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Antibiotic resistance of lactic acid bacteria
isolated from Gouda-type cheeses

Abstrakt

Antibioticka rezistence mikroorganismi je v soucasné
dobé dilezitym védeckym tématem, mimo jiné i v sou-
vislosti s rizikem prenositelnych genli antibiotické rezis-
tence, které se mohou vyskytovat i u bakterii mlééného
kvaSeni. V praci byl proveden mikrobiologicky rozbor
tfi syrd typu Gouda od ridznych ceskych vyrobci se
zaméfenim na sledovani pocti bakterii mlééného kvaseni
na pudach M17, Rogosa agaru a MRS agaru s pfidavkem
antibiotik. Z téchto puad bylo ziskdno 34 izolati pre-
sumptivnich nezdkysovych bakterii mlééného kvaSeni,
u kterych byla dale provedena repetitivni PCR a stano-
vena citlivost k antibiotikiim na agaru diftizni metodou.
Na zakladé téchto testl bylo vybrano 12 izolatd, které
byly metodou MALDI-TOF MS identifikovany jako
Lactiplantibacillus plantarum (n = 8) a Latilactobacillus
curvatus (n = 4). U téchto izolati byla stanovena mini-
malni inhibi¢ni koncentrace antibiotika pomoci diluc¢ni
metody v mikrotitracnich destickdch s vybranymi anti-
biotiky (vankomycin, ampicilin, gentamicin, streptomy-
cin, kanamycin, erythromycin, klindamycin, tetracyklin,
chloramfenikol) na zakladé pokynd pro charakterizaci
mikroorganismi EFSA. Kromé rezistence k vankomy-
cinu byla u vice nez 80 % vybranych izolati zaznamena-
na vySS§i minimalni inhibi¢ni koncentrace u antibiotik ze
skupiny aminoglykosidli, nezZ je mezni hodnota stano-
vend v pokynech EFSA.

Klicova slova: nezikysové bakterie mlééného kvasent,
syr, Gouda, aminoglykosidy, tetracyklin, chloramfenikol

Abstract

Antibiotic resistance of microorganisms is currently
a significant scientific concern, particularly due to the
potential risk of transferable antibiotic resistance genes,
which can also occur in lactic acid bacteria. In this study,
a microbiological analysis was conducted on three sam-
ples of Gouda-type cheese from different Czech produc-
ers, focusing on quantifying the number of lactic acid
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bacteria using M17, Rogosa, and MRS agar media sup-
plemented with antibiotics. From these media, a total of
34 presumptive non-starter lactic acid bacteria isolates
were obtained and subsequently analyzed by repetitive
PCR and tested for antibiotic susceptibility using the agar
diffusion method. Based on these analyses, 12 represen-
tative isolates were selected and identified by MALDI-
TOF MS as Lactiplantibacillus plantarum (n = 8) and
Latilactobacillus curvatus (n = 4). The minimum inhibi-
tory concentrations of selected antibiotics (vancomycin,
ampicillin, gentamicin, streptomycin, kanamycin, eryth-
romycin, clindamycin, tetracycline, chloramphenicol)
were determined for these isolates using the dilution
method in microtiter plates following the EFSA guide-
lines on the characterization of microorganisms. Apart
from intrinsic resistance to vancomycin, more than 80 %
of the selected strains exhibited a higher minimum inhi-
bitory concentration for aminoglycoside antibiotics,
exceeding the EFSA-defined cut-off values.

Key words: non-starter lactic acid bacteria, cheese,
Gouda, aminoglycosides, tetracycline, chloramphenicol

Uvod

Antibioticka rezistence bakterii je v soucasné dobé
povazoviana za jedno z nejvétSich globalnich zdra-
votnich rizik (Naghavi a kol., 2024). Zavaznym fak-
torem prispivajicim k jejimu Sifeni je horizontalni
prenos gend rezistence mezi mikroorganismy, ktery
umoziuje i nepribuznym bakteridlnim druhtim ziskat
schopnost odolavat antibiotikim. V této souvislosti se
fada védeckych studii vénuje také vyskytu rezistence
u bakterii mlécného kvaseni (BMK) vzhledem k jejich
Sirokému vyuZiti v potravinarstvi a jako probiotik. I kdyz
jsou BMK vSeobecné povazovany za bezpecné, nékteré
kmeny vykazuji rezistenci vii¢i antibiotikiim, coZ miiZe
predstavovat riziko prenosu rezistence na patogenni
bakterie (Colautti a kol., 2022). Pfirozena rezistence je
specificka pro bakteridlni druh nebo rod. M4 minimalni
moznost horizontilniho prenosu. Naproti tomu ziskana
rezistence, kterd byva typickd pro kmen odolny vici
konkrétnimu antibiotiku patfici mezi sledované skupiny
dle EFSA (European Food Safety Authority) (EFSA,
2018), ma vysokou moznost horizontdlniho pifenosu.
Zde je pak nezbytné odlisit rezistenci indukovanou chro-
mozomalnimi mutacemi od rezistence indukované zis-

kanymi geny, vzhledem k jejich vyS$§i moZnosti pfenosu
z diivodu mozné lokace na mobilnich genetickych ele-
mentech, jako jsou plazmidy nebo transpozony (Colautti
a kol., 2022; Partridge a kol., 2018). Dle nejnovéjsich
pokyntt EFSA (EFSA, 2018) se doporucuje zkoumat
sekvence celého genomu na pritomnost genll rezistence
a vyradit z fermentacnich technologii potravinarského
prumyslu, vyroby probiotik nebo krmiv kmeny obsahu-
jici mobilni genetické elementy nesouci geny rezisten-
ce (EFSA, 2018; WHO, 2016). Vyuziti fenotypovych
i genotypovych metod umoziiuje presnéjsSi vyhodnoceni
rezistence, nebot mikroorganismus miize nést geny, je-
jichz exprese je inhibovana, ale mohou byt preneseny
do jinych druhti (Campedelli a kol., 2019; Fatahi-Bafghi
a kol., 2022).

U BMK byly doposud popsany kmeny s jedno i vice-
nasobnou rezistenci k antibiotikim (Seyirt a kol., 2024;
Silva a kol., 2025). V tomto sméru je stile vétsi pozornost
vénovana rezistenci nezdkysovych bakterii mlé¢ného
kvaseni (NSLAB, non-starter lactic acid bacteria), které
se na rozdil od pfesné definovanych zdkysovych bakterii
dostévaji do vyrobkl, hlavné syrd, nahodné z riznych exo-
gennich zdroji, napf. z mléka nebo z prostiedi vyrobny
(Anastasiou a kol., 2022). Pro heterofermentativni druhy
z puvodniho rodu Lactobacillus jako hlavnich zastupct
NSLAB je typicka jejich pfirozena rezistence vici van-
komycinu. Z dalSich rezistenci je nejcastéji uvadéna
odolnost vici tetracyklinu, erythromycinu a skupiné ami-
noglykosidovych antibiotik (Colautti a kol., 2022).

Cilem této studie bylo zhodnotit mikrobidlni diverzitu
u syrt typu Gouda od Ceskych vyrobcil se zaméfenim na
celkovy pocet bakterii mlécného kvaseni (BMK), pocet
zastupcll pivodniho rodu Lactobacillus se zvySenou
rezistenci vici vybranym antibiotikiim, déle ziskat izo-
laty presumptivnich heterofermentativnich laktobacill
z téchto syru, identifikovat je a fenotypicky otestovat
minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC) vybranych anti-
biotik u t€chto kmend.

Material a metody

Mikrobiologicky rozbor syri

Uprava vzorkil pro mikrobiologicky rozbor tif vzorki
syrii typu Gouda (déle jako G2, G6, G7) od riznych
ceskych vyrobct zakoupenych v trzni siti byla prove-
dena dle CSN EN ISO 6887-5 s pouZitim citranu sod-

Tab. 1 PoufZitéd kultivaéni média a podminky kultivace pro jednotlivé skupiny mikroorganismdi

Skupina mikroorganismil
Laktobacily (ptivodni rod)

Kultivaéni médium (vyrobce)
Rogosa agar (Merck Milipore, USA)
Koky M17 agar (Merck Milipore)

Suplement (vyrobce)

Podminky kultivace
dvojity preliv; 72 h; 30 °C
dvojity preliv; 72 h; 30 °C

Vankomycin 20 pg/ml (Sigma-Aldrich, USA)
Kanamycin 64 ug/ml* (Sigma-Aldrich)
Ampicilin 2 ug/ml* (Sigma-Aldrich)
Tetracyklin 8 ug/ml* (Sigma-Aldrich)
Erythromycin 1 ug/ml* (Sigma-Aldrich)

dvojity preliv; 72 h; 30 °C
dvojity preliv; 72 h; 30 °C
dvojity preliv; 120 h; 30 °C
dvojity preliv; 120 h; 30 °C
dvojity preliv; 120 h; 30 °C

Laktobacily se zvy$enou rezistenci

K antibiotiku MRS agar (Merck Milipore)

* koncentrace zvoleny na zakladé EFSA (EFSA, 2018)
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ného dihydratu (20 g/l, pH 7,5 = 0,2 po sterilaci) jako
fediciho roztoku. Po homogenizaci (Stomacher, 3 min)
a prislusném fedéni fyziologickym roztokem byly sta-
noveny pocty mikroorganismii dle CSN EN ISO 7218.
Jednotlivé kultivacéni pudy a kultivaéni podminky jsou
uvedeny v Tab. 1.

Izolace kmenui

Z kultiva¢nich médii Rogosa agaru a MRS agaru s anti-
biotiky bylo na zakladé€ riizné morfologie vybrano jedna
az tfinact kolonii, které byly pasdZovéany a kultivovany
v MRS bujonu (24 — 72 h, 30 °C, aerobn¢). Po mikro-
skopické kontrole a katalasovém testu byly Gram pozi-
tivni, katalasa negativni ty¢inky uchovany ve 25 % obj.
glycerolu pii —55 °C az do dalSiho pouZiti.

Genotypovd charakterizace

DNA 7z izolath byla ziskdna metodou tepelné lyze
(95 °C; 20 min) a dale pouZzita pro repetitivni PCR
(rep-PCR) s GTGS primerem (5" -GTGGTGGTG-
GTGGTG-3") v 15 ul s FIRE Pol Master
Mix Ready to Laod (Solis BioDyne). PCR
amplifikace byla provedena s pocatecni
denaturaci (94 °C; 5 min) nasledovana Vzorek

byly izolaty identifikovany na zdkladé¢ porovnéni zis-
kanych proteinovych profilii s databazi MALDI Biotyper
3.4 (Bruker Daltonics, Némecko).

Stanoveni minimdlni inhibicni koncentrace
antibiotika

Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) deviti anti-
biotik byla stanovena dle pokynd pro charakteri-
zaci mikroorganismit EFSA (EFSA, 2018) pomoci
mikrodiluéniho testu v komerénich mikrotitracnich
desti¢kach MIKROLATEST® MIC G+ (Erba Lachema,
CR) nebo v laboratorné piipravenych mikrotitraénich
destickach podle normy CSN ISO 10932.

Vysledky a diskuse

V prvni casti prace byl proveden mikrobidlni rozbor
zaméreny na sledovani poctd BMK u tii syrt typu Gouda
z trzni sit¢ vyrobenych riznymi vyrobci v Ceské repub-
lice. Vysledky rozboru jsou uvedeny v Tab. 2.

Tab. 2 Pocty bakterii stanovenych na Rogosa agaru, M17 agaru a MRS
agaru s riznymi antibiotiky ve vzorcich syri typu Gouda

Pocet mikroorganismii [KTJ/g]

MRS agar s pridavkem antibiotika
VAN AMP KAN TET

Rogosa
agar

30 cykly denaturace (94 °C; 30 s), nasedani |57
primera (33 °C; 30 s) a polymerace (72 °C;

M17 agar

2 mm) S koneénou polymeraci (72 oc. G2 3,0'107 4,1'107 2,9'107 <10’ 6,0'105 <10’ 6,7'103
10 min) a zchlazenim na 15 °C. Vizualizace | %8 18107 | 18107 | 20107 | <10" | 18107 | <10" | >3010°
G7 7,6-107 7,0-107 6,2-107 <10’ 9,3-106 <10’ >3,0-10°

produktii reakce byla provedena v 1,5 %

agarosovém gelu pfi napéti 5 V/cm. Velikost
PCR produktii byla stanovena v programu
GelAnalyzer 19.1. Na zdkladé poctu a velikosti PCR
produkti byla provedena genotypizace izolatd pomoci
klastrové analyzy v programu Past 3.22 (Algoritmus:
UPGMA; Index podobnosti: Euclidean).

Screening antibiotické rezistence

Screening antibiotické rezistence byl proveden
méfenim velikosti inhibi¢nich zén pfi diskové difuzni
metodé na LSM agaru (MRS, Merck, SRN; ISO-Sensi-
test™, Oxoid, VB) (CSN ISO 10932) po 24 a 48 h kulti-
vace pti 30 °C, aerobné. Byly pouzity nasledujici disky:
vankomycin 30 pg; klindamycin 2 pg; ampicilin 10 pg;
tetracyklin 30 pg; kanamycin 30 pg a erythromycin 15 pg
(Oxoid, Velka Britanie). Vysledky byly zpracoviny po-
moci analyzy hlavnich komponent (PCA) v programu
Past 3.22.

Identifikace metodou MALDI-TOF MS

Z izolath byly pomoci extrakce etanolem a kyselinou
mravenc¢i ziskany intracelularni proteiny (extrakce dle
navodt Bruker Daltonics, Némecko), které byly nanese-
ny na spoty ocelové MALDI desky a prekryty matrici
a-kyano-4-hydroxyskoficové kyseliny a méfeny na
hmotnostnim spektrometru Autoflex Speed. Pii praci
bylo postupovano podle metod doporucenych vyrobcem
(Anonymous, 2011). Po méfeni na MALDI-TOF MS

Koncentrace antibiotika v médiu: vankomycin (VAN) 20 pg/ml; ampicilin (AMP) 2 pg/ml; kanamycin (KAN)
64 ug/ml; tetracyklin (TET) 8 ug/ml; erythromycin (ERY) 1 ug/ml

Pro stanoveni jednotlivych skupin bakterii byla vyuZita
specificka kultivacni média pro BMK. Pocty laktobacili
byly stanoveny na Rogosa agaru, zatimco pro detekci
kokt byl pouzit M17 agar. Prestoze tato média nemusi
byt zcela selektivni, bylo né€kolikandsobnou mikrosko-
pickou kontrolou potvrzeno, Ze na Rogosa agaru byly
zachyceny pouze bakterie ty¢inkovitého tvaru a na M17
agaru pouze bakterie ve tvaru koku. Ke stanoveni hete-
rofermentativnich laktobacilti, zastupci NSLAB, bylo
vyuzito médium MRS suplementované vankomycinem.
Vankomycin byl k selekci heterofermentativnich lakto-
bacili pouzit z divodu jejich prirozené rezistence k to-
muto antibiotiku. Rezistence je dana specifickou zménou
ve struktufe peptidoglykanu v jejich bunécné sténé
(Colautti a kol., 2022). Daéle byly pouzity varianty MRS
agaru s pridavkem r@znych antibiotik (ampicilin, kana-
mycin, tetracyklin, erythromycin) odpovidajici meznim
hodnotdm EFSA za dcelem sledovéni rezistence k anti-
biotiku v bakteridlni populaci a zisku izolatd s potencial-
ni antibiotickou rezistenci.

Celkové pocty BMK stanovené na uvedenych kulti-
vacnich médiich se mezi jednotlivymi trZznimi vzorky
vyznamné neliSily. Poc¢ty mikroorganismii na Rogosa
a M17 agaru se pohybovaly v fadech 107 KTJ/g. Po-
dobné pocty byly zaznamenény i na médiu s pridavkem
vankomycinu. V této praci nebyl pfi stanoveni sledovan
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tody, Ize vétSinu izolatd rozdélit do
7-MV ° dvou velkych skupin s podobnymi
%2-ME-4 &2 o 5'.7 R 451  TR20 -?ZW Vlastnostnili ana npékolillq) odlién)}l’/ch
‘ - e - - T-MK-47 MY LR-3 izolatd.  Skupina  lokalizovana
375 00 25 A8 75 51 75 7-ME3 372—517ng-2 v grafu nahofe vpravo je tvofena
o o ® VE.3 izolaty, které k nartistu na LSM mé-
B —19_/*_R'{'éMV-9 diu potrebovaly 48 hodin, skupina
& 151 nahofe vlevo je tvofena izolaty se
% sniZenou citlivosti ke kanamycinu.
S 201 Izolat 2-ME-4 mél nizi citlivost
-251 k erythromycinu, izolaty lokalizo-
. | vané dole u svislé osy vykazova-
2-Mv3P3 . o
ly snizenou citlivost (2-MV-13)
_.325-\AE ; nebo byly a7 rezistentni (2-ME-3)
ot k ampicilinu. Izolaty vpravo pod
vodorovnou osou mély nizsi cit-
Samgenant livost k ampicilinu a vyssi citli-

Obr. 1 Analyza hlavnich komponent (PCA) vychazejici z testu citlivosti k
izolaty ze syri G2, 6 = ze syri G6, 7 = ze syr(l G7)

antibiotikim (ozn.: 2 =

vost k tetracyklinu (7-R-8, 7-MV-9
a7-ME-3) aizolaty 7-ME-5, 7-R-3,
7-MV-7 a 7-ME-2 mély vyssi citli-
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vost k erythromycinu, klindamy-
cinu a kanamycinu.

Fylogeneticky strom (Obr. 2)
ukazuje, Ze izolaty lze na zdkladé
pribuznosti rozdélit na tfi klastry,
z ¢ehoz jeden je tvofen pouze jed-
nim izoldtem 7-MK-8. Tato analyza
nerozdélila izolaty dle pavodu
vzorku syru, tzn. Ze u kazdého
vyrobce byly zjistény mikroorga-

nismy z raznych klastra.

14004

1600

18004

2000~

Na zakladé vysledki screenin-
gové agarové difuzni metody pro
stanoveni rezistence k antibiotikiim
a na zdkladé rozdilnosti profilu

Obr. 2 Fylogeneticky strom izoldtd ze syrd (ozn.: 2 =

vyskyt zastupct rodu Leuconostoc, u nichZ byla rezis-
tence k vankomycinu rovnéz potvrzena (Ogier a kol.,
2008). Pocet mikroorganismd, které by byly rezistentni
vuci zvolené koncentraci ampicilinu a tetracyklinu, byl
<10'KTJ/g. Vyrazné vyssi pocet kolonii byl zaznamenén
na médiu s prfidavkem kanamycinu ve srovnani s ostat-
nimi testovanymi antibiotiky. Tento vysledek naznacuje,
Zze NSLAB mohou byt pfirozené rezistentni také vici to-
muto antibiotiku, obdobné jako je tomu u vankomycinu
(Campedelli a kol., 2019; Colautti a kol., 2022).

Po enumeraci pocti BMK byly z kultiva¢nich médii
ziskény izolaty ze vSech vzorki syri. Celkem 34 izolatu,
které byly charakterizovany jako Gram pozitivni, kata-
lasa negativni tyCinky, bylo dale otestovano na citlivost
k antibiotikiim diftizni agarovou metodou a byla u nich
provedena rep-PCR.

Analyza hlavnich komponent (Obr. 1) ukazuje, Ze na
zédkladé citlivosti méfené pomoci diskové diftizni me-

izolaty ze syri G2, 6 = ze
syrd G6, 7 = ze syr(i G7) sestrojeny na zakladé produktii rep-PCR (GTG5)

z rep-PCR bylo vybrdno celkem
12 kmend pro dalsi testovani. Jedna-
lo se o Ctyfi izolaty ze vzorku G2, tfi
ze vzorku G6 a pét ze vzorku G7.

Tyto izolaty byly identifikovany metodou MALDI-
TOF MS. Vysledky identifikace jsou uvedeny v Tab. 3.

Osm izolath bylo identifikovano jako Lactiplantiba-
cillus plantarum a Ctyfi jako Latilactobacillus curva-
tus. Kmeny L. curvatus byly izolovany pouze z jednoho
vzorku syru, konkrétné G7. V tomto vzorku byl soucasné
zjistén i L. plantarum. Oba druhy byly prokazany u syrt
typu Gouda i v zahranicnich studiich, a to casto spolecné
s rodem Lacticaseibacillus (Decadt a kol., 2023; Salazar
a kol., 2021). Zastupce tohoto rodu se vSak v této studii
nepodafilo zachytit.

V posledni ¢asti prace byly u identifikovanych izo-
lata stanoveny MIC antibiotik diluéni metodou. Dle
meznich hodnot stanovenych EFSA (EFSA, 2018) bylo
vyhodnoceno, zda jsou kmeny rezistentni nebo senzi-
tivni. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 4 pro L. plantarum
a v Tab. 5 pro L. curvatus. EFSA stanovuje konkrétni
mezni hodnoty pro L. plantarum. Pro L. curvatus byly
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Tab. 3 Identifikace izoldtt pomoci MALDI-TOF MS

zistence k aminoglykosidiim byla jiz dfive popsdna jako
pfirozené se vyskytujici u nékterych kmeni laktobacili,

Vzorek syru  lzoldt Identifikace Skdre K | . o p h
G2 2-ME-4 | Lactiplantibacillus plantarum 2,37 dy byla spojena s nepfitomnosti cytochromem zpro-
213 | Lactilantibacillus plantarum 2'3 ] sttedkovaného transportu v burice (Campedelli a kol.,
>MES  actiolantibacills plantaum 2’ P 2019). Kromé rezistence k aminoglykosidiim byla déle
2 VES Lactiplantibacillus p/antarum 2’43 u dvou izol4t potvrzena rezistence k tetracyklinu a chlo-
panbacrus p : ramfenikolu. Naméfené hodnoty MIC dosahovaly dvoj-
G6 6-MV-11 Lactiplantibacillus plantarum 2,44 , p , e .
NeRE R R e nasobku mezni hodnoty pro dand antibiotika.
6-M-K » Lac 2 Ian {baC{//us & /a" arm 2’40 Vysledky stanoveni MIC v této praci se shoduji s vys-
MK actipiantibaciilus plantarum ' ledky studie Campedelli a kol. (2019), ve které vétiina
o7 T-ME-S Lat/'/actoba(:/'//us curvatus 1,77 testovanych kment L. plantarum vykazovala zvySenou
7-MV-9 Lat’_lacmbac'.”us curvatus 2,22 rezistenci alesponi k jednomu zéstupci aminoglykosidu.
A3 Lat/.lactobam'l/us curvatus 212 L. curvatus se fadi do skupiny s Latilactobacillus sakei,
7-R-8 Lat/l?ctob?CII/qs curvatus 1,92 ktery byl v citované studii také testovan. U L. sakei byla
7-MK-8 | Lactiplantibacillus plantarum 2,31 zaznamenana rezistence k aminoglykosidiim i rezisten-

Hodnota skore: velmi pravdépodobna identifikace na trovni druhu 2,300-3,000;
pravdépodobnad identifikace na drovni druhu 2,000-2,299; pravdépodobnad identifikace
na trovni rodu 1,700-1,999

ziskané MIC porovnany s hodnotami pro fakultativné
heterofermentativni skupinu laktobacilii, kam se tento
druh zatazuje.

U vSech izolath doslo k opétovnému potvrzeni, Ze patii
do skupiny heterofermentativnich laktobacilil, vzhledem
k jejich prirozené rezistenci k vankomycinu. Minimalni
inhibi¢ni koncentrace tohoto antibiotika nebyla stano-
vena z divodu nérdstu izolatd i v pfitomnosti nejvyssi
testované koncentrace antibiotika (16 pug/ml).

U sedmi izolath identifikovanych jako L. plantarum
byla zaznamenana vyssi MIC, nez je stanovena mezni
hodnota u antibiotik gentamicin a kanamycin. Tato
antibiotika patfi do skupiny aminoglykosida, stejné jako
streptomycin. U streptomycinu neni vSak stanovena
mezni koncentrace pro L. plantarum, nicméné stanovena
MIC presahovala hodnotu 64 pg/ml u vice nez 50 % izo-
lath identifikovanych jako L. plantarum. Pravé 64 pg/ml
je mezni hodnotou pro fakultativné heterofermentativni
laktobacily, kam se tadi i L. plantarum.

Podobné vysledky byly zjiStény i u izolath identifiko-
vanych jako L. curvatus. U vSech téchto izolatl byla za-
znamenana vyssi MIC, neZ je stanovend mezni hodnota
u antibiotik gentamicin a streptomycin, a zaroven u tii
z nich byla zaznamenana i rezistence ke kanamycinu. Re-

ce k tetracyklinu. Zastupci ptvodniho rodu Lactoba-
cillus jsou obecné citlivi k chloramfenikolu, nicméné ve
vySe uvedené studii, kdy bylo testovdno 182 zastupct
plvodniho rodu Lactobacillus, byla zaznamenana rezis-
tence u 49 % testovanych izolata.

V ramci této prace byla hodnocena antibiotickd rezis-
tence pouze na zdkladé fenotypového projevu. Do bu-
doucna by vsSak bylo pfinosné provést i genotypovou
analyzu izolatl, kterd by umoznila hlubsi porozuméni
mechanismim rezistence, a to, zda se jedna o rezistenci
prirozenou, ¢i rezistenci ziskanou s potencidlem Sifeni se
v mikrobialni populaci.

Zaver

Mikrobiologické analyzy prokazaly pritomnost hete-
rofermentativnich laktobacilli ve vsSech testovanych
vzorcich syrd typu Gouda od riznych ceskych vyrobcet,
a to v koncentraci 10" KTJ/g. Z téchto vzorki bylo
ziskano 34 izolatd, které byly dale analyzovany pomoci
rep-PCR a testd citlivosti k antibiotikim. Na zakladé
vysledktl bylo vybrano 12 izolatid, které byly néasledné
identifikovany jako Lactiplantibacillus plantarum a La-
tilactobacillus curvatus. U téchto izolath byla stanovena
MIC vybranych antibiotik. U deseti z nich byla zjiSténa
hodnota presahujici mezni hodnoty stanovené EFSA
pro vsSechna testovand aminoglykosidova antibiotika

Tab. 4 Hodnoceni rezistence a senzitivity izolatd Lactiplantibacillus plantarum v porovnani s meznimi hodnotami minimainf

inhibi¢ni koncentrace (EFSA, 2018)

Mezni hodnota

Izoldty L. plantarum

Antibiotikum [pg/mi] 2.ME-4  2-MV-13  2-ME3  2ME6  6MV-11  6RI3  6-MK-11

Ampicilin 2 0,5/S 1/S 1/S 0,5/S 0,5/S 0,5/S 0,5/S 1/S
Erythromycin 1 0,5/S 0,5/S 1/S 0,5/S 1/S 0,5/S 0,5/S 0,5/S
Klindamycin 4 0,12/S 0,12/S 0,12/S 0,12/S 0,12/S 0,12/S 0,12/S 0,12/S
Chloramfenikol 8 8/S 8/S 8/S 8/S 8/S 8/S 8/S 8/S
Tetracyklin 32 16/S 32/S 16/S 32/S 16/S 16/S 32/S 16/S
Gentamicin 16 16/S 128/R 128/R 128/R 128/R 128/R 128/R 128/R
Vankomycin n.p. >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16
Streptomycin n.p. 128 64 128 64 128 128 128 64
Kanamycin 64 256/R 256/R 128/R 256/R 256/R 256/R 512/R 256/R

n.p. — neni pozadovéna; S (senzitivni): MIC < mezni hodnota; R (rezistentni): MIC > mezni hodnota
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Tab. 5 Hodnoceni rezistence a senzitivity izolatd
Latilactobacillus curvatus v porovnani s meznimi
hodnotami minimalni inhibi¢ni koncentrace pro
fakultativné heterofermentativni laktobacily
(EFSA, 2018)

Izoldty L. curvatus

Antibiotikum  Mezni hodnota

[wg/ml]  7-ME-5 7-MV-9 7-R-3
Ampicilin 4 0,5/S 2/S 2/S 1/S
Erythromycin 1 0,5/S 1/8 0,5/S | 05/S
Klindamycin 4 0,12/S | 0,12/S | 0,12/S | 0,12/S
Chloramfenikol 4 8/R 2/S 8/R 4/S
Tetracyklin 8 32/R 8/S 32/R 8/S
Gentamicin 16 128/R | 128/R | 128/R | 128/R
Vankomycin n.p. >16 >16 >16 >16
Streptomycin 64 128/R | 256/R | 128/R | 256/R
Kanamycin 64 512/R | 128/R | 256/R | 64/S

n.p. — neni pozadovana; S (senzitivni): MIC < mezni hodnota; R (rezistentni): MIC > mezni
hodnota

a u dvou jeste pro tetracyklin a chloramfenikol. Vysledky
jsou zaloZené vyhradné na fenotypovém projevu a sta-
noveni MIC. V dal§im obdobi budou tyto kmeny vcetné
vybranych kment, u nichZz nebyly prekroceny mezni
hodnoty MIC, testovany z genetického hlediska pro
potvrzeni, zda jsou geny rezistence kddovany na chro-
mosomu nebo na plazmidu. Je nutné vénovat pozornost
moznosti horizontalniho pfenosu antibiotické rezistence
z mikroorganisml bézné se vyskytujicich v potravinach
na pripadné patogenni mikroorganismy.
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