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Tab. 5 Zakladni parametry ultrafiltracnich permeat(

Surovina Popel v susiné Kpsec J Ce A: my Myyo,
[% ODB] [mS.em™] [9.m%h"] [kg.mh"] [Whke:"] [ko.kg:"] [9.kg: ']
UF perm. SW 40 1,84 135,06 65,39 0,78 0,25 0,19
25 1,03 120,02 47,31 1,04 0,25 0,26
1,0 0,23 91,80 31,45 1,28 0,25 0,31
UF perm. AW 40 2,69 104,67 22,24 2,53 0,50 027
2,5 1,74 99,38 18,05 3,18 0,50 0,32
1,0 0,79 89,50 1417 4,02 0,50 0,41
UF perm. AWT 40 2,70 103,71 22,35 2,46 0,51 0,25
2,5 1,63 93,55 17,02 3,21 0,51 0,25
1,0 0,56 70,11 10,87 4,49 0,54 0,26

centra za finan¢ni podpory Ministerstva zemé&dé&lstvi CR
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membranovych procest poskytujici nové potravinarské
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Resistance of starter cultures to antimicrobials

Abstrakt

Cilem této prace bylo stanoveni rezistence startovacich
kultur ze Sbirky cistych mlékarskych kultur Laktoflora®
k antimikrobidlnim latkdm. Minimalni inhibi¢ni koncen-
trace k ampicilinu, gentamicinu, chloramfenikolu, strep-
tomycinu, tetracyklinu, erytromycinu, kanamycinu,
klindamycinu a vankomycinu byly u 28 testovanych kment
bakterii stanoveny mikrodiluéni metodou. Na zdkladé
breakpointd (bod zlomu) definovanych EFSA byla
u kmenu stanovena citlivost/rezistence k jednotlivym
antimikrobialnim latkam. U 23 kment (82,1 %) byla rezis-
tence alespoil k jedné latce, 3 kmeny (10,7 %) byly multi-
rezistentni (rezistentni minimdlné ke tfem skupindm
antimikrobialnich latek). U 6 rezistentnich kment bylo
metodou celogenomového sekvenovani (WGS) zjisténo, Ze
geny kodujici rezistenci nejsou lokalizovany na mobilnich
genetickych elementech, coz umoziiuje bezpecné pouziti
téchto kmenti pro vyrobu potravin ¢i krmiv.

Klicova slova: bakterie mlééného kvaSeni, antibioticka
rezistence, mikrodiluéni metoda, minimalni inhibi¢ni kon-
centrace (MIC)

Abstract

The aim of this study was to monitor the resistance of
starter cultures from Culture Collection of Dairy
Microorganisms Laktoflora® to chosen antimicrobials.
Minimal inhibitory concentration of ampicillin, genta-
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micin, chloramphenicol, streptomycin, tetracycline,
erythromycin, kanamycin, clindamycin, and vancomycin
were established in 28 tested bacterial strains by microdi-
lution method. Strain's sensitivity/resistance to antimicro-
bials was determined based on the breakpoints defined by
the EFSA. Twenty three strains (82.1%) were resistant to at
least one antimicrobial agent, three strains (10.7%) were
multiresistant (resistant to at least 3 group of antimicrobial
substances). In 6 resistant strains, WGS (whole genome
sequencing) analysis revealed that genes encoding resis-
tance were not localized on the mobile genetic elements
and they allow safe use for food or feed production.

Keywords: lactic acid bacteria, antibiotic resistance,
microdilution method, minimal inhibitory concentration
(MIC)

Uvod

Vyvoj rezistence bakterii vi¢i antimikrobidlnim latkam
je stale vét§im problémem lidského zdravi. Ovliviiuje nejen
huménni a veterindrni medicinu, ale dotyka se také oblasti
vyroby potravin (Ammor a kol., 2008). Potravinovy fetézec
je povazovan za jednu z moznych cest Sifeni antibiotické
rezistence (Mathur a Singh, 2005; Nawaz a kol., 2011).

Bakterie mlééného kvaseni (BMK) jsou nedilnou
soucasti startovacich kultur pro vyrobu kysanych mléénych
vyrobku. Ve vysokych poctech vstupuji do gastrointestinal-
niho traktu lidi, kde ovliviiuji stfevni mikrobiom a dochézi
k vzijemnym interakcim (Mathur a Singh, 2005). BMK
mohou slouZit jako rezervoar gent antibiotické rezistence
a prenaset je na bakterie stejného, nebo odlisného druhu ¢i
rodu a tim §ifit rezistenci pfipadné i na patogenni mikroor-
ganismy (Devirgiliis, Zinno a Perozzi, 2013; Nawaz a kol.,
2011).

Jednou z mozZnosti, jak omezit Sifeni antibiotické rezis-
tence potravinami, je testovani BMK, vyuZivanych k vy-
robé potravin, na citlivost k vybranym antibiotikim.
Evropsky ufad pro bezpecnost potravin (EFSA) doporucu-
je, aby bakteridlni kmeny nesouci pfenosné geny antibio-
tické rezistence, nebyly pouZivany v krmivech, k pfipravé
fermentovanych vyrobki a jako probiotika. V roce 2012
aktualizoval EFSA-FEEDAP Panel kritéria pro hodnoceni
rezistence k antimikrobidlnim latkam u bakterii mlé¢ného
kvaseni. Stanovené mikrobiologické (epidemiologické)
breakpointy (hrani¢ni hodnoty) slouzi ke snaz$imu odliSeni
rezistentnich kmend od kment k antimikrobidlnim ldtkdm
citlivych (EFSA, 2012).

RozliSujeme dva typy rezistence, pfirozenou (primarni)
a ziskanou (sekundarni). U primarni rezistence je odolnost
bakterie k antimikrobidlni latce nedilnou, geneticky pod-
minénou, soucasti bakterialniho druhu. Ziskana rezistence
muZe byt zpusobena bud mutaci chromozomalné vazanych
gend, nebo ziskdnim exogennich gend od jinych bakterii.
A pravé mobilni genetické elementy umoziujici horizon-
talni pfenos gend rezistence mezi mikroorganismy jsou pro
Sifeni rezistence nejvétsim rizikem (EFSA, 2012; Mathur
a Singh, 2005; Nawaz a kol., 2011). Z téchto diivodii ma

sledovani rezistence a jeji genetické podstaty u bakterii
mlécného kvaseni velky vyznam.

Cil prace

Cilem této prace bylo stanoveni rezistence u startovacich
kultur ze Sbirky Cistych mlékaiskych kultur Laktoflora®
k antimikrobikim pomoci mikrodilu¢ni metody.

Material a metodika

PouZité kmeny

Na testovani byly pouzity kmeny startovacich kultur
pochézejici ze Sbirky Ccistych mlékarskych kultur
Laktoflora® (CCDM - Culture Collection of Dairy
Microorganisms). Celkem bylo otestovano 28 kmend.
Jejich prehled je uveden v Tabulce 1. Jako kontrolni kmeny
kvality pro analyzu minimélnich inhibi¢nich koncentraci
byly testovany Lactococcus lactis subsp. lactis LMG 6890,
Lactobacillus paracasei LMG 12586, Lactobacillus plan-
tarum LMG 6907 a Bifidobacterium longum LMG 13197
ziskané z belgické sbirky mikroorganismi (Ghent; LMG).

Testovani rezistence mikrodilucni metodou

Testovani a hodnoceni rezistence/citlivosti k antibio-
tikim bylo u bakteridlnich kultur provedeno mikrodiluéni
metodou, zaloZeno na stanoveni minimalnich inhibi¢nich
koncentraci (MIC; pg/ml) dle certifikované metodiky
vypracované na Vyzkumném ustavu veterinarniho 1ékarstvi
v Brné. Priprava certifikované metodiky vychazela z mezi-
narodnich metodik Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2013), ISO 10932:2010 a z doporuceni EFSA
(2012).

Na zakladé pozadavki rastu byly kultury testovany na
dvou mikrotitraénich destickach, které mély stejné spek-
trum a koncentrace antibiotik a liSily se pouze pouzitym

Tab. 1 Druhové zastoupeni testovanych kmend a prehled
kmendl rezistentnich alespori k jedné antimikrobialni
latce

Bakterialni kmen Pocet testo- Pocet rezis-

vanych kmenii tentnich kmeni

Bacillus coagulans
Bifidobacterium animalis
Enterococcus faecium
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus animalis

Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus

RO — o m a
[ CREE

Lactobacillus fermentum 1 1
Lactobacillus helveticus 9 6
Lactobacillus plantarum 1 1
Lactobacillus rhamnosus 2 2
Lactococcus lactis subsp. cremoris 1 0
Lactococcus lactis subsp. lactis 3 3
Propionibacterium freudenreichii 2 2
subsp. freudenreichii

Streptococcus thermophilus 2 2
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kultiva¢nim médiem. Pro koky byly pouzity desticky s IST
médiem (ISO - Sensitest broth; Oxoid, Anglie) s pfidavkem
10% laktézy a pro ostatni bakterie byly pouzity desticky
s LSM médiem (90% ISO - Sensitest broth + 10% MRS
broth; Oxoid, Anglie) s pfidavkem cysteinu (0,3 g cysteinu
na litr média; Sigma-Aldrich, Némecko). Cilem bylo,
nastaveni podminek (aerobni/anaerobni rlst a teplota) tak,
aby odecet MIC bylo moZné provést do 24 nebo maximalné
48 h. Panel vybranych antibiotik zahrnoval: AMP (ampi-
cilin); STR (streptomycin); TET (tetracyklin); ERY (ery-
tromycin); CLI (klindamycin); VAN (vankomycin); CMP
(chlorampfenikol); KAN (kanamycin); GEN (gentamicin).

Do mikrotitracnich jamek bylo naneseno 5 ul suspenze
o denzité¢ inokula 0,7-1,5 °McFarlanda v 0,85% NaCl
(enterokoky 0,7 °McFarlanda, laktokoky a streptokoky
1,5 °McFarlanda, laktobacily a ostatni kultury 1,2-1,3 °McFar-
landa), nasledné byly mikrotitracni desti¢ky inkubovany za
anaerobnich nebo aerobnich (piipadné pod 5 % CO,) pod-
minek v termostatu pii 30 °C, ptipadné 37 °C po dobu 24,
max. 48 h, poté byl proveden odecet MIC. Jako MIC je
oznacena nejniz§i odectend koncentrace antimikrobidlni
latky, kterd inhibuje rust. Vysledky (citlivy/rezistentni)
byly hodnoceny na ziakladé doporuceni EFSA (2012).
V testovani byla zahrnuta i kontrola ristu (médium bez
antibiotika inokulované testovanym kmenem) a negativni
kontrola (médium bez antibiotika a bez inokulace testo-
vanym kmenem).

Analyza rezistentnich kmenii celogenomovym
sekvenovdnim

U Sesti rezistentnich kment (viz Tabulka 2) bylo prove-
deno celogenomové sekvenovani (WGS, whole genome
sequencing) pro sledovani mobilnich genetickych elemen-

Tab. 2 Rezistentni kmeny stanovené na zakladé EFSA breakpointu a jejich fenotypy

rezistence
Druh Kmen'
Bacillus coagulans CCDM 237
Bifidobacterium animalis CCDM 94
Lactobacillus acidophilus CCDM 151
Lactobacillus animalis CCDM 663* "
Lactobacillus delbrueckii GCCDM 66
Lactobacillus delbrueckii CCDM 767 WGS
Lactobacillus fermentum CCDM 154

CCDM 92; CCDM 98; CCDM 125 V&
CCDM 121; CCDM 122; CCDM 153
CCDM 1826

CCDM 150; CCDM 821

CCDM 74; CCDM 416

CCDM 731

CCDM 160* "€

CCDM 164%*:Wes

CCDM 129; CCDM 144

Lactobacillus helveticus
Lactobacillus helveticus
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus rhamnosus
Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis subsp. factis
Propionibacterium freudenreichii
Propionibacterium freudenreichii
Streptococcus thermophilus

Fenotyp rezistence

STR

GEN, TET

KAN

AMP, GEN, KAN, STR, TET, VAN

td nesoucich geny rezistence. DNA byla izolovana
metodou s CTAB/NaCl (N-acetyl-N,N,N-trimethylamoni-
umbromid) a chloroform/isoamylalkoholem. Celogeno-
mové sekvence byly vyhodnoceny programem ResFinder
2.1 (Zankari a kol., 2012). Testovani bylo provadéno
v zékladnim nastaveni - minimdlni mira shody 90 %, mini-
malni shoda v délce 60 %.

Vysledky a diskuze

Na zdkladé breakpointd (hrani¢nich hodnot) defino-
vanych EFSA (2012) byla u analyzovanych kmeni
stanovena citlivost/rezistence k jednotlivym antimikrobial-
nim latkdm. Stejna kritéria pro hodnoceni senzitivity
mikroorganismt k antimikrobiktim pouzili také Georgieva
a kol. (2015), Guo a kol. (2017), Nawaz a kol. (2011)
a Zhou a kol. (2012). Vysledky testovani antimikrobidlnich
rezistenci jsou uvedeny v Tabulce 1 a 2. Z 28 testovanych
kment pouze 6 kment bylo citlivych ke v§em sledovanym
antibiotikim (21,4 %). Nejcastéji byla detekovana rezis-
tence k aminoglykosidim. Dvacet ¢tyti kmend (85,7 %)
bylo rezistentnich alesponi k jednomu aminoglykosidové-
mu antibiotiku (streptomycinu, kanamycinu nebo gentami-
cinu). Zvysena rezistence na aminoglykosidova antibiotika
byla u BMK popsana i v fadé jinych studii (Guo a kol.,
2017; Nawaz a kol., 2011; Zhou a kol., 2012). Zhou a kol.
(2012) pozorovali nejcastéji rezistenci ke kanamycinu. Tato
rezistence byla potvrzena u vSech testovanych kment
Streptococcus thermophilus a Lbc. bulgaricus. Guo a kol.
(2017) detekovali rezistenci ke kanamycinu u 5/11 Lbc.
casei, 1/11 Lbc. plantarum a 8/11 Lbc. helveticus. MIC
dosahovaly hodnot 64 pg/ml. Rezistenci ke streptomycinu
detekovali pouze u jednoho kmene Lbc. plantarum
a u dvou kmenl Lbc. helveticus.
Stejné tak Nawaz a kol. (2011)
potvrdili rezistenci ke kanamycinu
u vsech sledovanych kment, kdy
hodnoty MIC presahovaly
256 pg/ml, v téze studii bylo ke
gentamicinu rezistentnich 65 %
kmentt a ke streptomycinu 7 %

KAN kmeni BMK izolovanych z mléc-
KAN, STR p p o 2
GEN. KAN nych vyrobkli a fermentované
KAN‘ zeleniny. V na$i studii z amino-
AMP KAN glykosidovych antibiotik byla téz
GEN. KAN, TET ne]castejl. pozorovana rezistence kae
GEN, KAN, STR kanamycinu, a to u 67,8 % kmenu.
STR Hodnoty MIC u rezistentnich
GEN, STR kment dosahovaly hodnot az 2050

AMP, ERY, GEN, KAN, STR
CLI, ERY, GEN, KAN, STR, TET

KAN

pg/ml u Lbc. animalis a Propio-
nibacterium spp. U Lbc. helveticus
byla rezistence ke kanamycinu

'CCDM - Shirka ¢istych miékarskych kultur Laktoflora® (Culture Collection of Dairy Microorganisms)
" AMP - ampicilin; STR - streptomycin; TET - tetracyklin; ERY - erytromycin; CLI - klindamycin; VAN - vankomycin;

KAN - kanamycin; GEN - gentamicin
" tugné - antibiotika naleZejici do skupiny aminoglykosidd

* - multirezistentni kmen (rezistentni ke tfem a vice skupindm antimikrobidlnich latek)

WES _  kmene provedeno celogenomové sekvenovani

prokazana u 75,0 % studovanych
kment, kdy hodnoty MIC dosaho-
valy maximalné¢ 128 ug/ml. Re-
zistence ke streptomycinu byla
potvrzena u 35,7 % sledovanych
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kment a rezistence ke gentamicinu byla zjisténa u 32,1 %
kmend.

Rezistence k tetracyklinu a erytromycinu patii mezi
nejvice sledované a u BMK c¢asto rozsifené. Oba typy rezis-
tence jsou Casto prokazdny v souvislosti s horizontalné
pfenosnymi geny erm a tet (Devirgiliis a kol., 2013; Nawaz
a kol., 2011). Nawaz a kol. (2011) potvrdili pfenos gent
erm(B) a tet(M) z Lbc. fermentum, Lbc. salivarius, Lbc.
plantarum a Lbc. brevis na Enterococcus faecalis.
Rezistence k tetracyklinu a erytromycinu byla prokdzana
i v této studii, u 14,3 % kment k tetracyklinu (Lbc. plan-
tarum; Lbc. animalis; Bifidobacterium animalis;
Propionibacterium spp.) a 7,1 % kmenu k erytromycinu
(Propionibacterium spp.). Podobnych vysledkai bylo
dosazeno v praci Nawaz a kol. (2011), kdy rezistence
k tetracyklinim byla detekovana u 17,0 % kment a rezis-
tence k erytromycinu u 11,0 % kment. Avsak existuji
i studie, kdy vyskyt rezistence k tetracyklinu a ery-
tromycinu byl velmi nizky. Naptiklad Guo a kol. (2017)
uvadi, Ze z 33 vySetfenych kmeni Lactobacillus spp. byly
pouze dva rezistentni k tetracyklinu a Zadny z t€chto kment
nevykazoval rezistenci k erytromycinu.

Prestoze vétSina studii uvadi citlivost BMK k ampicilinu
(Georgieva a kol., 2015; Guo a kol., 2017; Nawaz a kol.,
2011), v nasi studii byla prokdzana rezistence na ampicilin
u 17,9 % kment (Lbc. helveticus;, Lbc. animalis;
Propionibacterium spp.). Dale byla rezistence prokizana
ke klindamycinu a vankomycinu, a to vZdy pouze u jedno-
ho kmene (Propionibacterium spp. a Lbc. animalis).

V piipadé potvrzeni antibiotické rezistence u testovaného
kmene je potfeba rozliSovat, zda se jednd o rezistenci
pfirozenou nebo ziskanou. Kmeny, které jsou pfirozené
rezistentni, nepfedstavuji riziko pfenosu této rezistence na
ostatni druhy, a proto mohou byt pouZity pro vyrobu
potravinovych produkti. Stejné tak, kmeny nesouci rezis-
tenci, u které je potvrzeno, Ze se jedna o chromozomalni
mutaci, maji nizky potencidl Sifeni této rezistence a mohou
byt pouzivany pro vyrobu potravinovych produktd. Avsak
kmeny, které ziskaji antibiotickou rezistenci prostied-
nictvim horizontélniho pfenosu genu, jsou povazovany za
potencidlné rizikové, a tudiz musi byt vylouceny
z mozného pouZiti jako probiotické nebo startovaci kultury.
Stejna kritéria, zdkaz pouZivani daného kmene pii vyrobé
potravin a krmiv, plati i pro rezistenci, u které neni
potvrzend geneticka podstata rezistence (EFSA, 2012).

U Sesti kment, analyzovanych metodou WGS, nebyly
detekovany geny kodujici rezistenci k antimikrobikiim na
mobilnich genetickych elementech a mohou byt pouzity
napf. k vyrobé mléénych vyrobki.

Zavér

Pti testovani citlivosti k antimikrobidlnim latkdm
mikrodiluéni metodou byly u startovacich kultur
detekovany rezistentni, dokonce i multirezistentni kmeny.
Pti celogenomové analyze téchto kmenl vSak bylo
zjiSténo, Ze geny kodujici rezistenci nejsou lokalizovany na

mobilnich genetickych elementech, coz umoziuje pouziti
téchto kment pro vyrobu potravin ¢i krmiv. Sledovéani pro-
filu antibiotické rezistence a jeji genetické podstaty je
u startovacich a dopliikovych kultur velmi dtlezité pro
omezeni mozného §ifeni rezistence potravinami a zvySeni
ochrany zdravi spotiebiteld.
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