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Vysledky senzorického hodnoceni navrzenych vyrobkt
jsou uvedeny v tab. II. PfestoZe byly senzorickému panelu
predlozeny cerstvé pripravené vzorky, vyrobkim se
sladovym vytazkem byla vytykdna zejména silna sladova
pachut. Ukazalo se rovnéz, Ze je ochuceni slady v rizné
formé obtizné skombinovat s dalSimi pfichutémi.

U vzorku fermentovaného kulturou Ent. durans CCDM
922 néktefi ¢lenové senzorického panelu hodnotili nega-
tivn€ jeho mirnou slizovitost. Pfitomnost zcukfeného sladu
zfejmé stimulovala tvorbu exopolysacharidi, kterd byla
vys$$i nez pri kultivaci v samotném mléce. Presto by tento
vyrobek zakoupilo nejvice hodnotiteltl (73 %).

Zaver

Diskutovany byly rizné zpusoby aplikace sladu do fer-
mentovanych mléénych vyrobku. Jako nejvhodnéjsi se jevi
pouziti zrn zcukieného sladu svétlého typu s minimalni
enzymatickou aktivitou. Zadouci je dikladné tepelné
osetfeni sladové ochucujici slozky nebo jeji oddélené
baleni. Ochuceni slady neni vhodné kombinovat s dal§imi
prichutémi, vyrobek je vSak mozné dosladit. Recepturu
a technologicky postup lze optimalizovat a dosdhnout
spotiebitelsky atraktivniho vyrobku.

Neprokazal se pozitivni vliv sladového vytazku nebo zrn
zcukfeného sladu na riist nebo prezivani zakysovych kultur
ve fermentovanych mlécnych vyrobcich, a to Zadnym
z predpokladanych mechanismt (tzn. leps$i dostupnost
Zivin pisobenim enzymi za sladu, adherence na nerozpust-
nou vlakninu, utilizace prebiotickych oligosacharidi).

Podékovdni
Tato prace vznikla s financni podporou NAZYV, projekt
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Characteristic of Escherichia coliin dairy farms

Souhrn

Prace je zaméfena na charakterizaci Escherichia coli
izolovanych ze syrového kravského mléka (n = 84)
a mlécnych filtrt (n = 73). Byla zjiStovana rezistence
k antimikrobidlnim latkdm a pfitomnost vybranych gent
virulence a rezistence. Urovei antibiotické rezistence
u ziskanych izolatd byla nizka, nejCastéji byla zjiSténa
rezistence k ampicilinu a tetracyklinu. Zidny ze sle-
dovanych gent virulence nebyl detekovan. Na jedné farmé
byla potvrzena pfitomnost kmend s geny kodujicimi rezis-
tenci k tetracykliniim fetA a terB a rezistenci k B-laktamtum
gen blasuy. Tyto izoldty jsou moZnym rezervoarem genti
rezistence, které se mohou S$ifit prostfednictvim potravi-
nového fetézce.

Klicova slova: Rezistence, geny virulence, mléko,
mlécny filtr

Summary

This study is focused on the characterization of
Escherichia coli isolates obtained from the raw cow's milk
(n = 84) and milk filters (n = 73). Resistance to antimicro-
bial agents and detection of selected resistance and viru-
lence genes was performed. The level of antibiotic resist-
ance in obtained isolates was low, resistance to ampicillin
and tetracycline was detected the most often. No observed
virulence genes were detected. Resistance genes encoding
resistance to tetracycline fefA and fefB and the gene blasuy
encoding resistance to -lactams were detected in isolates
originating from the same farm. Such strains may represent
a reservoir of resistance genes spreading through the food
chain.

Key words: Resistance, virulence genes, milk, milk filter
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Uvod

Baktérie E. coli je béZnou soucasti intestinalni
mikroflory lidi i teplokrevnych zvitat, ale muze byt i orga-
nismem patogennim (Costa a kol., 2009). Uroveii antibio-
tické rezistence E. coli je povazovédna za vhodny indikéator
selekéniho tlaku zpiisobeného uZivanim antibiotik (Lei
a kol., 2010) a pfi mikrobiologické analyze potravin
a surovin byva pfitomnost E. coli pouzivana k posouzeni
jejich hygienické kvality.

Cilem prace bylo porovnat vlastnosti E. coli ziskanych
z mléka a mlé¢nych filtrG z mléénych farem se zamérenim
na zhodnoceni rezistence k antimikrobidlnim latkam
a detekci gent kodujicich vybrané faktory virulence a geny
rezistence.

Material a metodika

V obdobi kvéten 2012 - leden 2013 bylo odebrano
a vySetfeno 49 vzorkdi syrového kravského mléka
z 16 farem a 44 mléénych filtrt z 10 farem v Ceské repub-
lice. VSechny vzorky byly odebirdny v pravidelnych
casovych intervalech v pribéhu laktace. Mléko bylo ode-
birdno do sterilnich vzorkovnic a pfevaZeno v izotermic-
kych obalech do laboratofe k okamzitému zpracovani.

Detekce E. coli byla provadéna po pomnoZeni vzorku
v pufrované peptonové vodé (Oxoid, VB) pti 37 °C po dobu
24 hodin s naslednou kultivaci na TBX agaru (44 °C, 24 h).
Z kazdého pozitivniho vzorku byly do studie zarazeny 1 -
3 izolaty suspektnich E. coli. Konfirmace suspektnich
izolatli spocivala v detekci oxidazy (OXItest, Erba-
Lachema, CR) a v posouzeni tvorby indolu (COLItest,
Erba-Lachema, CR).

Diskovou diftizni metodou byla testovdna rezistence
k 13 terapeuticky vyznamnym antimikrobidlnim latkam
patiicim do skupin: [B-laktamy (ampicilin, amoxicilin/
klavulanova kyselina, cefotaxim), amfenikoly (chloram-
fenikol), aminoglykosidy (streptomycin, kanamycin, gen-
tamycin), antimetabolity (sulfometoxazol/trimetoprim,
trimetoprim), tetracykliny (tetracyklin), chinolony a fluo-
rochinolony  (nalidixovd  kyselina, ciprofloxacin)
a polymyxiny (kolistin). Chloramfenikol se nepouZiva
k 1é¢bé hospodarskych zvirat, ale pro komplexni pohled
byla sledovdna rezistence i k této latce. Stanoveni bylo
provedeno podle metodiky CLSI (2006a), antibiotické
disky s koncentraci antibiotik od 5 do 30 pug byly ziskany
od firmy Oxoid (VB). Na zakladé velikosti inhibi¢nich z6n
byly izolaty vyhodnoceny jako citlivé, intermedialné rezis-
tentni nebo rezistentni dle kritérii uvedenych v CLSI
(2006b).

K detekci gent kodujicich vybrané faktory virulence -
eaeA, hly, stx; a stx,, genu rezistence k tetracyklinu - tetA,
tetB, tetC a tetG a k B-laktamovym antibiotikiim - blarewm,
blasnv, blactx, byla pouzita polymerazova fetézova reakce
(PCR). K detekci fet gend byly pouZity primery uvedené
autory Ng et al. (2001), k detekci bla genti primery uvedené
autory Brinas et al. (2002) a Lewis et al. (2007). Reak¢ni

objem ¢inil 25 pl a k amplifikaci byla pouzita tag-Purple
DNA polymeraza s MgCl, (Top-Bio, CR). Detekce faktort
virulence byla provedena pomoci multiplex PCR podle
autort Fagan et al. (1999), v 25 ul reakéni smési byl pouzit
PCR QIAGEN Master mix (Qiagen, Némecko). Produkty
PCR byly analyzovany gelovou elektroforézou v 1,5% aga-
roze (Serva, Némecko) s naslednou vizualizaci na transilu-
minatoru po obarveni ethidium bromidem.

Vysledky a diskuse

Baktérie E. coli byla detekovana u 47 (95,9 %) vzorka
syrového kravského mléka a 42 (95,5 %) mlécnych filtrt.
Pouze 2 bazénové vzorky mléka a 2 mlécné filtry ze dvou
farem byly negativni na pfitomnost E. coli. Celkem bylo
ziskano 157 izolatl E. coli (syrové kravské mléko: n = 84;
mlécny filtr: n = 73).

Pouze 20,2 % izolata z mléka a 16,4 % izolatu z filtra
bylo rezistentnich k minimdlné€ jedné antimikrobialni latce.
Vysledky diskové diftizni metody jsou znazornény v tabul-
ce 1. K antimikrobidlnim latkdm v tabulce neuvedenych,
byly izolaty E. coli citlivé.

Tab. 1 Vyskyt rezistentnich izolatd Escherichia coli
v mléce a mléénych filtrech

Antimikrobialni Obsah  Miéko (n=84) Filtry (n=73)
latka ([ (] n % ]

Ampicilin (AMP) 10 12 14,3 5 6,8
Amoxicilin/klavulanovd 30 0 0 1 1,4
kys. (AMC)

Streptomycin (STR) 10 2 2,4 3 6,1
Sulfometoxazol/ 25 1 1,2 0 0
trimetoprim (SXT)

Trimetoprim (TMP) 5 5 6,0 3 4.1
Tetracyklin (TET) 30 5 6,0 8 11,0

Metodou PCR byla prokazana pfitomnost gend fefA,
tetB zodpovédnych za rezistenci k tetracyklinu
u 5 izolatt z mléka (6,0 %) a u 8 izolatd z mléénych fil-
tra (11,0 %). Kromé jednoho izolatu pochazely vSechny
z opakované odebiranych vzorki z jedné farmy
v Moravskoslezském kraji. Geny tetA a fetB koduji ener-
geticky zavisly efflux systém, ktery je nejcastéjSim
mechanismem rezistence k tetracyklinlm mezi gram-
negativnimi baktériemi. Tyto geny mohou byt lokalizo-
vané na mobilnich genetickych elementech, takze se
v prostfedi snadno S§ifi (Tuckman a kol., 2007).
V mlééném filtru ziskaném ze stejné farmy byl detekovan
také jeden kmen nesouci gen zodpovédny za rezistenci
k B-laktamim blasny. Tyto geny kodujici produkei
enzymu B-laktamaz mohou byt taktéZ lokalizovany na
mobilnich genetickych elementech (Bennett, 2008; Ojer-
Usoz a kol., 2013). B-laktamova a tetracyklinova antibio-
tika jsou Siroce vyuZivdna v chovech hospodaiskych
zvitat, proto rezistence k témto skupindm antimikrobial-
nich latek komplikuje 1é€bu bakteridlnich chorob napt.
mastitid (Sawant a kol., 2007). Pfitomnost gentl viru-
lence nebyla detekovana u Zadného z izolati.
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Zaver

Z uvedenych vysledkii vyplyva, Ze baktérie E. coli se
v syrovém kravském mléce a mlécnych filtrech béZné vysky-
tuji. U Zadného ze ziskanych izolatll vSak nebyla zjisténa pfi-
tomnost sledovanych genti virulence, které byvaji detekovany
u Shigatoxin produkujicich kment. U izolati E. coli pochaze-
jicich z jedné farmy byla zjisténa piitomnost gent fetA, terB
a blasuy. Tyto geny se mohou prenaset horizontalné i na dalsi
gramnegativni baktérie a proto predstavuji potencialni riziko
jejich dalsiho Sifeni v potravinovém fetézci.

Podékovdni: Prace vznikla za finan¢ni podpory projekta
KUS QJ 1230044, AdmireVet CZ.1.05/2.1.00/01.0006 -
ED0006/01/01 a IGA 15/2013/FVHE.
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Identification of microbial agents causing
defects of dairy products by modern
molecular-hiological methods

Abstrakt

Mezi mikrobidlni pivodce riznych vad mlékarenskych
vyrobkli a surovin patii Casto zdravotné i technologicky
rizikové bakterie (napt. Staphylococcus sp., Serratia sp.,
Escherichia coli, Bacillus sp., Clostridium sp.), ale také
kvasinky (napt. Candida sp., Cryptococcus sp., Debaryo-
myces sp., Sporobolomyces sp., Yarrowia sp.) a nejruznéjsi
plisné. Nekteré mikroorganismy mohou byt nékdy obtizné
detekovatelné klasickymi kultivaénimi mikrobiologickymi
metodami, které jsou asové narocné. Vhodnou alternativu
k témto metodam predstavuji moderni molekularné-biologické
metody, poskytujici vysoce spolehlivé vysledky v relativné
rychlém cCase. V této praci byly rizikové bakterie a kvasinky,
izolované z mlékarenskych vyrobka a surovin, identifikovany
pomoci tfech riznych metod (sekvencni analyzy vybranych
geni rRNA, metody MALDI-TOF MS a biochemickych
testll). Vysledky ziskané z experimentil této prace mohou byt
uplatnitelné v oblasti zvySovani jakosti mlékarenskych
vyrobkd, a také pfi zajiStovani Grovné vyrobniho standardu,
za pomoci vhodnych metod aplikovatelnych v praxi.

Klicova slova: sekvencni analyza genii rRNA, MALDI-
TOF MS, biochemické testy, identifikace, bakterie,
kvasinky

Abstract

Microbial agents of various defects of dairy products and
raw materials are often classified as healthy and technolo-
gically hazardous bacteria (e.g. Staphylococcus sp.,
Serratia sp., Escherichia coli, Bacillus sp., Clostridium
sp.), but also yeasts (e.g. Candida sp., Cryptococcus sp.,
Debaryomyces sp., Sporobolomyces sp., Yarrowia sp.) and
various moulds. Some microorganisms may be detected
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