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Abstrakt

Predkladana prace se zabyva izolaci novych kment bifi-
dobakterii a laktobacili a testovinim jejich vlastnosti
s moznosti uplatnéni do novych vyrobki. K izolaci byly
vybrany razné zdroje - kravské kolostrum, sliny telat
a exkrementy telat, selat a kojenci krmenych
kolostrem/matefskym mlékem. Po identifikaci kment na
MALDI- TOF byly sledovidny potencidlni probiotické
vlastnosti zahrnujici adherenci ke smési HT-29MTX
a Caco-2, hydrofobicita, autoagregaci, rezistenci vuci
vybranym antibiotikim a rdst v pfitomnosti komercnich
prebiotik. Ziskané vysledky ukazuji pozitivni adherencni
vlastnosti kment Lactobacillus reuteri izolovanych
z kravského kolostra a stolice kojenci.

Klicova slova: Kolostrum, hydrofobicita, prebiotika,
autoagregace, probiotika

Abstract

The aim of this study was to isolate new bifidobacteria
and lactobacilli strains and to characterize their
properties for application in new products. Isolates were
obtained from different sources (colostrum, saliva and
faeces of colostrum fed cubs) and identified using
MALDI-TOEF. Strains were assessed for probiotic poten-
tial properties including adherence to mixture of
HT-29MTX and Caco-2, hydrophobicity, autoaggrega-
tion, antibiotic resistance and effect of commercial
prebiotics on growth of tested strains. Our results indi-
cated that Lactobacillus reuteri isolated from bovine
colostrum and faeces have positive adherence pro-
perties.

Keywords: Colostrum, hydrophobicity, prebiotics, auto-
ggregation, probiotics

Uvod

Probiotika jsou definovana jako Zivé mikroorganismy,
které pokud jsou podavany v adekvatnim mnozstvi, pusobi
prospésné na zdravi hostitele (FAO/WHO, 2002). V soucas-
né dobé dochézi k velkému rozvoji potravin s obsahem pro-
biotik. Mezi nejéastéji pouZivand probiotika patfi kmeny
z rodd Lactobacillus a Bifidobacterium. Probiotické
mikroorganismy jsou spojovany s prevenci nebo lécbou celé
fady onemocnéni, jako jsou bakteridlni nebo virova prij-
mova onemocnéni, zanétlivé onemocnéni strev, laktosova
intolerance, alergickd onemocnéni, snizend imunita, infekce
zpusobena Helicobacter pylori a dalsi (Sidira et al., 2015;
Das et al., 2016). Pro zatazeni izolovaného kmene mezi pro-
biotické mikroorganismy je nutné splnit celou fadu kritérii -
prezit v podminkach gastrointestindlniho traktu, kde jsou
kmeny vystaveny piisobeni enzymil v dstni duting, nizkému
pH v zZaludku, Zlu¢ovym a pankreatickym sekretim. Dale
musi adherovat a kolonizovat na sliznici stfevniho epitelu
a kolonizovat stfevo, mit antimikrobidlni G¢inek vici pato-
gennim mikroorganismim, byt citlivé k antibiotikiim a dalsi
(Davoodabadi et al., 2015). Ke stanoveni adheznich vlast-
nosti je nejcastéji pouZivdna in vitro metoda s pouZitim
Caco-2 bunék. Dal§imi metodami pouZivanymi pro
stanoveni adhezivnich vlastnosti bakteridlnich bun¢k jsou
napf. metoda mikrobidlni adheze k uhlovodikim (MATH),
autoagregace a koagregace. Bakteridlni adheze je zaloZena
na zakladé nespecifickych fyzikalné-chemickych inter-
akcich mezi dvéma povrchy, a proto je adherence bakterial-
nich bun¢k obvykle spojena s charakteristikou bunécného
povrchu. Korelace mezi adhezivni schopnosti a hydrofobi-
citou byla zkouména v celé radé praci s ¢asto protikladnymi
vysledky, protoZze adhezni vlastnosti bunék jsou ovliv-
novéany celou tfadou faktord, jako jsou sloZeni kultivacniho
média, teplota, pH a jiné (Garcia-Cayuela et al., 2014;
Hernandez-Hernandez et al., 2012; Kos et al., 2003).

Hlavnim cilem predkladané prace, proto bylo otestovat
adhezivni vlastnosti vybraného souboru izolati bifidobak-
terii a laktobacild ziskanych z riznych zdroju, protoze po-
zitivni souhra vSech vlastnosti dulezitych pro adhezi
(adheze k lidskym bunikam, povrchova hydrofobicita, auto-
agregace a koagregace) poskytuje vyhodu pii kolonizaci
intestindlniho traktu. Dale byla také testovana jejich rezis-
tence k vybranym antibiotikim, protoZe v soucasné dobeg,
kdy jsou antibiotika pouZivana v rozsdhlém mnozZstvi, pred-
stavuje nartist rezistence vici antibiotikim zavazny prob-
Iém. Z tohoto diivodu EFSA i WHO/FAO vydaly nafizeni
pro testovani antibiotického profilu probiotickych a poten-
cidlné probiotickych mikroorganismii (Morandi ef al. 2013;
EFSA, 2008; FAO/WHO, 2002). Poslednim sledovanym
parametrem byl rast v médiu s pfidavkem prebiotika.

Metody a postupy

Vzorky
K izolaci novych animalnich kmena byly vybrany
vzorky kravského kolostra, exkrementii selat a telat
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krmenych kolostrem a stéry tlam telat ve stafi 0-3 dny
krmenych kolostrem. Vzorky byly odebrany ve spolupraci
ZD Kojcice. Pro izolaci humannich kment byly pouZzity
stolice kojencti krmenych matefskym mlékem. Vzorky
byly odebirdny do vzorkovnice s obsahem Wilkins-
Chalgren bujonu (Oxoid, UK) a pfidavkem 10 % glycerolu.

Izolace

Pro izolaci kment z rodu Bifidobacterium bylo pouZito
médium s pridavkem mupirocinu a norfloxacinu dle
metodiky Vlkova et al. (2015). K izolaci laktobacilii bylo
pouzito MRS (de Man, Rogosa and Sharpe; Merck,
Némecko) agar o pH 6,2 s pfidavkem 0,01 % L-cysteinu
hydrochloridu (Sigma Aldrich) a MRS agar o pH 5,7.
Kultivace probihala v anaerobnich podminkéch pfi teploté
37 ?C po dobu 48-72 hodin. Poté byly jednotlivé kolonie
preneseny na MRS agar o pH 6,2 s pfidanym L-cysteinem
(0,05 %) nebo MRS agar o pH 5,7. Po mikroskopické kon-
trole byly cisté kmeny jesté trikrat preockovany. Nasledné
identifikace izolatd byla provedena ve spolupraci se
Statnim veterinarnim Ustavem v Jihlavé. Izolované kmeny
byly pfeockovany na krevni agar s berani krvi a identi-
fikovany pomoci metody MALDI-TOF. Tato metoda je
zaloZena na ozareni vzorku (kolonie pfislusSného izolatu)
laserem  hmotového  spektrometru = MALDI-TOF.
nostni spektra, ktera se srovnavaji s databazi (komercni ¢i
soukromé vytvorenou z namétenych dat).

Hydrofobicita a Autoagregace

Pro stanoveni hydrofobicity izolovanych mikroorganis-
mu byla pouzita MATH metoda popsand v praci Vinderola
et al. (2004). Pro stanoveni autoagregace jsme vychazeli
z prace publikované Kos et al. (2003). V obou pfipadech
byla na pocatku meéfeni pfipravena bunécna kultura
o optické denzité¢ 0,55 - 0,60 stanovena pfi vinové délce
600 nm (Ao, Ho), kterd byla pfipravena resuspendaci
odstfedénych a promytych bunék po 18 hodinové kultivaci
ve fosfatovém pufru (pH 7). Autoagregace se poté odecita-
la v intervalu 3, 6 a 24 hodin (A,). Teplota kultivace byla
37 °C. Pro stanoveni hydrofobicity bunécného povrchu byl
pouZit hexan. Tento dvoufazovy systém byl intenzivné vor-
texovan po dobu jedné minuty. Po ustaleni a odd€leni fazi
(10 minut, laboratorni teplota) byla opét méfena
absorbance vodné faze pti 600 nm (H;). Vysledna hodnota
autoagregace a hydrofobicity byla vypoctena dle nasledu-
jicich vzorci:

_A

0

A=(1 )-100%

H= (M) . 100%
H

0
Riist v pfitomnosti prebiotik/sacharidii

Pro testovani ristu v médiich s obsahem vybranych pre-
biotik (Orafti GR a Vivinal) a sacharidi (laktézy a glukézy)

byla pouzita metodika uvedena v praci Lopes et al. (2015).
Jako negativni kontrola bylo vybrano bazalni médium (10 g
tryptonu, 10 g peptonu, 5 g kvasn. extraktu, 1 ml Tween 80,
0,5 g L-cysteinu, 1 1 vody). Testovana média byla pfiprave-
na z bazalniho média s pridavkem 2 g/l Orafti GR (Beneo,
Némecko), Vivinalu (DOMO, Nizozemsko), laktézy nebo
glukdzy. Jako pozitivni kontrola byl pouzit WCH bujon.
Zaockovand média byla kultivovana pfi teplote¢ 37 °C
v anaerobnim prostfedi. V case 0 a 24 hodin byla stanove-
na hodnota optické denzity. VSechny varianty byly v trip-
likatech.

Rezistence vici ATB

Citlivost kment vici antibiotikim byla testovana plot-
novou difuzni metodou, ktera vyuziva difuzni vlastnosti
antibiotik z papirovych disk (Kunova et al, 2012).
K testovani bylo vybrano 7 antibiotik, které doporucuje
k testovani EFSA, konkrétné ampicilin (10 pg),
vankomycin (5 pg), kanamycin (30 pg), erytromycin
(15 pg), klindamycin (2 pg), tetracyklin (30 pg) a chloram-
fenikol (30 pg; vSechna antibiotika Oxoid, UK). Na MRS
agar o pH 6,2 s pfidavkem 0,05 % L-cysteinu byla
aplikovana kultura v exponencidlni fazi ristu a nésledné
sterilné pfidany disky antibiotik. Kultivace probihala za
anaerobnich podminek prfi teploté 37 °C po dobu 48 az
72 hodin. Nasledné byly odecteny priméry inhibi¢nich z6n
v mm, na zakladé byly kmeny klasifikovany jako rezistent-
ni (pramér inhibiéni zény < 12 mm), castecné citlivé
(pramér z6n 12 - 16 mm) a citlivé (pramér z6n > 16 mm).
VSechny varianty byly stanoveny v duplikétech.

Stanoveni adherence izolati tkainové kultury

Jako model stfevni sliznice byla zvolena smésna tkanova
kultura dvou adherentnich linii pochézejicich z Americké
sbirky typovych kultur (ATCC) - Caco 2 a HT-29. Buiiky
HT-29 byly diferencovany pomoci 10 pM methroxatu
(MTX). VSechny linie se kultivuji v klasickych médiich pfi
37 °C a 5% CO,. Linie Caco-2 se kultivuje v E-MEM
médiu (Lonza, CR) s pfidavkem 20% fetalniho bovinniho
séra (FBS), 1 % penicilinu/streptomycinu (P/S) a 1 % L-glu-
taminu (Lonza). Linie HT-29 i HT-29-MTX se kultivuji
v médiu D-MEM (Lonza) s pfidavkem 15% FBS (Sigma
Aldrich, UK), 1% P/S (Lonza) a 1% pyruvatu sodného
(Lonza). Kultury Caco-2 a HT-29-MTX byly smichany
v poméru 9:1. Smésnd kultura o koncentraci 2x10° bunék
na jednu jamku 96 jamkové mikrotitracni desti¢ky (Cerné
s transparentnim dnem upravenym pro tkanovou kulturu)
a kultivuje se do 100 % konfluence (obvykle 24 hodin)
v médiu pro linii Caco-2. Izolat dvakrat promyty fyziolo-
gickych roztokem a nafedény na ODgy = 0,5 se obarvi
50 uM roztokem Syta 9 (Life Technologies). Barveni
probiha po dobu 1 hodinu pfi 37 °C v temnu. Nasledné je
suspenze promyta 1 ml PS. Sto ul promyté suspenze se
nanese na promytou (2x200 pl PS) tkanovou kulturu
(1 vzorek celkem do 10 jamek) a pfida se 100 ul PS,
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vysledna koncentrace tedy Cini 2,5 %. Adherence probiha
1 hodinu pri 37 °C v temnu. Po uplynuti této doby se polo-
vina jamek (tzn. 5) pouzije jako pozitivni kontrola 100 %
fluorescence a druhd polovina se promyje 2x200 ul PS
a zavodni 100 pl PS. Fluorescence Syta 9 je méfena pri
excitaci 478 nm a emisi 510 nm na fluorescen¢nim readeru
Synergy 2 (Tecan). VSechny experimenty se provadeji ve
3 nezavislych opakovanich.
Procento adherentnich bun€k se vypocita jako:

Xrru — NK)

X (%) =(PK—NK

kde X(%) je fluorescence jamky v procentech; Xrru =
fluorescence jamky v relativnich fluorescen¢nich jed-
notkdch; NK = negativni kontrola (nespecifickd fluores-
cence jamky); PK = pozitivni kontrola (fluorescence bak-
terii bez promyvani).

Vysledky a diskuze

Ze vzorkl kravského kolostra, exkrementd a slin bylo
ziskano pres 200 izolath, které byly identifikovany pomoci
MALDI-TOF. Mezi kmeny kromé laktobacilt a bifidobak-
terii byly stanoveny i kmeny z rodu Pediococcus
a Enterococcus. 7Z animalnich vzorkd byl izolovan
Pediococcus pentosaceus pochazejici nejspiSe ze silaze,
kde jsou kmeny z rodu Pediococcus €asto pouzivany jako
inokulanty. Dale byl identifikovan Pediococcus acidilacti-
ci, ktery kolonizuje zaZivaci trakt zvifat i ¢lovéka. V celé
fadé studii je popisovan jeho probioticky efekt nebo pro-
dukce cetnych bakteriocini (Brousseau et al., 2015;
Fernandez et al., 2014). Z rodu Enterococcus byli
stanoveni tfi zastupci - E. durans, E. faecalis a E. faecium.
U zvifat, jsou probiotické ptipravky s enterokoky
pouzivany hlavné k léceni nebo prevenci prijmovych
onemocnéni, pro imunitni stimulace nebo ke zlepSeni ristu.
Na druhou stranu jsou mezi enterokoky i kmeny nezadouci
napf. pivodci nosokomidlnich infekci, bakteriémii,
endokarditidy a dal§ich onemocnéni. Vankomycin rezis-
tentni enterokoky (VRE) jsou jednémi z hlavnich ptvodci
nosokomialnich infekei. To, Ze enterokoky zptisobuji nék-
teré nemoci, vyvolava otazky, zda jsou bezpecné pro
pouZiti v potravindch nebo i jako probiotika.

Tab. | Prehled izolovanych kmend vybranych pro dalsi

testovani
oznaceni izolatu puvod identifikovany kmen
E4MA stolice kojenec Lactobacillus reuteri
E2MD stolice kojenec Lactobacillus reuteri
E3TA stolice kojenec Lactobacillus paracasei
E1M1C stolice kojenec Lactobacillus reuteri
E3M2 stolice kojenec Lactobacillus reuteri
Z1 stolice kojenec Lactobacillus paracasei
7 stolice kojenec Lactobacillus paracasei
29 stolice kojenec Lactobacillus paracasei
H1 stolice kojenec Lactobacillus gasseri
H5 stolice kojenec Lactobacillus gasseri
H 10A stolice kojenec Lactobacillus reuteri
H 2B stolice kojenec Lactobacillus reuteri
K18 kravskeé kolostrum Lactobacillus reuteri
K7 kravskeé kolostrum Lactobacillus amylovorus
K14 kravské kolostrum Lactobacillus reuteri
K10B kravskeé kolostrum Lactobacillus reuteri
S4C exkrementy sele Lactobacillus paracasei
S3A exkrementy sele Bifidobacterium pseudolongum
S4B exkrementy sele Bifidobacterium thermophilum
T11B teleci exkrementy Bifidobacterium thermophilum
T12B teleci exkrementy Bifidobacterium thermophilum
T1C teleci exkrementy Bifidobacterium thermophilum
TS 1B teleci sliny Bifidobacterium sp.
SI 5B teleci sliny Bifidobacterium longum
TS1C teleci sliny Lactobacillus reuteri
T8A teleci exkrementy Lactobacillus reuteri

cinomu. Stfevni sliznice je charakteristicka produkci
mucinu, slizovitého glykoproteinu, ktery tvoii ochrannou
vrstvu stieva. Proto byly pro zpresnéni tkdnového modelu
buriky HT-29 diferencovany pomoci methroxatu (MTX)
tak, aby kontinualné exprimovaly mucin (Lessufleur a kol.,
1990). Schopnost vybranych kment adherovat na smés
Caco-2 a HT-29-MTX je porovnana na obrazku I.
Prezentované vysledky ukazuji velkou rozdilnost adhe-
rence mezi jednotlivymi izolaty. Nejvyssi schopnost adhe-
rence byla zjiSténa u kmene K7 Lactobacillus amylovorus
(37,22 %). Adherence nad 30 % byla stanovena predevsim
u kment izolovanych ze stolice kojenct (E3TD, E2MD,
E3TA a E3M2) a kravského kolostra (K14 a K10B).

Studie o vyskytu virulence mezi kmeny
enterokokd izolovanych z potravin ukazaly, Ze
kmeny E. faecalis jsou castéji virulentni nez E.
faecium (Morandi et al., 2013). Ze ziskanych
izolati bifidobakterii a laktobacilii byl vybran pro
dalsi testovani soubor kmenil uvedenych v tabulce
I. Mezi nejcastéji izolovany kmen patfil kmen
Lactobacillus reuteri a paracasei. Z bifidobakter-
ii byly izolovany Bifidobacterium thermophilum,
B. pseudolongum a B. longum.

Pro porovnani adhezivnich schopnosti in vitro
byla jako model vybrana smés Caco-2 a HT-29-

60
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MTX. Obé kultury jsou odvozeny od lidské
stfevni sliznice, presnéji kolorektalniho adenokar-

Obr. 1 Adherence vybranych izoldtd na smés Caco-2 a HT-29-MTX

bunék
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Tab. Il Schopnost autoagregace vybraného souboru izoldtu Nejméné adheroval kmen T1C Bifidobacterium
Autoagregace (%) TN  thermophilum.
piivod oznaceni 3 hod. 6 hod. 24 hod. (%) Bakteridlni adheze k uhlovodikim je nejvice
kojenec E4AMA 12,76 19,05 56,60 56,69 pouzivand metoda pro méfeni hydrofobicity
E3TD 7,85 17,26 50,61 46,09 bunécného povrchu bakterii mlécného kvaseni
E2MD 9,25 15,87 50,23 62,80 (Hernandez-Hernandez et al., 2012). V této praci
E3TA 10,29 16,99 54,08 18,18 byla hydrofobicita méfena extrakci nepolarnim
EIM1C 11,31 17,22 46,29 95,56 rozpouStédlem hexanem na Zivych buiikich
E3M2 4,25 16,38 95,07 33,33 (Tab. II). Nejvyssi hydrofobicita (> 90 %) byla
o 6,80 16,63 53,00 S stanovena u kmene H10A Lactobacillus reuteri.
27 1,92 18,35 6025 62,48 U kment H2B Lactobacillus reuteri, K18
29 2,14 11,5 54,37 53,85 Lactobacillus reuteri, T11B Bifidobacterium
H1 18,00 24,50 60,12 63,52 . . .
H5 19.79 .89 82,35 7763 thermoph}tlui??v ii S4C L.actobaa,llus pamc.afel
H 10A 9,98 19.97 56,91 90,18 byla také VZJlstc?na v.elml,vvyfolfa h}v/fl,rofoblclta
H 2B 23 64 40,92 7272 88.89 > 80 %. Nékteré studie uvadéji, ze vyssi hydrofo-
kravské kolostrum K18 12,27 20.79 66,61 84.73 bicita bunééného povrchu vede k vyssi adherenci
K7 14,67 20,86 65,39 52,66 k Caco-2 bunkam a naopak (Sidira et al., 2015).
K14 9,23 16,29 44,42 52,34 Nejvyssi agregace byla zméfena po 24 hodindch
K10B 13,32 14,40 65,10 50,53 u kment HS5 Lactobacillus gasseri (82,25 %)
tele T11B 10,69 15,79 27,93 87,37 a H2B Lactobacillus reuteri (72,72 %). Tyto
T12B 6,73 20,10 28,88 56,72 kmeny mély nejvyssi agregaci i po 6 hodinach.
T1C 6,74 14,98 37,85 42,20 Rezistenci k antibiotikiim lze obecné rozdélit
TS 1B 5,69 11,69 34,62 35,86 na prirozenou a ziskanou, kterd je prenasena hori-
SI'5B 0,33 22,37 48,92 0,90 zontalné (transdukci, konjugaci a transformaci).
151C 1n.21 18,10 31,08 22,33 V travicim traktu dochézi k ne#4doucimu pienosu
T8A 10,34 20,82 92,33 4077 genil kédujicich rezistenci k antibiotikiim mezi
sele S3A 13,89 25,44 26,60 63,42 mikroflérou a zdravotné nezddoucimi mikroor-
548 47 35,44 37,45 78,18 ganismy, ¢imz dochazi k terapeutickému snizeni
S4C 9,94 18,97 43,59 83,22

ucinnosti antibiotik (Mathur & Singh, 2005;
Scott, 2002). Ke stanoveni rezistence
bylo vybrano sedm antibiotik -

Tab. Ill Rezistence testovaného souboru izolatd k vybranym antibiotikiim
oznaceni AMP  KAN CLI VAN E TE (H

(5pg) (15 pg) (30 pg) (30 pg) ampicilin, kanamycin, klindamy-

kojenec E4AMA R/S R S R S R/S S cin, vankomycin, erythromycin,
E3TD S R S R S R/S S tetracyklin, chloramfenikol (Tab. III).
E2MD S R S R S S S Nékteré studie uvadéji resistenci
E3TA S R S R S R S nékterych kment laktobacilii ke
EIM1C S R 5 R 8 R/S S kanamycinu a vankomycinu (Ren
E3M2 S R S R S R S et al., 2014; Davoodabadi et al,
VAl R/S R 8 R § S S 2015). V nasem ptipadé izolované
Z1R S R § R S S S kmeny byly k kanamycinu také
A RIS R S R S R S resistentni, ale u vankomycinu byla
H1 S R S S S S S zjiSténa sensitivita kmenu TI1C
H10A R/S R S R S R/S s Bifidobacterium  thermophilum
H 28 S R S R S R S a H1 Lactobacillus gasseri.
kravskeé kolostrum K18 S R S R S R S < 5 4
U vSech kmenil byla také stanovena
K7 S R R R S R S e .
citlivost k erythromycinu a chlo-
K10B S R S R S R S .
K14 s R S R S R s ramfenikolu. Kmeny K7 Lacto-
sele S3A S R S R S RIS S bacillus .amylovorus, SI5SB Bifi-
S 4B S R S R S R S dobacterium  longum, TSIC
S 4C S R S R S RIS S Lactobacillus reuteri a TI12B
SI58 S R R R S R S Bifidobacterium  thermophilum
tele 1S 1C R/S R R R S R 5 byly resistentni na klindamycin.
T8A R/S R S R S R S
T11B S R S R S R S AMP - ampicilin, VAN - vankomycin, KAN - kanamycin,
T12B S R R R S R S E - erytromycin, CLI - klindamycin, TE - tetracyKlin,
C - chloramfenikol; R rezistentni - < 12 mm;
T10 s R S S S . - R/S - ¢astecné senzitivni - 12 - 16 mm;
TS 1B S R S R S R S S - senzitivni - > 16 mm
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Tab. IV Riist vybraného souboru izoldtd v médiich s prebiotiky
a vybranymi sacharidy (OD za 24 hod.)

Orafti P95

inulinu, a galaktooligosacharid Vivinal (Tab. IV).
V porovnani s ristem v bazalnim médiu (BM) sta-
tisticky vyznamné (P < 0,05) rostlo 68,18 % izolo-
vanych kmenti v médiu s Orafti P95 a 45,45 %

oznaceni Vivinal laktdza

glukoza

E3TD  |7,30 0,07 | 7,21 £ 0,14 | 7,31 = 0,16 | 7,08 = 0,10 | v médiu s Vivinalem. Pfi porovnani jednotlivych
E2MD 7,51 = 0,09| 6,47 = 0,21| 6,76 = 0,11 |6,89 = 0,24 | kment rostly kmeny 1épe v Orafti P95 .
E3TA  |560+2,02| 6,19 +1,78| 6,37 £ 1,71 |6,01 = 1,67 U kmend Lactobacillus reuteri izolovanych
EIMIC  17,95+0,10| 7,01 008|705+ 028 |728 022 | 7 kravského kolostra a stolice kojencii byly
E3M2 14,64 +055]506=015] 568 =016 |581 =009 | zjizt&ny pozitivni adherenéni vlastnosti. Tyto
21 727 0,16 6,26 = 0,04 654 + 0,28 1667 =028 | Kmeny také dobie rostly v médiu s obsahem
a7 744+ 0,06 592 =006 661010 1635=003 | 1 mergniho prebiotika Orafti GR. Pro aplikaci do
9 7.76 = 0,06| 6,58 + 0,19] 7,21 + 0,09 7,21 + 0,06 novych vyrobkl je vSak potfeba celd fada dal-
H1 8,58 + 0,06 | 6,64 +0,15| 6,76 = 0,04 |7,34 £ 017 | .. . P o, - P
Sich testd a uvedené testy slouzi jako prvotni
H10A 1193 =061) 528029 376+ 240 1,56 = 0,23 screening. V dalsi fazi bychom se chtéli zaméfit
H 2B 5,03 + 0,55 | 5,23 + 0,04 | 5,78 + 0,08 | 5,58 + 0,06 v vews - . . ., L.
\cavské kolostum | K18 |8,09 = 0,17 | 6,89 = 0.17] 745 = 0,11 | 7,06 = 0,16 | M@ Presnéjsi identifikaci pomoci molekuldrne-
K7 777+ 019 | 6.97 + 0,04 | 7.68 + 0,15 | 7,30 = 024 genetickych metod, které bychom chtéli vyuzit
K10B 762+ 0,06 6,88 = 0,18 | 7,25 = 0,08 | 7,01 + 017 i k potvrzeni rezistence k antibiotikiim. Samo-
sele S3A 5y80 &= 0,36 5y83 &= 0,48 6,87 + 0‘40 5,39 = 0,13 Zfe]mé také testovat dal$i Vlastnosti dﬁleilté pro
S4B 6,87 =012 622 =007 6,64 +0,06 |6,65=001 | aplikacido vyrobki.
S4C 6,24 = 0,15| 3,75 = 0,05| 6,01 = 0,14 |5,96 + 0,05
tele T12B  [579 +0,04| 6,00+ 0,05| 6,49 + 0,08 | 6,55 = 0,17 | Podekovani
TiC 6,34 = 0,30 | 6,29 + 0,07 | 8,01 + 0,16 | 7,61 = 0,03 Tato prace vznikla v rdmci institucionalni pod-
TS1B 642 = 0.21| 6,22 + 0,41| 6,67 0,04 | 6,65+ 005 | pory VUM s.r.0. rozhodnuti &. RO 1416 a za pod-
T8A  |794=012|641021) 768006803015 pory NAZV MZe CR, projekt & QJ1210376.

Probiotika jsou cCasto aplikovdna do vyrobki spole¢né
s prebiotiky, jako tzv. synbiotika. Prebiotika maji
pozorovatelny vliv na adherenci probiotik (Kadlec
a Jakubec, 2014). Urcita prebiotika mohou zvysit schop-
nosti adhezivnich vlastnosti bakteridlnich kmenu, coz je
zéadouci pti vybéru vhodnych kombinaci pre- a probiotik.
Mezi nejhojnéji vyuZivané prebiotické slozky patii fruk-
tooligosacharidy (FOS) a galaktooligosacharidy (GOS).
U laktobacilt a bifidobakterii bylo prokazano, Ze vice pod-
poruji rstové charakteristiky GOS a laktuléza neZ inulin
(Watson et al., 2013). Hernandez-Heznandez et al. (2012)
ve své praci testovaly vliv nového galaktooligosacharidu
syntetizovaného z laktulézy a komeréniho galak-
tooligosacharidu v porovnani s laktul6zou a glukézou na
rust, odolnost a adheren¢ni vlastnosti Sesti kmenu z rodu
Lactobacillus. Vysledky ukazaly vyS$i narGst kment
v médiu s obsahem galaktooligosacharidii v porovnani
s glukézou a laktulézou. Déle také byla zjiSt€éna vySsi
hydrofobicita u kment kultivovanych v médiu s novym
galaktooligosacharidem. Vyuziti FOS a inulinu podrobné
zkoumali také Rossi et al. (2005) u 55 kmeni bifidobakte-
rii. FOS byly fermentovany valnou vétSinou kmend, ale jen
8 z nich rostlo v substratu, kde byl pouZzit jako zdroj uhliku
inulin. U 21 kment byla zjiSténa tvorba bunééné beta-fruk-
tofuranosidasy. A pouze dva kmeny, které fermentovaly
inulin, vykazovaly extracelularni hydrolytickou aktivitu
fruktand. FOS a inulin vyznamné podporily produkci mast-
nych kyselin s kratkym fetézcem, hlavni produktem
fermentace inulinu byl butyrdt, u FOS to byla vétSinou
kyselina octovda a mlécna. V predklddané préaci byla
testovana dvé komercni prebiotika Orafti P95, ktery vznika
jako produkt parcidlni enzymové hydrolyzy ¢ekankového

Kontaktni informace: Ing. Ivana Hyr§lova
Ke Dvoru 12a, 160 00 Praha 6,
email: hyrslova@milcom-as.cz
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LAKTACNI DYNAMIKA SLOZEK

A VLASTNOSTi MLEKA A ZTRATY
DOJIVOSTI PODLE POCTU
SOMATICKYCH BUNEK U KOZ
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Lactation dynamics of milk composition and
properties and milk yield losses along somatic
cell count in goats

Abstrakt

Prace je zaméfena na objektivni zajisténi odhadt ztrat na
mlécné uzitkovosti koz v kontrole uZitkovosti podle poctu

somatickych bun¢k (PSB) v mléce pro podporu prevence
poruch sekrece mléka, dojivosti a kvality mléka. Pouziti je
zaméfeno na puvodni farmu dojenych koz, pouziti jinde je
mozné u farem s podobnou hladinou PSB, dojivosti koz
a podobnym systémem chovu. Dynamika sloZek a vlast-
nosti mléka naznacila spolu s poklesem dojivosti ziejmy
narast PSB s postupujici laktaci. Tuk a bilkoviny jsou
nejnizsi ve stfedu laktace, zatimco laktéza a suSina
tukuprosta ke konci laktace. Pro odhad ztrat dojivosti podle
ristu PSB byly pouZzity: linearni a nelinedrni regrese, inter-
polace, extrapolace, aproximace, kvalifikovany odhad a re-
lativizace. Relevantni hodnoty geometrického priméru
PSB a aritmetického priméru dojivosti ¢inily: 745 10°ml™;
2,94 kg/den. Korelace mezi PSB a laktézou a dojivosti
byly: -0,416, (P<0,001, n = 1 173); -0,135 (P<0,01). Vztah
mezi PSB a dojivosti byl podle mésicti negativni, 6 pripadi
ze 7, vyznamny byl v bfeznu a kvétnu (P<0,05 a P<0,01).
Napft. PSB u koz 1 000 - 1 999, 2 000 - 2 999, 3 000 - 3 999,
4000 - 4999, 5000 - 5999, 6 000 - 6999 a>7 000 10°.ml"
naznacuje ztraty dojivosti 6,5, 11,1, 15,7, 20,4, 25,0, 29,6
a 34,3 % mléka ve 2. mésici laktace. Ztraty dojivosti u koz
individudlné v kontrole uZitkovosti podle PSB byly nej-
vyrazn&j§i v Gnoru (max. 43,6 % pfi PSB > 7 tisic 10°.ml™")
a nejméné vyrazné (max. 22,9 % pii PSB > 7 tisic 10°.ml™")
v Cervnu.

Klicova slova: koza, laktace, syrové mléko, pocet soma-
tickych bunék, dojivost, porucha sekrece mléka, kontrola
uzitkovosti

Abstract

Paper is focused on objective methodology to ensure esti-
mates of losses on the goat yield in milk recording by the
somatic cell count (SCC) to promote prevention of milk
secretion disorders, milk yield and quality. The use is
focused on the original dairy goat farm, use elsewhere is pos-
sible in farms with similar SCC, goat milk yield and rearing
system. Dynamics of milk components and properties indi-
cated together with the decrease in milk yield obvious
increase in SCC with advancing lactation. Fat and proteins
are lowest in the middle of lactation, while lactose and solids
non fat in lactation end. The linear and nonlinear regression,
interpolation, extrapolation, approximation, qualified guess
and relativization were used for estimation of milk losses
along SCC increase. The relevant values of SCC geometric
mean and milk yield arithmetic mean were: 745 10°ml™;
2.94 kg/day. Correlations between SCC and lactose and milk
yield were: -0.416, (P<0.001, n = 1,173); -0.135 (P<0.01).
The relationship between the PSB and milk yield was nega-
tive by months, 6 cases of 7 and was significant in March and
May (P<0.05 and P<0.01). For instance goat SCCs
1,000 - 1,999, 2,000 - 2,999, 3,000 - 3,999, 4,000 - 4,999,
5,000 - 5,999, 6,000 - 6,999 and = 7,000 10°>.ml ™" are corre-
sponding with milk yield losses 6.5, 11.1, 15.7, 20.4, 25.0,
29.6 and 34.3% of milk in second lactation month.
Individual goat milk yield losses in milk recording along
SCC were most expressive in February (max. 43.6% at SCC
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