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Souhrn

Na souboru 57 mikroorganismu izolovanych ze syrového
mléka, mléénych vyrobkd a zeleninovych Stav byla
testovana prakticka vyuzitelnost jednoduchych bio-
chemickych a dalSich mikrobiologickych testi pro potieby
mlékarenské praxe. RozliSeni Gram-pozitivnich, Gram-
negativnich bakterii a kvasinek bylo provadéno pomoci
barveni mikroskopického preparatu, KOH testem a detekci
L-alanin-aminopeptidasy. Bakterie a kvasinky bylo mozné
rozliSit pouze mikroskopicky. Metabolismus sacharidd byl
sledovan s vyuzitim sacharidovych diski, na agaru
s glukosou nebo s laktosou, pomoci diskd detekujicich
-galaktosidasu ¢i na OF mediu pro rozliSeni oxida¢niho
a fermentacniho typu metabolismu. Pro diferenciaci
mikroorganismii se nejlépe osvédcily sacharidové disky.
Kromé toho byly provedeny testy na katalasu a oxidasu.

Klicova slova: aminopeptidasa, KOH test, fermenta¢ni
vlastnosti

Summary

Usability of simple biochemical and other microbiological
tests for needs of dairy practice was tested on a file of 57
microorganisms isolated from raw milk, dairy products and
vegetable juices. Gram-positive and Gram-negative bacteria
and yeasts were distinguished by staining of microscopical
preparation, KOH test and detection of L-alanine-aminopep-
tidase. Only microscope was able to distinguish between bac-
teria and yeasts. Metabolism of saccharides was tested by
saccharide discs, agar with glucose or lactose, discs for detec-
tion of P-galactosidase or OF medium for differentiation
between oxidative and fermentative metabolism. Saccharide
discs were the best tool for categorization of microorganisms.
Moreover, tests on katalase and oxidase were performed.

Key words: aminopeptidase, KOH test, fermentative
properties

Uvod

Identifikace mikroorganismii ¢i charakterizace mikro-
fléry v mlékarenskych vzorcich z hlediska druhové roz-

manitosti ¢i potencidlniho zdravotniho rizika, technolo-
gickych problémi nebo kaZeni findlnich mléénych vyrobki
predstavuje stale aktudlni vyzvu.

Znacna pozornost byla a je vénovana metodam pro detek-
ci a typizaci patogennich mikroorganismu. K dispozici jsou
rozmanité metody od kultivaénich postupti, ¢asto zaloZenych
na kombinaci selek¢nich ¢inidel a chromogennich substrata,
pres imunochemické metody, napf. enzymova imunoanalyza
na pevné fazi - ELISA, imunochromatografické testy - LFIA,
aj., aZ po metody molekularni biologie, jako jsou napft. kva-
litativni PCR metody, kvantitativni real-time PCR, genotypi-
zacni metody v rizném usporadani, napr. AFLP, REP-PCR,
ERIC-PCR, RAPD, PFGE, aj. (Demnerova, 2012).

Relativné méné propracované jsou metody pro studium
mikroorganismii zpiisobujicich kazeni. Zakladni pfedstavu
o mikroflére vzorkl poskytuji klasické kultivaéni metody,
napf. pro stanoveni celkového poctu mikroorganismd,
kvasinek a plisni, bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae, psy-
chrotrofnich mikroorganismt, proteolytickych mikroor-
ganismd, apod.

Pro vlastni identifikaci jsou pak vhodné metody zaloZené
na porovnani profild jednotlivych kment s databiazemi.
Zde se uplatni napf. sekvenace vybranych genti kodujicich
rRNA nebo analyza proteinovych profili pomoci
Maldi-TOF MS, popft. biochemické identifikacni soupravy
sestavené specidlné pro urcité skupiny mikroorganismi
(napt. API testy, ENTEROtesty, STAPHYtesty,
ANAEROtesty, apod.) (Jebava a kol., 2013).

Cilem této prace je doporucit jednoduché, rychlé, instru-
mentalné a cenové dostupné testy pro primarni klasifikaci
mikroorganismii pfitomnych v mlékarenskych vzorcich,
které by byly vyuzitelné piimo na mlékarnach ¢i v servis-
nich laboratofich.

Material a postup prace

Mikroorganismy

Pii praci byly pouZity kmeny izolované ve VUM ze
syrového mléka, mlécnych vyrobki a zeleninovych $§tav,
které byly identifikovany v kombinaci metod Maldi-TOF,
sekvenace tsekd gent pro 16S rRNA a biochemické iden-
tifikace. Pfehled kment vcetné podminek pro jejich
pomnozeni pro jednotlivé experimenty je uveden v tab. 1.
Pokud dany kmen nerostl pomaleji, bylo dale pracovano
s 24h kulturou.

Rozliseni Gram-negativnich bakterii,
Gram-pozitivnich bakterii a kvasinek
Mikroorganismy byly rozliSeny takto:
* na zaklad¢ identifikace,
* barveni mikroskopického preparatu podle Grama,
* KOH test - kolonie byla pfenesena na podlozni sklicko
a prikapnut byl 3% roztok KOH - jestliZe se tato sus-
penze po rozmichani kli¢kou tdhne, jedna se o Gram-
negativni bakterie,
e pomoci kitu detekujiciho L-alanin aminopeptidasu
(Sigma-Aldrich) - kolonie byla suspendovéana v 0,2 ml
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Tab. | Prehled pouZitych mikroorganismi a podminek jejich kultivace

Kmen Identifikace

02
03
04
05
08
011
013
015
016
017
018
019
MO3

KM1

AR

Al
A7
A10
A1
A12
N6
N9
N11
N12
N13
N14
N26
N31
1z

4z

6z

Staphylococcus epidermidis
Chryseobacterium sp.
Kocuria rhizophila
Acinetobacter sp.
Pseudomonas sp.

Serratia liquefaciens
Enterobacter sp.
Lactococcus lactis ssp. lactis
Acinetobacter sp.
Shewanella sp.
Comamonas testosteroni
Kocuria varians
Acinetobacter baumanii

Candida sp.

Candida parapsilosis

Bacillus licheniformis
Bacillus licheniformis
Candida guilliemondii
Candida lusitaniae

Bacillus licheniformis
Debaryomyces hansenii
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus equorum
Staphylococcus hominis
Debaryomyces hansenii
Serratia marcescens
Staphylococcus hominis
Debaryomyces hansenii

Kocuria kristianae

Lactococcus lactis Ssp. lactis

Puvod

syrové mléko
syrové mléko
syrové mléko
syrové mléko
syrové mléko
syrové mléko
syrové miléko
syrové mléko
syrové mléko
syrové mléko
syrové mléko
syrové mléko

bombéZované
UHT miéko

bombdZovany
fermentovany
mlécény napoj
zahusténé
slazené mléko
bily syr

bily syr

bily syr

bily syr

bily syr

solny nélev

solny nélev

solny nalev

solny nélev

solny nélev

solny nélev

solny nalev

solny nélev
zdurely dohfivany
Syr

zdurely dohrivany
Syr

zdurely dohfivany
Syr

Piida Podminky

kultivace
GTK 37°C
GTK 30°C
GTK 30 °C
GTK 30°C
GTK 30 °C
GTK 37°C
GTK 37°C
GTK 30 °C
GTK 30 °C
GTK 37°C
GTK 30 °C
GTK 30°C
GTK 30°C
GKCH 25 °C
GKCH| 25°C
GTK 30°C
GTK 30°C
GKCH 25 °C
GKCH 25°C
GTK 30°C
GKCH 25°C
GTK 37°C
GTK 37°C
GTK 37°C
GTK 37°C
GKCH 25 °C
GTK 37°C
GTK 37°C
GKCH 25°C
GTK 30°C
GTK 30 °C

Kmen Identifikace

7z

8z

9z

10z
11z
12z
13z

14z

15z

37

4T

5T

1S
3S

10S
125
16S
185
z1
72
23
75
28
29

z10
712

Lactobacillus rhamnosus
Staphylococcus hominis
Lactobacillus curvatus

Serratia liquefaciens
Debaryomyces hansenii
Klebsiella oxytoca

Staphylococcus
saprophyticus

Lactobacillus paracasei
SSp. paracasei

Staphylococcus hominis
Lactobacillus paracasei

Lactococcus lactis Ssp.
lactis

Staphylococcus epidermidis

Clostridium tyrobutyricum

Candida kefyr
Delftia acidovorans

Candida lipolytica

Candida lipolytica

Bacillus cereus
Sporobolomyces roseus
Pantoea agglomerans
Serratia liquefaciens
Leuconostoc mesenteroides
Pantoea agglomerans
Lactobacillus sakei

Staphylococcus
haemolyticus

Micrococcus luteus
Staphylococcus epidermidis

Puvod

zdurely dohfivany
Syr

zdurely dohrivany
Syr

zdurely dohrivany
Syr

farmarsky syr
farmérsky syr
farmarsky syr
farmarsky syr

farmérsky syr

farmérsky syr
tvaroh s rizovymi
skvrnami

zkazené
pasterované
mléko

zkazengé
pasterované
mléko

zdurely dohrivany
Syr
tvaroh

pasterované
miéko

termizovany syr
termizovany syr
termizovany syr
termizovany syr
zeleninova $tava
zeleninova $tava
zeleninova $tava
zeleninova §tava
zeleninova Stava
zeleninova $tava

zeleninova $tava
zeleninovd $tdva

Piida Podminky

kultivace
GTK |37 °C anaer.
GTK 37°C
GTK |37 °C anaer.
GTK 37°C
GKCH 25°C
GTK 37 °C
GTK 37°C
GTK |37 °C anaer.
GTK 37°C
GTK |37 °C anaer.
GTK 30°C
GTK 37°C
RCM |37 °C anaer.
GKCH 25°C
GTK 30°C
GKCH 25°C
GKCH 25°C
GTK 30 °C
GKCH 25°C
GTK 30 °C
GTK 37°C
GTK 30°C
GTK 30°C
GTK |37 °C anaer.
GTK 37°C
GTK 30 °C
GTK 37°C

GTK - Zivnd pdda s glukosou, tryptonem a kvasnicnym extraktem; GKCH - Zivnd piida s glukosou, kvasnicnym extraktem a chloramfenikolem; RCM - Zivnd piida pro
kultivaci klostridir (reinforced clostridial medium)

destilované vody a ponofen byl testovaci prouzek. Po
inkubaci 37 °C/10 - 30 min Zluté zbarveni indikuje, Ze

se jedna o Gram-negativni bakterie.

Fermentacni vlastnosti mikroorganismii
Fermentac¢ni vlastnosti byly testovany témito metodami:

e rist na GTK-AB agaru (MILCOM), inkubace 30 °C/
3 dny (metoda se pouZiva pro stanoveni celkového
poc¢tu mikroorganismi s rozliSenim kyselinotvornych

a alkaligennich mikroorganismu),

e fermentace glukosy po
glukosového agaru s bromkresolpurpurem (Sigma-
Aldrich), inkubace 24 h pfi doporucené teploté pro

dany kmen,

e fermentace laktosy na laktosovém agaru s cinskou
modii (Merck), inkubace 24 h pfi doporucené teploté

pro dany kmen,

inokulaci

vpichem do

e rozliSeni oxidacniho a fermentativniho metabolismu
glukosy na OF médiu (BioMerieux) - vpichem byly
inokulovany dvé ampule s OF médiem pro kazdy kmen,
priemz po jedné ampuli bylo pfelito vrstvou 1 cm
mineralniho oleje, inkubace 36 °C/24 - 48 h (vyhodno-
ceni viz tab. II),

detekce B-galaktosidasy pomoci ONPG diskd, tj. diskd

s 2-nitrophenyl [3-D-galactopyranosidem (Sigma-Aldrich)
- disk byl ponoten do 0,1 ml fyziologického roztoku a sus-
pendovana byla kolonie testovanych mikroorganismd.
Test byl hodnocen po 1, 6 a 24 h inkubace pfi 35 °C,

fermentace vybranych sacharidii (arabinosa, cellobiosa,

fruktosa, rhamnosa, inositol, laktosa, melibiosa, sacharosa,
salicin) s vyuzitim sacharidovych diskd (Sigma-Aldrich) -
mikroorganismy byly inokulovany roztérem na povrch
agaru s fenolovou Cerveni (Sigma-Aldrich) a poté byly
poloZeny sacharidové disky, inkubace 36 °C/18 - 48 h.
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Tab. Il Vyhodnoceni testu na OF médiu dle navodu
vyrobce (BioMerieux)

Aerobni Inkubace pod Metabolismus
inkubace mineralnim olejem glukosy

+ - oxidacni

+ + fermentativni

- - inertni

- + doslo k chybé

Dalsi biochemické vlastnosti

Provedeny byly dale tyto testy:

e detekce katalasy - misky s nakultivovanymi mikroor-
ganismy byly prelity 3% roztokem H»O,, pozitivni
reakce se projevi uvolnénim bublinek plynu,

* detekce oxidasy pomoci Bactident Oxidasa testu
(Merck) - kolonie byly naneseny na testovaci prouzek
a po 20 - 60 s byl test vyhodnocen.

Vysledky a diskuze

V tab. III jsou porovnany rizné metody pro rozliSeni
Gram-pozitivnich a Gram-negativnich bakterii. Do
testovani byly zatazeny i nékteré kvasinky, protoZe mohou
prorustat pri stanoveni bakterii, a naopak nékteré bakterie
mohou proruastat pfi stanoveni kvasinek. Vyhodou prove-
deni klasického Gramova barveni je snadné rozliSeni bak-
terii a kvasinek na zakladé posouzeni velikosti a tvaru
bunék, popt. i tvorby spor. Nicméné provedeni této metody
vyzaduje mikroskop a dobré zaSkoleni persondlu. RozliSeni
bakterii mikroskopicky mize byt navic komplikovano
Gram-labilitou nékterych druhtt a dalSimi uskalimi.
V tab. III je napf. patrné opakovani chyby pfi zafazeni bak-
terii z fadu Pseudomonadales (rody Pseudomonas,
Acinetobacter, Comamonas a dalsi). Jak uvadi Sedlacek
(2007), acinetobaktery jsou Gram-negativni bakterie, které
vSak mohou byt rezistentni k odbarveni. Kvasinky se jevi
jako Gram-pozitivni syté zbarvené buiky.

Nejspolehlivéji bylo mozZné testovanymi metodami zara-
dit bakterie z Celedi Enterobacteriaceae, bacily a lakto-
bacily, zatimco kvasinky bylo moZné odliSit jen
mikroskopicky. V. KOH testu ani v testu na L-alanin
aminopeptidasu kvasinky neposkytovaly systematicky po-
zitivni ani systematicky negativni odezvu. U KOH testu
pusobily problémy obdobné kmeny bakterii jako v pripadé
Gramova barveni - pfi vyhodnoceni je potfeba povazovat
1 slabé "tahnuti se" suspenze bunék jako odezvu Gram-ne-
gativnich bakterii. Naproti tomu test na aminopeptidasu
nejéastéji selhaval u Gram-pozitivnich koku (stafylokoky,
kocurie, laktokoky, aj.), zatimco vyrobce v navodu uvadi
Bacteroides vulgatus, Bacteroides fragilis, Campylobacter
sp. a Veillonella parvula.

Gramovo barveni, KOH test a test na L-alanin aminopep-
tidasu porovnaval i Moaledj (1986), a to na kmenech slad-
kovodnich bakterii, mezi kterymi byly rovnéz zastoupeny
kmeny poskytujici jednotlivymi metodami protichtidné
vysledky. Pro identifikaci bakterii proto doporucuje kombi-
naci uvedenych metod.

Tab. Il Porovnani metod pro rozliseni Gram-negativnich
bakterii, Gram-pozitivnich bakterii a kvasinek

Kmen identifikace dle  mikrosko- KOH testna
identi- picky amino-
fikace peptidasu

02 | S. epidermidis G+ G+ koky G+ G-
03 | Chryseobacterium sp. G- G- tyCinky G- G-
04 | Kocuria rhizophila G+ G+ koky G+ G-
05 | Acinetobacter sp. G- G+ koky G- G-
08 | Pseudomonas sp. G- G+ tyCinky G- G-
011 | Serratia liquefaciens G- G+ tyCinky G- G-
013 | Enterobacter sp. G- G- tyCinky G- G-
015 | Lec. lactis ssp. lactis G+ G+ koky G+ G-
016 | Acinetobacter sp. G- G+, G- koky | G+ G-
017 | Shewanella sp. G- G- tyCinky G+ G-
018 | Comamonas G- G+ tycinky | G+ G-
testosteroni
MO3 | Acinetobacter G- G+ tycinky | G+ G+, G-
baumanii
KM1 | Candida sp. kvasinky|  kvasinky G- G+
ZM1 | Candida parapsilosis | kvasinky|  kvasinky G- G+
A1 | B. licheniformis G+ G+ tycinky | G+ G+

A7 | B. licheniformis G+
A10 | Candida guilliermondii | kvasinky

G+ tyéinky | G+ G+
kvasinky G+ G-

N14 | Debaryomyces kvasinky|  kvasinky G+ G+
hansenii
N26 | Serratia marcescens G- G- tyCinky G- G-
4z | Kocuria kristianae G+ G+ koky G+ G+, G-
7z | Lb. rhamnosus G+ |G+, G-tyCinky| G+ G+
9z | Lb. curvatus G+ G+ tycinky | G+ G+
10z | Serratia liquefaciens G- G- tyCinky G- G-
11z | Debaryomyces kvasinky|  kvasinky G+ G+
hansenii
12z | Klebsiella oxytoca G- G- tyCinky G- G-
13z | S. saprophyticus G+ G+ koky G+ G-
14z | Lb. paracfasei SSp. G+ G+ tycinky | G+ G+
paracasei
15z | S. hominis G+ | G+, G-koky | G+ G-
1T | Lb. paracasei G+ G+ tyCinky | G+ G+
4T | S. epidermidis G+ G+ koky G+ G+
10S | Candida lipolytica kvasinky|  kvasinky G+ G-
16S | B. cereus G+ G+ tyCinky | G+ G+

V tab. IV jsou shrnuty vysledky testti vybranych kment
v souvislosti s metabolismem sacharidi. Na GTK-AB
agaru prevazovalo zastoupeni alkaligennich mikroorganis-
mi nad kyselinotvornymi. Na této piidé je testovana zména
pH jako dusledek celého souboru biochemickych reakei.
Proto i nékteré kmeny fermentujici Siroké spektrum
sacharidu vysly jako alkaligenni a naopak.

Pro testovani metabolismu glukosy slouzi OF médium
a glukosovy agar. Na OF médiu vySly vSechny otestované
bakterie jako fermentativni a 95 % z nich bylo pozitivnich
na fermentaci glukosy na glukosovém agaru. Vysledky
naznacuji, Ze jsou obé metody hodné citlivé, popt. mohou
poskytovat falesné pozitivni vysledky. Do testovaného
souboru byly totiz zafazeny i aerobni bakterie s Cisté respi-
ratornim metabolismem jako jsou napf. pseudomonady
(Sedlacek, 2007).

Naproti tomu mezi kvasinkami bylo 89 % pozitivnich na
OF médiu a 78 % negativnich na glukosovém agaru. Jak
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Tab. IV Fermentacni viastnosti vybranych kmenti

. & & 5 £ £ z = £ - £ £
g e &2 & & S T = & = g = 3 £
= w = 88 E F g 2 3 = g = g g =
= 5 & 285 £§ = § 8 E E £ § & § ¥
02 | S. epidermidis A F + + - - + - - - - + -
03 | Chryseobacterium sp. A F + + - + - + - 5 - - + i
04 | Kocuria rhizophila A F + + - - - - - - - + -
05 | Acinetobacter sp. A F + + + - - + - - 4 5 + -
08 | Pseudomonas sp. A F + + - - - - - - - - .
011 | Serratia liquefaciens A F A + = - - - - - - - 4 +
015 | Lcc. lactis ssp. lactis A F + + - - - - - - - - -
016 | Acinetobacter sp. A F + + - - - - - = . - - -
017 | Shewanella sp. A F + + - - + - - + - + -
018 | Comamonas testosteroni A F ND + = - + + - - + - + +
019 | Kocuria varians A F + + - - - - - + - + -
MO3 | Acinetobacter baumanii A F + + +/- - - - = s = - - -
KM1 | Candida sp. A F - +/- - - - - - - - - .
IM1 | Candida parapsilosis A F +/- - - - - + - - - - + -
A1 | B. licheniformis A F + + - + + + + - - - + +
A7 | B. licheniformis A F I I ND I + + - - - - + -
A12 | B. licheniformis A F + +/- + + - + - - - + +
N6 | Debaryomyces hansenii K F + - - - - + - - + - + .
N9 | S. epidermidis A F + + - - + + + - + + -
N11 | S. epidermidis A F + +/- - - - - - 5 - - - -
N12 |S. equorum K F ND +/- ND - - + - - + - + -
N13 | S. hominis ND F ND + ND + - + - - = . + -
N14 | Debaryomyces hansenii A | - + - - - - - - - - .
N26 | Serratia marcescens K F 4 + = - - + + - + - + +
N31 | S. hominis ND F ND - ND + - + - - + + + -
z1 | Pantoea agglomerans A ND ND + - + - + + + - - + +
72 | Serratia liquefaciens ND F ND + ND - - - + - - + + +
z3 | Leu. mesenteroides A F ND + = A + + - - - + + +
z5 | Pantoea agglomerans A ND ND + + - + - - - + + +
28 | Lactobacilus sakei K F ND +/- + + + + + + + + E i
79 | S. haemolyticus ND ND | ND - + - - - - - + - + -
z10 | Micrococcus luteus ND ND ND ND ND - - - - s = - - -
712 | S. epidermidis K ND | ND + + + + + + - + + + +
1z | Debaryomyces hansenii A F + - - - - - 5 . - - - i
4z | Kocuria kristianae A F + + + - + + - - + - + -
6z |Lcc. lactis ssp. lactis K F + + + + + + + + + + + +
7z | Lb. rhamnosus K F + + + + + + + + + + + +
8z | S. hominis A F ND - - - - + - - - - 4 -
9z | Lb. curvatus K F + + + + + + + + + + + +
10z | Serratia liquefaciens A F + + - - - - - . . - - i
11z | Debaryomyces hansenii A F +/- - - - - - - - - - .
12z | Klebsiella oxytoca A F + + i + + i + + + + + +
13z | S. saprophyticus A F + + + - + + - - + - + _
14z | Lb. paracasei ssp. paracasei K F +/- + + + + + + + + + + +
15z | S. hominis A F ND + + + + + + + + + +
1T | Lb. paracasei K F + +/- 3 + 3 3 + + + + + +
3T | Lcc. lactis ssp. lactis K F ND ND ND - + + - - + - - -
4T | S. epidermidis A F 4 + = - - + - - + 5 4 -
5T | C. tyrobutyricum K F + +/- ND + + + + + + + + +
3S | Delftia acidovorans ND ND ND ND ND - - - = 5 - - - -
10S | Candida lipolytica A F - - - - - - - - B . . .
12S | Candida lipolytica A F - . - - - - - B B ) ) B
16S | B. cereus A F + + - - - - - - - - + -
18S | Sporobolomyces roseus A F ND - - - - = = = - - - R

K - kyselinotvorné, A - alkaligenni, O - oxidacni, F - fermentativni, | - inertni, ND - nestanoveno
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ukazuji dalsi testy, jednalo se vétSinou o kvasinky s nevyz-
namnymi fermenta¢nimi vlastnostmi. Nicméné kmeny N6
a ZM1 nékteré dalsi sacharidy fermentovaly, coZ je v roz-
poru s Kluyverovo fermentacnimi pravidly a naznacuje, Ze
byly na glukosovém agaru ziskany faleSné negativni
vysledky. Taz pravidla vedou k zavéru, Ze OF médium
poskytlo falesné pozitivni vysledky. Kluyverova pravidla
uvedend v praci Demnerové a kol. (2011) zni:

1. Kvasinka, ktera nezkvasuje glukosu, nezkvaSuje ani

jiny cukr.

2. Kvasinka zkvaSujici glukosu, zkvaSuje i fruktosu

a mannosu.

3. Zadna kvasinka nezkvasuje zaroveii laktosu a manno-

su.

Na laktosovém agaru vyslo jako pozitivnich 36 % kment
bakterii a Zadnd kvasinka. Mezi laktosu-fermentujicimi
bakteriemi byly nékteré kmeny acinetobakteri, nékteré
kmeny stafylokokt, klebsiela, laktobacily a laktokoky
s vyjimkou kmene Lactococcus lactis ssp. lactis O15.
Tento kmen laktokokd vSak pochazel ze syrového mléka
a mohl byt adaptovany na jiné prostfedi nezZ mléko a lakto-
su fermentovat pomaleji, popt. se mohlo jednat o chybné
identifikovany kmen. RovnéZz seracie byvaji pozitivni na
laktosu, avSak fermentace probihda pomalu (Sedlacek,
2007), a proto byl vysledek na laktosovém agaru negativni.

Vysledky ziskané na laktosovém agaru a s pomoci lak-
tosového disku se v 82 % piipadd shoduji. Rozdilné
vysledky byly ziskany pravdépodobné tehdy, jestlize mél

Tab. V Detekce oxidasy a katalasy u vybranych kment

kmen identifikace pXidasa katalasa

02 S. epidermidis + +
03 Chryseobacterium sp. + +
04 Kocuria rhizophila - +
05 Acinetobacter sp. +/- i
08 Pseudomonas sp. + +

011 Serratia liquefaciens - +
013 Enterobacter sp. - +
015 Lcc. lactis ssp. lactis - +
016 Acinetobacter sp. + +
017 Shewanella sp. + +
018 Comamonas testosteroni + +
019 Kocuria varians - +

MO3 Acinetobacter baumanii - +

KM1 Candida sp. - -

M1 Candida parapsilosis - +
A1 B. licheniformis + +
A7 B. licheniformis + +

A10 Candida guilliermondii - +

A1 Candida lusitaniae -

A12 B. licheniformis + +
N6 Debaryomyces hansenii - +
N9 S. epidermidis - +
N11 S. epidermidis + +
N12 S. equorum - +
N13 S. hominis - +
N14 Debaryomyces hansenii - +
N26 Serratia marcescens - +

dany kmen slabou schopnost fermentovat laktosu.
Fermentacni vlastnosti se vyraznéji projevily pfi inkubaci
se sacharidovymi disky pfi 36 °C neZ pfi nizSich teplotach,
pri kterych byly inkubovany glukosovy ¢i laktosovy agar.

Laktosa muze byt §tépena B-galaktosidasou (detekovana
na ONPG discich) nebo fosfo-3-galaktosidasou, a proto by
na ONPG discich mél byt podle o¢ekavani pozitivni stejny
nebo nizsi pocet kmenti, neZ na laktosovém agaru a lak-
tosovych discich. AvSak pozitivni reakce byla zjiSténa
u 88 % kment. Metoda tedy poskytuje bud falesné pozi-
tivni reakci, nebo odrazi vysokou adaptabilitu izolovanych
kment, které v nepritomnosti dalSich Zivin pfi testu na
ONPG discich vyuZivaji laktosu, zatimco na laktosovém
agaru ¢i agaru s fenolovou ¢erveni a laktosovymi disky jiné
Ziviny.

Pokud jde o dalsi sacharidy, na discich vyslo 34 % kment
pozitivnich na arabinosu, 33 % kmenti na cellobiosu,
58 % kmenu na fruktosu, 29 % kment na inositol,
20 % kmenu na rhamnosu, 27 % kmenu na mellibiosu,
69 % kment na sacharosu a 34 % kment na salicin. Nejvice
pozitivnich reakci (na osmi az deviti discich) vykazovaly
vSechny testované kmeny laktobacili, laktokoky s vyjimkou
kmene O15, nékteré kmeny stafylokoku, Klebsiella oxytoca
a Clostridium tyrobutyricum. Naopak nejvice negativnich
reakci (na osmi az deviti discich) bylo zjisténo u nékterych
Gram-pozitivnich kokd (mikrokoky, stafylokoky, kocurie),
nékterych kmend acinetobakterfi, pseudomonad, delftii,
seracii, bacilii a u vétSiny kment kvasinek.

identifikace
1z Debaryomyces hansenii - +
4z Kocuria kristianae - +
6z Lce. lactis ssp. lactis - -
7z Lb. rhamnosus - -
8z S. hominis - +/-
9z Lb. curvatus = =
10z Serratia liquefaciens - +
11z Debaryomyces hansenii - 3
12z Klebsiella oxytoca - +
13z S. saprophyticus - +
14z Lb. paracasei ssp. paracasei - -
15z S. hominis - +
1T Lb. paracasei + -
47 S. epidermidis + +
5T C. tyrobutyricum - +/-
1S Candida kefyr - +
10S Candida lipolytica - +
12S Candida lipolytica - +
16S B. cereus + +
18S Sporobolomyces roseus - +/-
z1 Pantoea agglomerans - +
72 Serratia liquefaciens - +
25 Pantoea agglomerans - +
29 S. haemolyticus - +
712 S. epidermidis - +
N31 S. hominis - +
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Dalsimi Casto vyuZivanymi testy jsou detekce oxidasy
a katalasy. Oxidasa byla pritomna u 26 % kmen, katalasa
u 87 % kment (tab. V). Mezi oxidasa-pozitivnimi kmeny
prevazovaly obligdtné aerobni mikroorganismy (pseudo-
monady, acinetobaktery, chryseobakterie, komamonady,
bacily), nebot oxidasa je soucasti dychaciho fetézce
(Ferquson-Miller a kol, 2012). Katalasa-negativni byly
zejména laktobacily a laktokoky (opét s vyjimkou kmene
015) a nekteré kvasinky. Katalasa se vyskytuje u vétSiny
Zivych organismu vystavenych aerobnimu prostredi.
Katalyzuje disproporcionaci peroxidu vodiku na kyslik
a vodu a podili se tak na ochrané pred oxida¢nim stresem
(Chelikani a kol., 2004).

Zaver

Gramovo barveni mikroskopického prepardtu ma nezas-
tupitelnou roli pfi rozliSeni Gram-pozitivnich a Gram-ne-
gativnich bakterii a kvasinek a pfi posuzovani morfologie
jejich bunék. Pokud neni mikroskop k dispozici, l1ze pro
bakterie doporucit kombinaci KOH testu a detekce
L-alanin aminopeptidasy (ve spornych piipadech pak iden-
tifikace dalSimi metodami).

Pfi prvotnim roztfidéni izolovanych kmeni muze byt
rovnéZ napomocnd detekce oxidasy a katalasy.

Ke studiu fermentacnich vlastnosti se nejlépe osveédcily
sacharidové disky, popf. glukosovy ¢i laktosovy agar.
Vysledky téchto metod jsou ovlivnény teplotou a dobou
inkubace - doporucit lze teplotu 36 °C a vyhodnoceni
v pravidelnych intervalech béhem 48 h. OF médium pro
rozliSeni oxidacniho a fermentativniho metabolismu
glukosy ani ONPG disky pro detekci (-galaktosidasy se
v této praci neosvedcily.
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TVORBA ACE INHIBITORD
RUZNYMI KMENY BAKTERII
MLECNEHO KVASENI

Markéta Lizalova, Ladislav Bar, Vladimir Drab
Vyzkumny Ustav mlékarensky s.r.o.

Production of ACE inhibitors by selected lactic
acid bacteria strains

Abstrakt

Cilem této studie bylo nalézt bakteridlni kultury pro-
dukujici ACE inhibitory, které mohou potencidlné snizovat
krevni tlak. Pro stanoveni byly pouzity rtzné izolaty
a sbirkové kmeny ze Sbirky mlékarenskych mikroor-
ganismil Laktoflora®. Ziskané vysledky ukazuji, Ze tvorba
ACE inhibitortt je kmenové specifickda. Z testovanych
kment byly nejacinnéjsi Lbc. helveticus CCDM 125
a Enterococcus faecalis RL27-VGA-7A2 s mirou inhibice
84,1 £ 18,9 % a 94,9 £ 0,1 %.

Kli¢ova slova: ACE inhibitory, bioaktivni peptidy,
kyselina hippurova, Lactobacillus, Enterococcus

Abstract

The objective of the study was to find bacterial strains
producing ACE inhibitors. Isolates of different origin and
strains from Culture Collection of Dairy Microorganisms
Laktoflora® were tested. According to obtained results
production of ACE inhibitors were strain specific.
Lactobacillus helveticus CCDM 125 and Enterococcus
faecalis RL27-VGA-7A2 were the most potent strains with
degree of inhibition 84,1 + 18,9 % a 94,9 + 0,1 %.

Key words: ACE inhibitors, bioactive peptides, hippuric
acid, Lactobacillus, Enterococcus

Uvod

Vysoky krevni tlak, zptisobeny vyzivou, nadvahou, Zivotnim
stylem nebo genetickou predispozici, je velmi nebezpecny fak-
tor ovliviujici vznik kardiovaskularnich onemocnéni (Pihlanto
a kol., 2010). V poslednich letech je zkouméano mozné snizeni
krevniho tlaku pomoci inhibitori ACE (angiotensin-I-conver-
ting enzyme). ACE enzym je peptidyl-dipeptidasa A (EC
3.4.15.1). Bakterie mlécného kvaseni produkuji ACE inhibito-
ry pfi fermentaci mlécnych bilkovin (Gonzalez-Gonzalez
a kol., 2011). Pfi hydrolyze kaseinu a dalSich mlécnych
bilkovin bakteriemi vznikaji peptidy, které mohou byt zdrojem
dusiku pro jejich rast (Pihlanto a kol., 2010). Pfi tomto proce-
su jsou produkovany také bioaktivni peptidy, které se skladaji
z 2 az 50 aminokyselin (Hernandez-Ledesma a kol., 2011).
Z kaseinu jsou napr. ost€povany tripeptidy IPP (Ile-Pro-Pro)
a VPP (Val-Pro-Pro), které inhibuji ACE (Gonzalez-Gonzalez
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