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Resistance of lactobacilli to antibiotics

Abstrakt

Cilem této prace bylo stanoveni citlivosti k antimikro-
bidlnim latkdm u laktobacilli, nenéleZejicich ke startovacim
kulturam, izolovanych z mléka a mlécnych vyrobkd.
Mikrodiluéni metodou byly u 39 kmena laktobacilt
(L. brevis, L. curvatus, L. fermentum, L. plantarum,
L. rhamnosus) stanoveny minimalni inhibi¢ni koncentrace
ampicilinu, gentamicinu, chloramfenikolu, streptomycinu,
tetracyklinu, erytromycinu, kanamycinu a klindamycinu.
Kmeny byly klasifikovany jako rezistentni ¢i citlivé na
zakladé meznich hodnot (cut-off) doporucenych EFSA.
29 kmentu (74 %) bylo rezistentnich nejméné k jedné
antimikrobidlni latce (nejcastéji k aminoglykosidiim),
3 kmeny L. brevis byly multirezistentni. Tato studie posky-
tuje dalezité udaje o stavu antibiotické rezistence u lakto-
bacild.

Klicova slova: Lactobacillus, antimikrobidlni citlivost,
mikrodiluéni metoda, minimalni inhibi¢ni koncentrace
(MIC), mlééné vyrobky

Abstract

The aim of this study was to determine susceptibility to
antimicrobial agents in lactobacilli, not belonging to the
starter cultures, isolated from milk and dairy products.
Minimal inhibitory concentrations of ampicillin, genta-
micin, chloramphenicol, streptomycin, tetracycline,
erythromycin, kanamycin and clindamycin were establi-
shed in 39 strains of lactobacilli (L. brevis, L. curvatus,
L. fermentum, L. plantarum, L. rhamnosus) by microdilu-

tion method. Strains were classified as susceptible or resis-
tant to antimicrobials based on the cut-off values according
to the EFSA guideline. Twenty-nine strains (74%) were
resistant to at least one antimicrobial agent (the most fre-
quently to aminoglycosides), 3 L. brevis strains were mul-
tiresistant. This study provides important data on the status
of antibiotic resistance in lactobacilli.

Keywords: Lactobacillus, antimicrobial susceptibility,
broth microdilution method, minimal inhibitory concentra-
tion (MIC), dairy products

Uvod

Rezistence bakterii k antimikrobidlnim latkdm je
celosvétovy problém, ktery je zpusobeny nadmérnym
a nevhodnym uZivanim antibiotik v humanni i veterinarni
mediciné. Rozvoj rezistence u bakterii ma nezadouci vliv
nejen na lécbu lidi a zvirat, ale zasahuje také do produkce
a kvality potravin (Ammor a kol., 2008; Verraes a kol.,
2013). Potravinovy fetézec predstavuje jednu z dalezitych
cest Sifeni antibiotické rezistence (Mathur a Singh, 2005;
Nawaz a kol., 2011). Bakterie rezistentni k antimikrobikiim
se nachazeji v prostfedi (v pidé i vod€) a ve vzorcich
huménniho, rostlinného ¢&i Zivocisného plivodu. Zivocisné
produkty obvykle obsahuji rezistentni bakterie v dusledku
fekalni kontaminace béhem pordzky. Rostliny mohou
byt kontaminovany rezistentnimi mikroorganismy pfii
zavlaZovani vodou z povrchovych zdroji nebo ptidou kon-
taminovanou organickymi hnojivy. Geny kédujici rezisten-
ci bakterii nachédzejicich se v potravinach se mohou dal Sifit
mezi bakteriemi lidské gastrointestindlni mikrobioty
(Verraes a kol., 2013).

Laktobacily jsou jednou z nejpocetnéjSich skupin bakte-
rii, kterd se vyskytuje ve fermentovanych potravinich
zivocisného i rostlinného ptvodu. Tyto bakterie jsou neza-
stupitelnou soucasti startovacich ¢i dopliikovych kultur,
hraji dilezitou roli pfi vyrobé a konzervaci fermentovanych
mléénych a masnych vyrobki, fermentovanych potravin
rostlinného ptivodu a jsou soucasti pekarenského kvasku.
Ridi fermentacni procesy a vyznamné pfispivaji k orga-
noleptickym, reologickym a nutricnim vlastnostem
vyrobkl. V potravindch se mohou laktobacily vyskytovat
i jako tzv. "nestartovaci" bakterie mlééného kvaseni (non-
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Tab. 1 Druhy laktobacil testované mikrodiluéni metodou a pocet kmend rezistentnich alespori k jedné antimikrobialni
ldtce - stanoveno na zakladé hodnot EFSA cut-off (2012)

Druh

(pocet izolatu)

Lactobacillus brevis (11) 2 7 11
Lactobacillus curvatus (1)

Lactobacillus fermentum (5) 3 5
Lactobacillus plantarum (1) 1 1

Lactobacillus rhamnosus (21) 2 12

Antibiotikum* Pocet rezistentnich
STR ERY CLI TET izolati
8 3 5 11 (100 %)
0(0%)
3 5 (100 %)
n.r. 1 (100 %)
2 12 (57,1 %)

* AMP - ampicilin, GEN - gentamicin, KAN - kanamycin, STR - streptomycin, ERY - erytromycin, CLI - klindamycin, TET - tetracyklin, CMP - chloramfenikol;

n.r. - neni vyzadovano (not required);

starter lactic acid bacteria, NSLAB), které tvofi soucast
nékterych mlécnych vyrobkd. Tyto bakterie jsou denné
konzumovany v riznych typech fermentovanych potravin
lidmi na celém svété. Laktobacily tak vstupuji do naseho
gastrointestindlniho traktu ve vysokych poctech, interaguji
se stfevni mikrobiotou a mohou determinanty antibiotické
rezistence preddvat jinym bakteriim (Ammor a kol., 2008;
Bernardeau a kol., 2008; Devirgiliis a kol., 2013; Guo
a kol., 2017; Mathur a Singh, 2005; Nawaz a kol., 2011;
Verraes et al., 2013). Proto je duleZité sledovat rezistenci
k antimikrobikim i u této skupiny mikroorganismd. V roce
2012 byla EFSA-FEEDAP Panelem aktualizovana kritéria
pro hodnoceni antimikrobidlni rezistence u bakterii
mlééného kvaSeni, kterd usnadnuji rozliSit k antibiotikiim
rezistentni a citlivé kmeny (EFSA, 2012).

Cil prace

Cilem této prace bylo stanoveni citlivosti laktobacilii
izolovanych z mléka a mlécnych vyrobkll k antimikro-
bidlnim latkdm. Prace byla zamétfena na druhy laktobacilt
pritomnych ve vzorcich jako kontaminanta nebo tzv.
"nestartovaci" bakterie mlécného kvaSeni (non-starter lac-
tic acid bacteria, NSLAB).

Material a metodika

Poufité kmeny

Citlivost k antimikrobidlnim latkdm byla testovina
u 39 laktobacili: L. brevis, L. curvatus, L. fermentum,
L. plantarum, L. rhamnosus (Tabulka 1). Kmeny pochéze-
ly ze sbirky mikroorganismii Ustavu hygieny a technologie
mléka VFU Brno a byly identifikoviny pomoci MALDI-
TOF MS v ramci pfedchozi studie (Duskova a kol., 2012).
Kmeny byly izolovany ze syrového kravského mléka
a koziho kolostra (n=7), ze syra (n=10) a fermentovanych
mléénych vyrobku (n=22). Jako kontrolni kmeny kvality
pro analyzu minimalnich inhibi¢nich koncentraci byly
pouzity Lactobacillus paracasei LMG12586 a Lacto-
bacillus plantarum LMGG6907, ziskané z belgické sbirky
mikroorganismii (Ghent, LMG).

Testovdni rezistence mikrodilucni metodou
Rezistence/citlivost k antibiotikim byla u testovaného

souboru kmenti stanovena mikrodiluéni metodou podle

certifikované metodiky vyvinuté na Vyzkumném ustavu

veterinarniho 1ékarstvi, v.v.i. (Moravkova a kol., 2017).
Pfiprava certifikované metodiky vychéazela z mezinarod-
nich metodik Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2013), ISO 10932/IDF223 (2010) a z doporuceni
EFSA (2012). Kultury byly testovany v mikrotitra¢ni des-
ticce s LSM médiem (90% ISO-Sensitest broth + 10%
MRS broth; Oxoid, UK) s pfidavkem cysteinu (0,3 g cys-
teinu na litr média; Sigma-Aldrich, Némecko). Byla
testovana antibiotika: ampicilin (AMP; 0,125-16 pg/ml),
streptomycin (STR; 2-256 pg/ml), tetracyklin (TET;
0,5-64 ng/ml), erytromycin (ERY; 0,063-8 ug/ml), klin-
damycin (CLI; 0,063-8 pg/ml), chloramfenikol (CMP;
0,25-32 pg/ml), kanamycin (KAN; 0,5-2050 pg/ml) a gen-
tamicin (GEN; 0,125-512 pg/ml). Mikrotitrani desticky
s nanesenymi 5 U suspenze o denzit€ inokula 1,2-1,3 °McFar-
landa v 0,85% NaCl byly inkubovany za anaerobnich/
mikroaerofilnich podminek pfi 30/37 °C po dobu 24 h. Poté
byly odecteny minimdlni inhibi¢ni koncentrace (MIC,
png/ml), tj. nejnizsi koncentrace antibiotika bez nardstu.
Kmeny byly hodnoceny jako rezistentni/citlivé na zdkladé
doporuceni EFSA (2012). Kmen s vyss§i hodnotou MIC neZ

Tab. 2 Rezistentni kmeny laktobacill stanovené
mikrodiluéni metodou a klasifikované na zakladé
hrani¢nich hodnot cut-off podle EFSA (2012)

a jejich fenotypy rezistence

Druh Kmen Fenotyp rezistence""
L. brevis BIO | 44*, BIO Il 62* GEN, KAN, STR, CLI, TET
ML 438, BIO Il 67 GEN, KAN, STR, TET
BIO Il 72* AMP KAN, STR, TET
ML 177, ML 71 GEN, KAN, STR
ML 165 GEN, KAN
MLZ 334 KAN, STR
BIO 11 60 KAN, CLI
ML 74 AMP, KAN
L. fermentum | BIO 11 57, BIO IV 14, BIO IV 16 | GEN, KAN, STR
ML 29, BIO 1 50 KAN
L. plantarum | BIO 116 GEN, KAN
L. rhamnosus | BIO Il 7 GEN, KAN, STR
BIO Ill 25 GEN, KAN
BIO Il 39 KAN, STR
BIO |5, BIO I 5, BIO Il 13, KAN
BIO Il 15, BIO 11l 15, BIO Il 21,
BIO IV 2, BIO IV 3,BIO IV 4

* multirezistentni kmen (rezistentni minimélné ke tfem skupindm antimikrobidlnich
Iatek); ' AMP - ampicilin, GEN - gentamicin, KAN - kanamycin, STR - streptomycin,
CLI - klindamycin, TET - tetracyklin; "tuéné - antibiotika nalezejici do stejné skupiny
(aminoglykosidy)
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hrani¢ni koncentraci (cut-off) danou EFSA byl povazovan
za rezistentni, kmen s rovnou nebo nizs§i hodnotou MIC nez
cut-off byl bran za citlivy.

Vysledky a diskuse

Citlivost k antimikrobikiim byla testovana u 39 kmeni
laktobacilti. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 1. Jednalo se
o druhy laktobacild, které se nachazeji v mléce ¢i mlécnych
vyrobcich jako kontaminanta nebo jako tzv. "nestartovaci”
bakterie. Prace navazuje na testovani rezistenci k anti-
mikrobikiim u startovacich kultur autort Duskova a kol.
(2017). Stejna kritéria hodnoceni antibakterialni rezistence
byla pouzita také autory Georgieva a kol. (2015), Guo
a kol. (2017), Nawaz a kol. (2011) a Zhou a kol. (2012).
Pouze 10 kmenti (26 %) bylo citlivych ke v§em testovanym
antibiotikim. 29 kment (74 %) bylo rezistentnich alespori
k jedné antimikrobiélni latce. Tyto kmeny a jejich fenotypy
rezistenci jsou uvedeny v Tabulce 2. U téchto kment je
dulezité rozlisit, zda se jednd o pfirozenou (primarni) rezis-
tenci nebo ziskanou (sekundarni), u které jsou geny rezis-
tence neseny na mobilnich genetickych elementech
a mohly by se prenaset nejen mezi komenzalnimi bakterie-
mi, ale také na patogeny. Tfi kmeny L. brevis byly multi-
rezistentni (rezistence minimalné ke 3 skupindm
antimikrobialnich latek). Dva multirezistentni kmeny byly
izolovany ze syru a jeden z koziho jogurtu. Nejcastéji byla
detekovana rezistence k aminoglykosidim. 29 kment
(74 %) bylo rezistentnich alesponi k jednomu amino-
glykosidovému antibiotiku (kanamycinu, streptomycinu
a gentamycinu). ZvySend rezistence k aminoglykosidim
byla popsana také ve studiich Guo a kol. (2017), Nawaz
a kol. (2011) a Zhou a kol. (2012). Autory Nawaz a kol.
(2011) a Zhou a kol. (2012) byla u bakterii mlééného
kvaSeni nej¢astéji zaznamenana rezistence ke kanamycinu.
Také u naSeho souboru laktobacili byla nejcastéji
pozorovana rezistence ke kanamycinu (74 % kmenu).
Curragh a Collins (1992) uvadéji, ze Castd aminoglykosi-
dova rezistence mtize byt zptisobena vysokou mirou spon-
tannich chromosomalnich mutaci. U laktobacila se casto
sleduje rezistence k erytromycinu a tetracyklinu z divodu
mozného horizontdlniho pfenosu genl erm a ftet
(Devirgiliis a kol., 2013; Nawaz a kol., 2011). U naSeho
souboru testovanych kmend, rezistence k erytromycinu

zjisténa nebyla. Autofi Ammor a kol. (2008) a Guo a kol.
(2017) potvrzuji, zZe vétSina laktobacilu je citliva k anti-
biotiktim inhibujicich syntézu bilkovin (erytromycin, tetra-
cyklin, klindamycin a chloramfenikol). Nami testované
laktobacily byly 100% citlivé ke chloramfenikolu. Ke klin-
damycinu vykazovalo rezistenci 8 % kmenu a k tetracyk-
linu 13 %. Studie Georgieva a kol. (2015), Guo a kol.
(2017) a Nawaz a kol. (2011) uvadéji vysokou citlivost lak-
tobaciltl k ampicilinu, coz je v souladu s naSimi vysledky,
kde 95 % kment bylo k ampicilinu citlivych.

Nejméné rezistentnich kment pochazelo z fermento-
vanych mlécnych vyrobkd, kde bylo citlivych na vSechna
antibiotika 36 % kmenut (Tabulka 3). Tyto kmeny patfily
mezi dopliikové kultury nebo NSLAB laktobacily. Acko-
liv Nawaz a kol. (2011) a Zago a kol. (2011) popisuji
u L. plantarum ptitomnost rezistence k tetracyklinu a ery-
tromycinu ze syri a jogurtd, nas izolat z nizkotu¢ného
tvarohu byl citlivy na obé antibiotika. Nejvice rezistentnich
kment bylo ziskdno ze syrového mléka a mleziva. U vSech
kmend byla stanovena rezistence alesponi k jedné anti-
mikrobialni latce.

Jeden kmen L. fermentum a tfi kmeny L. brevis vykazo-
valy vysokou rezistenci na kanamycin (HLKR, high-level
kanamycin resistance) s minimalni inhibi¢ni koncentraci
>500 pg/ml. Nejvyssi hodnota MIC (2050 pg/ml) byla za-
znamenana u L. brevis izolovaného z koziho jogurtu a dale
u L. brevis pivodem ze syru ementalského typu (1024 pg/ml).
Rezistence ke gentamicinu (HLGR, high-level gentamicin
resistance) a streptomycinu (HLSR, high-level strepto-
mycin resistance) s hodnotami MIC >500 pg/ml nebyly
u Zadného kmene nami testovanych laktobacilt zjiStény.

Zaver

Vysledky nasi studie ukazuji, Ze u laktobacilti izolo-
vanych z mléka a mléénych vyrobkid, jsou rezistence
k antimikrobidlnim latkdm velmi casté. Tyto laktobacily
patfily prevazné ke kontaminujici sloZce mléénych
vyrobku, piipadné NSLAB ¢i doplikovym kulturdam.
Ackoliv jsou laktobacily povaZovany za nepatogenni
mikroorganismy, konzumaci fermentovanych mlécnych
vyrobkl se ve vysokych poctech dostavaji do gastroin-
testindlniho traktu, kde se stavaji soucasti stftevni mikrobio-
ty. U rezistentnich bakterii je dilezité rozliSit pfirozenou

Tab. 3 Prehled rezistentnich izolatd podle jejich plvodu. Testovdno mikrodiluéni metodou, hodnoceno na zakladé
hrani¢nich hodnot cut-off podle EFSA (2012)

Druh . Antibiotikum* Pocet rezistentnich
(pocet izolatii) GEN KAN STR ERY CLI TET izolatu

Syry (10)* 1(10%) | 5(50%) | 8(80%) | 5(556%) | 0(0%) | 2(20%) | 3(30%) | 0(0%) | 8(80%)

Fermentované mlécné 0(0%) | 4(182%) |14 (63,6%)| 4(18,2%) | 0(0%) | 1(46%) | 1(46%) | 0(0%) | 14 (63,6 %)

vyrobky (22)°

Syrové kravské mléko 1(143%) | 4(57,1%) | 7(100%) | 4 (57,1%) | 0(0%) | 0(0%) |1(143%)| 0(0%) | 7 (100 %)

a kolostrum (7)°

Lactobacillus spp. (39) 2 (5,1%) |13 (33,3 %)(29 (74,4 %)|13 (34,2%)'| 0(0%) | 3(7,7%) | 5(128%) | 0(0%) | 29 (74,4 %)

* AMP - ampicilin, GEN - gentamicin, KAN - kanamycin, STR - streptomycin, ERY - erytromycin, CLI - klindamycin, TET - tetracyklin, CMP - chloramfenikol;
"~ bez 1 kmene L. plantarum (n.r., neni vyzadovano); ® - L. brevis (n=4), L. curvatus (n=1), L. fermentum (n=3), L. plantarum (n=1), L. rhamnosus (n=1);
* - L. brevis (n=1), L. fermentum (n=1), L. rhamnosus (n=20); © - L. brevis (n=6), L. fermentum (n=1)
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a ziskanou rezistenci a sledovat jeji molekularni podstatu.
Pokud kmeny obsahuji mobilni genetické elementy s geny
koédujicimi rezistenci k antimikrobidlnim latkdm, mohou
negativné prispét k nekontrolovatelnému Sifeni té€chto genti
v lidské populaci.
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Abstrakt

Aktudlni zmény v klimatu (pribyvajici sucho) a rast cen
bilkovinnych jadrnych krmiv jsou divody k rastu zdjmu
0 péstovani a vyrobu a zvySeni podilu sildzi z luskovino-
obilnych smések (LOS) v krmnych dévkach dojnic. Byl
sledovan dopad krmeni dojnic pfi modifikaci objemné
krmné davky pfidavkem sildZze LOS na cenu mléka.
Referencni davka NELOS byla s absenci LOS. Kvalifi-
kovanym odhadem byla urcena cena za mléko pro pod-
minky LOS a NELOS (8,08 a 7,97 K¢/kg). Rozdil je cca
1,4 % ze soucasné farmarské ceny mléka. Ro¢ni dodavka
modelového stada dojnic do mlékarny v CR miiZe byt cca
2 224 875 kg mléka. To je ekvivalentni rozdilu v trzbach
farmy (trzba navic) 244 736 K¢ ve prospéch varianty
krmeni dojnic LOS pfi stejné dojivosti.

Klicova slova: dojnice, mléko, bilkoviny, tuk, pocet so-
matickych bunék, farmarska cena mléka, trzby za mléko

Abstract

Current changes in climate (increasing drought) and the
rise in prices of protein concentrate feed are the reasons for
the increasing interest in growing and production and
increasing of proportions of silages from legume-cereal
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