rezistence vici danému
antimikrobidlnimu agens je typickd pro vSechny kmeny
daného druhu. Naopak, kdyz kmen typicky vnimavého
druhu, je odolny vici danému antibiotiku, je to povazovano
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Tab. 1 Citlivost kmend bifidobakteril viéi lysozymu (400 a 1000 ug/mi)

citlivy

400 pg/ml

1000 prg/mi

CCDM219 | B. longum subsp. longum faeces kojence - + +
CCDM559 | B. bifidum faeces ditéte - + +
CCDM223 | B. adolescentis origindini kultura - - +

Jov B. bifidum faeces kojence - + +
AVNB3-P1 B. bifidum GIT ditéte - + +

CCDM562 | B. breve GIT ditéte + + -
CCDM229 | B. animalis subsp. animalis | originalni kultura + +

Tab. 2 Citlivost bifidobakterii vici antibiotikim
kmen AMP VA GN K ) E DA (1])] TE C
(10pg) (Spg) (10pg) (30 pg) (25pg) (15pg) (2pg) (15 pg) (30 pg) (30 pg)

B. bifidum JOV S S S/R R R S S S S S
B. bifidum AVNB3-P1 S S R R R S S S S S
B. longum subsp. longum CCDM 219 S S SR R R S S S S S
B. adolescentis CCDM 223 S S R R R S S S S S
B. animalis subsp. animalis CCDM 229 S S R R R S S S S S
B. bifidum CCDM 559 S S S/R R R S S S S $
B. bifidum JKM S S R R R S S S S S
B. breve CCDM 562 S S R R R S S S S S
B. animalis subsp. lactis CCOM 94 S S R R R S S S S S

R - rezistentni (prdmér inhibicni zony < 12 mm), S - citlivé (prmér inhibicni zony > 16 mm), R/S - ¢astecné citlivé (prdmeér inhibicni zony 12-16 mm)
AMP - ampicilin, VA - vankomycin, GN - gentamicin, K - kanamycin, S - streptomycin, E - erytromycin, DA - klindamycin, QD - quinupristin/dalfopristin, TE - tetracyklin, C - chloramfenikol

za ziskanou rezistenci (EFSA, 2008). K ziskavani rezis-
tence dochazi prostfednictvim mutaci pavodnich gent
nebo horizontdlnim prenosem (Ammor a kol., 2008).
Prikladem horizontalniho pfenosu je napf. prenos gent
kédujicich rezistenci prostfednictvim plasmidu (extrachro-
mozomalni DNA) z jedné bakteridlni bunky do druhé kon-
jugaci (Grohmann a kol., 2003). Rychly vyvoj bakterialni
rezistence je odezvou na rozsdhlé pouZivdni antibiotik
a potraviny jsou obecné povazovany za nejdalezitéjsi vek-
2004). V soucasnosti predstavuje narust antibiotické rezis-
tence zavazny problém. Podle dostupnych literarnich
udaju, kazdoro¢né podlehne infekcim zptsobenych rezis-
tentnimi kmeny bakterii v krajindch Evropské Unie kolem
25 000 pacientd (WHO, 2011).

Cilem préace bylo otestovat soubor kment bifidobakterii
na citlivost, resp. rezistenci vici antimikrobialnimu enzy-
mu lysozymu a deseti terapeuticky dulezitym antibiotikiim,
jejichz testovani pozaduje EFSA.

Material a metodika

Pouité kmeny

Na testovani byly pouzity kmeny pochazejici ze Sbirky
mlékatskych mikroorganismii Laktoflora® (CCDM -
Culture Collection of Dairy Microorganisms) a kmeny
z Katedry mikrobiologie, vyZivy a dietetiky, CZU v Praze.

Testovdni citlivosti vici lysozymu

Na testovani tolerance kment bifidobakterii (tabulka 1)
vuci lysozymu byl pouzit lysozym ziskany z vajecného
bilku (Sigma-Aldrich, CR), koncentrace 400 a 1000 pg/ml.

Testovani se provadélo v MRS bujénu o pH 6,2 s pfi-
davkem 0,05% L-cystein hydrochloridu za pouziti
metodiky podle Rada a kol. (2010). Bujon byl inokulovan
suspenzi prislusného kmene v exponencialni fazi ristu ve
trech zkumavkach, které byly nasledné inkubovany pfi
teploté 37 °C v anaerostatech (Oxoid, UK). Po prvni hodi-
né inkubace byl do jedné ze zkumavek pfidan lysozym
o koncentraci 400 pg/ml, do druhé zkumavky byl pfidan
lysozym o koncentraci 1000 pg/ml a treti zkumavka
slouzila jako kontrola (bez pfidavku lysozymu). Rustové
krivky byly stanovovany kazdou hodinou, densitometricky,
piistrojem Densitometer DEN-1 (Dynex, CR) za pomoci
méfeni absorbance pfi vinové délce 540 nm. VeSkerad
méfeni byla provadéna dvojmo a vysledky byly vyhodno-
ceny v programu MS Excel 2007 (Microsoft, USA).

Testovdni citlivosti vici antibiotikiim

Citlivost deviti kment bifidobakterii (tabulka 2) na
antibiotika byla testovdna plotnovou, diskovo-difuzni
metodou, kterd vyuziva diftzni vlastnosti antibiotik
z papirovych diski. Bylo pouzito 10 antibiotik, které
doporucuje k testovani EFSA (EFSA, 2008) konkrétné,
ampicillin (10pg), vankomycin (5 pg), gentamicin (10 pg),
kanamycin (30 pg), streptomycin (25 pg), erytromycin
(15 pg), klindamycin (2 pg), quinupristin/dalfopristin
(15 pg), tetracycline (30 pg) a chloramfenikol (30 pg,
vSechna antibiotika Oxoid, UK). Na testovani se pouZil
MRS agar o pH 6,2 s pridavkem 0,05% L-cystein
hydrochloridu. Piada byla rozlita na Petriho misky. Po
zatuhnuti byla na povrch ndsledné aplikovdna roztérem
suspenze prislusného kmene (0,1 ml) v exponencidlni ras-
tové fazi. Nasledné byly naneseny pomoci sterilni pinzety
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na povrch agaru papirové disky s prisluSnym antibiotikem.
Misky byly kultivovany anaerobné pfi teploté¢ 37 °C po
dobu 48 az 72 hod. Nasledné byla odectena velikost
inhibi¢ni zény v mm, na zakladé které byly kmeny klasi-
fikovany jako resistentni (pramér inhibicni zény < 12 mm),
castecné citlivé (primeér inhibi¢ni zony 12-16 mm) nebo
citlivé (pramér zén > 16 mm) k prislusSnému antibiotiku.
Vysledky predstavuji primér ze tii uskute¢nénych
stanoveni.

Vysledky a diskuse

Vliv pridavku lysozymu na rtst testovanych kmenu bifi-
dobakterii je shrnut v tabulce 1. Sledovany byly dvé kon-
centrace lysozymu, a to 400 a 1000 ug/ml. Inhibi¢ni vliv
lysozymu se projevil zpomalenim bakteridlniho rustu a byl
porovnavan s kontrolou (bez ptidavku lysozymu). Pét ze
sedmi kment bylo rezistentnich vii¢i pouzité koncentraci
400 pg/ml, tj. ptidavek lysozymu nemél vliv na jejich rast
ve srovnani s kontrolou. U dalSich dvou kment bylo po
ptidavku lysozymu o koncentraci 400 pug/ml pozoroviano
mirné opozdéni exponencidlni ristové faze a jejich rastové
kiivky byly ve srovnani s kontrolou mirné ovlivnény
(graf 1). Pri vyssi pouzité koncentraci (1000 pg/ml), byl
pozorovan podle ocekavani i vétsi rozdil v citlivosti bifi-
dobakterii. Ctyfi ze sedmi kmenit byly klasifikovany jako
citlivé, a to na zdklade toho, Ze po pridavku lysozymu doslo
okamzité k vyrazné inhibici bakteridlniho rdstu (graf 1).
U dalsich tfi kment nedoslo k ovlivnéni jejich rastovych
ktivek a byly kategorizovany jako rezistentni.

Celkové pak lze shrnout, Ze 3 kmeny (B. longum subsp.
longum a 2 kmeny B. bifidum) byly zcela rezistentni vici
lysozymu, 2 kmeny (B. adolescentis a B. bifidum) byly
rezistentni vici koncentraci 400 pug/ml, ale citlivé vici kon-
centraci 1000 ug/ml. Kmeny B. breve a B. animalis subsp.
animalis byly jiz ¢astecné citlivé i vici nizsi testované kon-
centraci a uplné€ citlivé pfi vysSi pouzité koncentraci. Je
mozné konstatovat, Zze humanni kmeny B. bifidum a B. lon-
gum, izolované ze stolice kojenct a déti, se vyznacovaly
vetsi odolnosti viici antimikrobidlnimu piisobeni lysozymu.
Naopak vétsi citlivost byla pozorovana u bifidobakterii ani-
malniho ptivodu.
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Graf 1 Vliv lysozymu na rdst kmene B. breve
(Castecné citlivy ke koncentraci 400 ug/ml a citlivy
ke koncentraci 1000 ug/mi)

Graf 2 Vliv lysozymu na rdst kmene B. longum subsp.
longum (rezistentni vaci lysozymu)

Citlivost (resp. rezistence) bifidobakterii vici pusobeni
lysozymu se lisi a jejich citlivost se jevi jako kmenové
i druhové specifickd. Vliv na jejich citlivost mohou mit
i rizné vnéjsi vlivy, jako napft. teplota média, ristova faze,
spoluptisobeni dalSich enzymut apod. Znamy je napt. syner-
gicky antibakteridlni ucinek lysozymu a nisinu, ktery se
vzéjemné dopliiuje. Nejdiive ptisobi lysozym, ktery narusi
bunécnou sténu a nasledné do buriky projdou molekuly ni-
sinu a dojde k bunécné lysi (Svirakova a kol., 2006).
Neujahr a kol. (1973) testovali vliv lysozymu na kmen
Lbc. fermentum v zavislosti na rastové fazi a konstatovali,
Ze buiiky nachazejici se v stacionarni fazi byly odolné vuci
lysozymu. Naopak, nejvyssi citlivost byla zaznamenana
u bunék nachazejicich se mezi stfedni exponencidlni
a Casné stacionarni fazi ristu.

U probiotickych bakterii je rezistence vuci lysozymu
zadouci, néktefi autofi dokonce doporucuji testovani
citlivosti vuci lysozymu jako jedno z kriterii pfi vybéru
novych potencidlné probiotickych kment (Cardarelli
a kol., 2007; Rada a kol., 2010). Podobné u bakterii
mlééného kysani (BMK), které se vyuZzivaji v mlékarském
priamyslu je jejich rezistence vici lysozymu hodnocena
pozitivné. Obecné lze fict, Ze testované bifidobakterie
tolerovaly lysozym dobfe. Jen dva kmeny byly kategori-
zovany jako Castecné citlivé vici koncentraci 400 ug/ml,
coZz je nejvyssi koncentrace lysozymu zachycena
v mateiském mléce (Clare a kol., 2003).

Antibioticky profil potencidlnich probiotik je testovan
z hlediska bezpecnosti jejich pouziti, aby nedochazelo
k pfenosu rezistence prostiednictvim zejména extrachro-
mozomalni DNA. Vsechny ndmi testované kmeny
bifidobakterii byly citlivé na ampicilin, vankomycin,
erytromycin, klindamycin, quinupristin (dalfopristin),
tetracyklin a chloramfenikol. Inhibi¢ni pidsobeni téchto
antibiotik se projevilo vytvorfenim inhibi¢nich zén kolem
diskti (obrazek 1). Je to pozitivni fakt z hlediska toho, Ze se
tato antibiotika vyuZivaji jako terapeuticka. Podle
literarnich udaja, nékteré BMK (zejména heterofermenta-
tivni laktobacily) mohou vykazovat prirozenou rezistenci
na vankomycin (Hamilton-Miller a kol., 1998). Bifido-
bakterie, laktokoky a obligdtné homofermentativni lakto-
bacily jsou vSak ve vétSin€ pfipadii na vankomycin citlivé
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Obr. 1 Inhibi¢ni zény kolem antibiotickych diskd
(quinupristin/dalfopristin, ampicilin a klindamycin)
u kmene B. bifidum CCDM 559

(Ammor a kol., 2008; Delgado a kol., 2005), coZ se u nami
testovaného souboru bifidobakterii potvrdilo. Pomérné
Casta je také pritomnost genu kodujiciho rezistenci vici
tetracyklinu a to, jak u rodu Bifidobacterium, tak u ostat-
nich BMK (Aires a kol., 2007; Flérez a kol., 2005).
Rezistence vuci tetracyklinu u naseho souboru kment
pozorovana nebyla.

Vysoky stupeni rezistence bifidobakterii (100%) byl
zaznamenan v pripadé aminoglykosidového antibiotika
streptomycinu. Rezistence k tomuto antibiotiku je
pomérné rozsifena a di se predpokladat, Ze se jednd
o rezistenci prirozenou a z tohoto divodu neni znepoko-
jujici. Zv1asté vysoké minimdlni inhibi¢ni koncentrace
(MIC) byly zaznamenany u druhu B. bifidum (Ammor
a kol., 2008). U dal§ich dvou testovanych antibiotik ze
skupiny aminoglykosidd, tj. u kanamycinu a gentamicinu
byl zaznamendn podobné, jako v pfipadé streptomycinu,
vysoky stupeti rezistence. U kanamycinu 100% a v pii-
padé gentamicinu byly dva kmeny B. bifidum a kmen
MIC (EFSA, 2008) u této skupiny antibiotik nasvédcuji
tomu, Ze je mozné ocekdvat vysSi vyskyt rezistence
a s nejvetsi pravdépodobnosti se bude jednat o rezistenci
prirozenou.

Bifidobakterie jsou pfirozenou soucasti gastrointestindl-
niho traktu, jsou ¢asto pouzivany jako probiotika a maji sta-
tus GRAS (Generally Recognized As Safe). Vzhledem
k jejich vyuzivani v potravinafstvi, se kromé jiného
vyzaduje, aby byly testovany na citlivost k antibiotikim
a zabrédnilo se tim Sifeni determinantti odpovédnych za
antibiotickou rezistenci (Delgado a kol., 2005). Podle
dostupnych udaji (Ammor a kol., 2008), je zaznamenan
zvySeny vyskyt antibiotické rezistence i u této skupiny
uzite¢nych bakterii. Bakterie stfevni mikroflory clovéka
a zvifat mohou pusobit jako rezervodr genil rezistence,
které by mohly byt v konecném disledku preneseny i na
patogeny (Salyers a kol., 2004).

Kvalitativni nebo semi-kvantitativni metody k urceni
MIC nepfimo (napf. i difuzni metoda), jsou na testovani
obecné neprijatelné. Nicméné, pouziti téchto metod pro sle-
dovani antibiotické rezistence EFSA pripousti u rodi
Lactobacillus sp., Bifidobacterium sp., Propionibacterium
sp. a Leuconostoc sp. (EFSA, 2008). Jednim z davodu je
mozna interference s riastovym médiem, coZ miiZe testovani
komplikovat (Klare a kol., 2005; Huys a kol., 2008). Nami
pouzita plotnova metoda spolehlivé potvrdila citlivost testo-
vaného souboru kmenti vii¢i pozadovanym antibiotikiim.

Zaver

Rezistence vici lysozymu a citlivost k terapeuticky
vyznamnym antibiotikiim jsou duleZzité z hlediska mozného
pouziti kment jako potencidlnich probiotik. Testované bifi-
dobakterie tolerovaly lysozym dobfe a byly citlivé na
pusobeni antibiotik, kromé aminoglykosidovych antibiotik
(streptomycinu, gentamicinu a kanamycinu). V tomto pri-
padé se vSak jednd o pfirozenou vlastnost pro rod
Bifidobacterium.
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Effects of pasteurization and refrigeration
on contents of lipophilic vitamins in milk

Abstrakt

Byl sledovan vliv pasterace a nasledného kratkodobého
skladovani v mrazicim boxu pri teploté¢ -20 °C na zménu
obsahu vitaminu E a A v kozim a ovéim mléce. Vitaminy
byly stanoveny metodou vysokoucinné kapalinové chro-
matografie. K detekei vitaminu E byl pouZit fluorescencni

detektor, ke stanoveni vitaminu A detektor diodového pole.
Primérny obsah vitaminu A v kozim cerstvém mléce byl
112 + 38 pg/100 g, resp. 119 + 61 pg/100 g v Cerstvém
ovéim mléce. Vitamin E byl primémé z 96,7 = 3,6 %
zastoupen o-tokoferolem. Primérny obsah o-tokoferolu
v kozim cerstvém mléce byl 183 = 12 ug/100 g, resp.
382 + 185 ug/100 g v Cerstvém ovéim mléce. Ubytek sle-
dovanych vitamint v dusledku pasterace byl velmi rozdilny
a pohyboval se v rozmezi 0 - 64,8 %. Po tydennim
skladovani v mrazicim boxu klesl obsah obou vitamind
v priméru o 22 % v mléce Cerstvém, resp. 0 29 % v mléce
pasterovaném a i naddle klesal strméji v mléce paste-
rovaném. Po tfitydennim skladovani dosahl primérny pokles
vitaminQ v pasterovaném mléce 41 %. Predbézné vysledky
naznacuji, Ze obsah obou vitamint v Cerstvém mléce i mira
poklesu jejich obsahu béhem skladovani v mrazicim boxu
souvisi s tucnosti mléka a pokles obsahu vitamini je na
rozdil od jejich celkového mnoZstvi nizs§i v mléce s vySSim
podilem tuku. K ovéfeni dosazenych vysledkii bude této
problematice vénovana pozornost i v nasledujicim roce.

Klicova slova: pasterace, zamraZeni, vitamin E, vitamin A,
HPLC

Abstract

Effects of pasteurization and subsequent short-term storage
in clima box at - 20 °C on changes of vitamins E and A in
goat's and sheep's milk were observed. Both vitamins were
determined using HPLC technique. Vitamin E was detected
using fluorimetric detection and vitamin A using diode array
detection respectively. The average content of vitamin A
in fresh goat's milk was 112 + 38 pnug/100 g and
119 + 61 pg/100 g in fresh sheep's milk. Vitamin E was
formed by o-tocopherol from 96.7 + 3.6 %. The average
content of o-tocopherol in fresh goat's milk was
183 + 12 pg/100 g and 382 + 185 pg/100 g in fresh sheep's
milk. Vitamins decrease during pasteurization varied in broad
range 0 - 64.8 %. Another 22 % of both vitamins in fresh milk
and 29 % in pasteurized milk were lost during one-week sto-
rage in clima box at - 20 °C. Contents of both vitamins
decreased steeper in pasteurized milk compared to fresh milk
also in subsequent storage. The average decrease of vitamins
in pasteurized milk after three weeks of storage was 41 %.
Tentative results indicate that contents of both vitamins in
fresh milk and also ratio of decrease during short-term stor-
age are primarily influenced by milk fatness. Total amount of
both vitamins is higher in fatter milk and their decrease du-
ring pasteurization and storage is higher in milk with lower
fat content in contrast. Further attention for results confirma-
tion will be devoted to this issue during next year.

Key words: pasteurization, refrigeration, vitamin E,
vitamin A, HPLC

Uvod

Pro primyslové zpracovéni a lidskou vyzivu se vyuziva
piedevsim mléko kravské, celosvétové asi 85 % '. Diky
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