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ABSTRAKT

Diplomova prace se zamétila na charakterizaci kment Streptococcus thermophilus dle vy-
branych vlastnosti diilezitych z hlediska technologie a bezpe¢nosti potravin. Studovanymi
vlastnostmi jak v teoretické, tak praktické ¢asti byly produkce exopolysacharidti, produkce
enzymu ureaza, schopnost acidifikace a rezistence vici antibiotikim. Bylo zjiSténo, zZe
studované kmeny jsou z technologického i bezpecnostniho hlediska vhodné k vyrobé fer-
mentovanych mléénych vyrobki a to z diivodu technologicky vyznamné produkce exopo-
lysacharida, které mohou prispét ke zlepseni textury
a stabilizaci téchto vyrobku. Déle bylo prokazéano, Ze studované kmeny Streptococccus
thermophilus se tadily ke stfedn€ i vysoce okyselujicim druhtim a také bylo zjisténo, ze
metabolizmus mocoviny nema zadny vliv na acidifika¢ni aktivitu danych kmenti. Posledni
vlastnosti, kterd byla sledovédna, byla rezistence vuci antibiotiktim, kdy byly dané¢ kmeny

urceny jako citlivé.

Kli¢ova slova: Streptococcus thermophilus, exopolysacharidy, uredza, acidifikace, antibio-

tika

ABSTRACT

This thesis focused on the characterization of Streptococcus thermophilus strains according
to chosen properties, that are important from technological and safety point of view. Exo-
polysaccharide production, production of the enzyme urease, acidification ability and re-
sistance against antibiotics were the studied properties in both teoretical and practical part.
It was found that the studied strains are both technological and safety point of view suita-
ble for the manufacture of fermented dairy products because of the technologically signifi-
cant products EPS, which can help improve texture and stabilization of these products. It
was also shown that the studied strains belonged to Streptococccus thermophilus to medi-
um and high acidifying species and found that the metabolism of urea has no effect on the
acidification activity of the strains. The last feature that was observed was resistance to

antibiotics, when the strains were identified as sensitive.

Keywords: Streptococcus thermophilus, exopolysaccharides, urease, acidification, antibio-

tics.



Chtéla bych podekovat Ing. Zuzan¢ Vanatkové, vedouci mé diplomové préace, za odborné

vedeni, cenné rady, pfipominky a odkazy na zdroje informaci.

Prohlasuji, ze odevzdana verze diplomové prace a verze elektronicka nahrana do IS/STAG

jsou totozné.



OBSAH

UVODieceeereeeerencsanecsassssnessssssssessssssssssssssssssssassssssssssssasessasssassssssssassssssssasssssssssssssssssaseses 10
I TEORETICKA CAST ..cueeeereresressessessessessessesssssssssssssssessessessessessessessssssssssassessesss 11
1 CHARAKTERISTIKA RODU STREPTOCOCCUS.....cccveeereeereeecsercsaeecsascanessens 12
1.1 STREPTOCOCCUS THERMOPHILUS ........evvveeaerieeeeeeieeeeesiseeeesseseeesssssesessssssssessnnees 13
1.1.1  Charakteristika a vyskyt bakterie Streptococcus thermophilus.................... 13

1.1.2  Prtimyslové vyuziti bakterie Streptococcus thermophilus ........................... 14

2 EXOPOLYSACHARIDY ....uoccireiereinsancnnessasesnsesssssssssssassssssssassssssssassssssssasssassssasssns 16
2.1 OBECNA CHARAKTERISTIKA POLYSACHARIDU .......ooeeeviieeiiieeeieeeeneeeeeieeeeereee e 16
2.2 CHARAKTERISTIKA EXOPOLYSACHARIDU.......ccviiiiuieeeieeeeieeeeeeeeeeeeeeieeeeeveeeenees 16
2.3 ROZDELENT EXOPOLYSACHARIDU.......uviiiiiiiiieeeeiieeeeeeiieee e et e e e eetaeeeeeeareeaeeeannees 17
2.4 VYZNAM EXOPOLYSACHARIDU .....cccuviiiuieeeieeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeaveeeeneeeeeseeeeseeeeans 18

3 PRODUKCE UREAZY ..ouorrrrreresressssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassasssssssssasses 19
3.1 MOCOVINA (UREA).....cciitieeiiieeitieeesteeeseeessseeessesessseesssesessseeesssesssssesssssessssessssses 19
3.2 ENZYM UREAZA ....ooviiiieie ettt et e e e eatae e e e aaaea s 19
3.2.1  Ureazova aktivita u bakterie Streptococcus thermophilus ........................... 20

3.2.2  Vliv produkce uredzy na acidifikaci ...........ccoeeueevieeiiieniieiieieeieeeeeieeee. 20

4 ACIDIFIKACE.....cueiereeceecreecseecssessssesssssssssssssssssssssssssasssassssssssasssssssssssssasssasssssssses 21
4.1 KYSANE MLECNE VYROBKY A KYSACI SCHOPNOST .....ccuvvieiiieeiieeeiieeeree e 21
4.2 KYSELINA MLECNA JAKO KONECNY PRODUKT KVASENI....cccvvieiiiiiiieeeiieeeree e 21
4.2.1  Vyskyt a vznik kyseliny mI€Cne ..........ccoovvviiiiiiiieiiiniieieieeeee e 22
4.2.1.1  FermentaCni POSTUP .....ccuiieieiiiiieeeiiiieeeeeieee e eeivee e e e sieeeeeeireee e e seaeeeeenes 23

5  REZISTENCE VUCI ANTIBIOTIKUM.......ccceverurrersressessesssessessessessesssessessessesees 24
5.1 ANTIBIOTIKA .....ccititiiieeeeeeeeeccitteeeeeeeeeeeeatreseeeaeeeeeassaasaseeaeeeaaasnsasseaaeeesessnsreseees 24
5.1.1 I?éleni Y 118 10} (0151 PR 25

5.1.2  UCINEK aNtIDIOIK .uvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiieee ettt e e e e eans 25

5.1.3  Postantibioticky UCINEK ........c.eeviiiiiiiiiieiieieeiecee e 26

5.1.4  Produkujici KMENY .......cccccieiiiiiiiiiiiiiieeeee e 26

5.1.5  PouZitl antibiotiK ....c..eoeiiiiiiiiiiecieic e 26

5.2 ODOLNOST VUCI ANTIBIOTIKUM BAKTERIE STREPTOCOCCUS THERMOPHILUS....... 28
5.3 JEDNOTLIVA ANTIBIOTIKA .....cccutiieeeeireeeeeetteeeeeeiteeeeesaseeeeessseeeesssssesesanassesessnsens 28
53,1 PeNCIHINY .cuviiiiiiiieiie ettt ettt et eebe s enneas 28

5.3.2  SHIEPLOMYCIN ...eeniiieniieeiieeiie ettt te ettt ettt ee s et ee et e et ee st e ebeesaseeseesnaeeneeas 29

5.3.3  TetraCyKIINY coueeeiieiiieeiieiieeieeeie ettt et et ebe e eesbe e 29

534 POLYPEPHIAY oottt 30

5.3.5  Chloramfenikol, rifampiCin...........cceeieeeiierieniieieeiiete e 30

5.3.6  FIuoroChinolony ..........ccooiiiiiiiiiiiieieeeeee e 30

5.3.7  Sulfonamidy ......cceeeevieiiiiiieieeee e e 30

5.3.8  ANtMYKOIKA....cociiiiiiiiiiie e 30

Il  PRAKTICKA CAST ..uooerrerrrreresrssnnssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssasssssssssessasses 33
6 CIL PRACE ...ucueesereresresrssesssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssessassssssssessassssssssassasses 34

T MATERIAL .oeeeeeeeeeeeeeeveresesssssessassssssssssssasasssssssssssssssssssssassssssssnssssssssssssnsnssssssssnsns 35




7.1 POUZITE MIKROORGANIZMY ..ttt eeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeeeeesaaaeeeeeeeeaanaaaaaeeas 35

7.2 KULTIVACNI MEDIA A ROZTOKY ..oeiieiirieeeeiiieeeeeiieeeeeeiveeeeesaneeeessnsseeeeanassesesennnes 36

7.2.1  Roztoky pro agarézovou gelovou elektroforézu...........ccoevevvevciieneennennnen. 37

7.3 KOMPONENTY PROPCR ..o 38

7.4 POUZITA ANTIBIOTIKA......ciiiiiutiieeeeiiteeeeeeireeeeeeteeeeeeeateeeeessseeeeennssaeeesassaeeeennsseeaens 39

7.5  PRISTROJE A POMUGCKY .....eiiiuviiiiuiieeetieeeitteeeiteeeeeteeesseeeeaeeesaseeeesseeenssesssseessseeennes 40

8 METIODY ..eeeeeeeeeeeeeeeeeceessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanans 41

8.1 METODY STANOVENI EXOPOLYSACHARIDU ......cvvieiiieeiirieeetieeeeireeeeieeeereeeevee e 41
8.1.1  Plotnova metoda s rutheinovou ¢erveni pro stanoveni produkce

eXOPOLYSAChATIAU. ....couiiiiiieiiieiiee e 41

8.1.2  Stanoveni exopolysacharidii metodou PCR...........cccoeviiviiiiiiiniiiiieeieee, 41

8.2 DUKAZ PRODUKCE UREAZY ....ccctviieitieeeiieeecteeeeteeeeaeeeetreeeetaeeeeaaeeeeaseesneeesanesenans 43

8.2.1  Metoda dle Lanyi ...c.ccceeeuieriieeiieiieeieeeiieete ettt et 43

8.3 ACIDIFIKACNT AKTIVITA ....uviiiieiiiieeeeitieeeeetteeeeeeeveeeeesaaeeeeesasseeeeesssseeeeanssessessnnsees 43

8.3.1 Metoda dle Lombardi @ KOL. ..........ccccviiiiiiiiiiiiiiiceeee e 43

8.4  DUKAZ REZISTENCE VUCI ANTIBIOTIKUM........ccovtieiurieerrieeiteeeeneeeeeneeeeneeeereeeennes 44

8.4.1  DiSkovy difuzni teSt ......cocuiiriiieiieiecieeeeeeee e 44

9 VYSLEDKY A DISKUZE ....uueeeeeeeeereeeeesssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssens 45

9.1 PRODUKCE EXOPOLYSACHARIDU .....coeieiiieeiieeeieeeeteeeeteeeeireeeenaeeeeaseeereeeenree e e 45

9.1.1  Plotnova metoda s TUtEINOVOU CEIVEN ......couvviiieeiiiieeeeirieeeeeieee e 45

9.1.2  Stanoveni exopolysacharidii metodou PCR ...........ccccoviiiiiiiiiiiiiieieeee, 48

9.2 DUKAZ PRODUKCE UREAZY .....uvviiiieeiiiie e eeeteee e eeete ettt eeaaaae e e 50

9.3 ACIDIFIKACNE AKTIVITA ...uvviieeeiieeeeeecieeeeeeeieeeeeeeteeeeeeeaaeeeeeeeaaeeeeeetaeeeeenaneaeeeenrees 52

9.4 DUKAZ REZISTENCE VUCI ANTIBIOTIKUM......cccioiiuiieeeeiiieeeeeiireeeeeeteeeeeeeneeeeeennees 55

ZAVER ouueveererrssssrsssessessasssssssssessssssssssssessssssssssssasssssssssassessssssssssssessasssssssssessassssssassassasses 60

SEZNAM POUZITE LITERATURY 61

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK .....ocoovrrerresrnseessessessssssessessessanssens 67

SEZNAM OBRAZKU ....oueererrrerrrrnnssessesssssessessessessssssessssessssssessessessasssessessesssessessessessaens 68

SEZNAM TABULEK 69




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 10

UvVOoD

Streptococcus thermophilus je grampozitivni fakultativné anaerobni bakterie. Tento mik-
roorganizmus netvoii spory a je homofermentativni.

Posledni vyzkumy odhalily, ze Streptococcus thermophilus ma vlastnosti, které ho ¢ini
kultivaéni iniciator pro vyrobu nekterych kysanych mlécnych produktii, véetné€ jogurti
nebo syru Mozzarella.

Kombinace Streptococcus thermophilus s bakterii Lactobacillus delbrueckii subsp. bulga-
ricus se tradi€né pouziva k vyrobé jogurtl. Déle se Streptococcus thermophilus uplatituje
pifi vyrobé riznych druhli syri s vysokodohiivanou syteninou [1, 2]. Jednou z hlavnich
uloh Streptococcus thermophilus pti fermentaci mléka je jeho rychld preména laktdézy na
kyselinu mlé¢nou, coz vede ke snizeni pH a produkci metaboliti dulezitych z hlediska
technologie [3].

Streptococcus thermophilus hraje také dilezitou roli jako probiotikum, zmirfiuje pfiznaky
laktdzové intolerance a dalSich gastro-intestinalnich poruch.

Pro mlékarensky primysl je dilezita schopnost Streptococcus thermophilus produkovat
extracelularni polysacharidy. Tyto slouceniny zlepSuji texturu a reologické vlastnosti
fermentovanych mlécnych produktl jako jogurt, zakysana smetana a nizkotucna

Mozzarella [1, 4, 5].

Streptococcus thermophilus je jedinou bakterii mlécného kvasSeni vykazujici vyraznou ure-
azovou aktivitu [1]. Enzym uredza je zodpovédny za rozloZzeni mocoviny obsazené
v mléku na amoniak a oxid uhli¢ity, ¢imz zvySuje pH mléka a prodluzuje ¢as fermentace

1, 6].
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I. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA RODU STREPTOCOCCUS

Ve star§im pojeti jejich klasifikace se rod Streptococcus déli na Sest skupin: pyogenni
streptokoky, oralni streptokoky, jiné streptokoky, anaerobni streptokoky, enterokoky
a mlécné¢ streptokoky. V novéjSim klasifikaCnim systému je rozdéleni do vyse uvedenych
skupin ponechané s vyjimkou vynechani anaerobnich streptokokl a povyseni enterokokui

a mlécénych streptokokl na samostatné rody: Enterococcus a Lactococcus [7].

Z rodu Streptococcus byly vyclenény nehemolyzujici nepatogenni druhy pouzivané
v mlékarenském primyslu a byly zafazeny do nové vytvotreného rodu Lactococcus. Nejdi-

vvvvvv

poddruhy, a to Lactococcus lactis subsp. lactis a Lactococcus lactis subsp. cremoris [8].

Streptokoky tvofii sférické nebo vejcité bunky. Pokud rostou v tekutém médiu jsou uspora-
dany v parech, kratSich ¢i delSich fetizcich. Jsou nepohyblivé, nesporulujici, grampozitvni,
vétSinou fakultativné anaerobni a kataldza negativni. Streptokoky rostou v rozmezi
25 — 45 °C, optimdlni teplota je 37 °C a pii 10 °C jiz nerostou [9]. Neredukuji dusi¢nan na
dusitan [7, 10].

Bakterie rodu Streptococcus maji fakultativné anaerobni katabolicky metabolismus a tvofi
kyselinu mlécnou jako témét jediny produkt metabolizmu cukrii. Proto se zafazuji mezi
homofermentativni bakterie [8]. Streptokoky jsou nadrocné na Ziviny. Pro sviij rist tyto bak-
terie vyzaduji aminokyseliny, peptidy, puriny, pyrimidiny a vitaminy. Pro optimalni rast
v syntetickych zivnych médiich je potfebna glukéza nebo jiny fermentovatelny sacharid

[9].

Rod Streptococcus zahrnuje druhy komenzalni, parazitické aZ patogenni pro lidi a zvifata
1 saprofytické [9]. Nekteré nepatogenni streptokoky tvoii hlavni soucast mikroflory ustni

dutiny [9].

Zpusobuje hnisava onemocnéni, spalu, anginu, zubni kazy apod. Déle patogenni druhy
rodu Streptococcus tvoti enzymy, které rozkladaji cervené krvinky a zpiisobuji tak hemo-
lyzu [8]. Saprofytické druhy se vyskytuji v pfirod¢ a v potravinach a maji vyznamné vyuzi-

ti v potravinatském pramyslu [9].
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1.1 Streptococcus thermophilus

Celed Streptococcaeceae

Bunky Streptococcus thermophilus jsou kulovité nebo ovalné, ziidka prodlouzené
— tyc¢inkovitého tvaru. Jsou sdruzené v parech, kratkych nebo dlouhych fetizcich a tvoii
tetrady. Jedna se o grampozitivni (Obr. 1.), nepohyblivé, fakultativné anaerobni, katalaza
negativni bakterie [11]. Tyto bakterie neredukuji dusi¢nany na dusitany. Vzhled kolonii
(Obr. 2.) jednoho druhu muze byt ovlivnén teplotou, zdrojem dusiku i jinymi latkami. Ko-
lonie jsou od formy drsné az po mukoidni. Hloubkové kolonie maji diskovity tvar s rtizné
utvafenymi okraji. Rast v bujonu je rovnéz vzhledové proménlivy, nikdy vSak netvoii na
povrchu blanku. Jednd se o mikroorganizmy chemoorganotrofni, jejichz metabolizmus je

fermentatorni, z cukri tvoii predevsim kyselinu mlécnou [9].

h Y
.-u-.--.‘..-.\
S
Obr. 1. Preparat bakterie Strepto- Obr. 2. Vzhled kolonii Streptococcus
coccus thermophilus barveny podle thermophilus na agarové Zivné piide
Grama [12]. MI17[12].

1.1.1 Charakteristika a vyskyt bakterie Streptococcus thermophilus

Kmeny Streptococcus thermophilus zkvasuji glukézu, manézu, fruktézu a nckteré
i sachar6zu, trehaldzu, manitol, melibidzu a ribozu [7, 13, 14]. Naopak sorbitol, rafinézu

ani inulin kmeny Streptococcus thermophilus nezkvasuji [13, 14]. Laktéza vstupuje do
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bunikky pomoci permeazy jako nefosforylovany disacharid. Poté je laktoza témito bakterie-
mi hydrolyzovana pomoci B-galaktoziddzy na glukézu a galaktézu [15]. Geny zahrnuté
v metabolizmu laktézy a galaktozy tvofi genovy klastr na chromozomu Streptococcus
thermophilus [1]. Glukéza je rozlozena pfes EMP drdhu na pyruvat, posléze laktat pro-
sttednictvim laktatdehydrogenazy [7, 15, 16]. Streptococcus thermophilus produkuje dvé
dehydrogenazy, ¢imz se lisi od jinych mlécnych bakterii, které taktéz maji vice nez jednu
dehydrogenazu, ale tvoii DL-laktat [7, 20]. Volna galaktdza je uvolnéna do vnéjsiho pro-
sttedi, kde se hromadi. Jakmile je vSechna glukdza vycCerpana utilizuje Streptococcus

thermophilus galaktdzu dle Leloirovy drahy.

Streptococcus thermophilus se ptirozené¢ vyskytuje v mléce. Z tohoto ditvodu je pro jeho
kultivaci nejvhodnéjSim prostfedim pravé mléko, které srazi pii 30 — 45 °C do druhého
dne. Pokud kultivace probih4 v syntetickych médiich, jsou zapotiebi vitaminy skupiny B
a n¢které aminokyseliny pro maximalni rast [7, 17]. Streptococcus thermophilus ma ome-
zenou schopnost utilizovat sacharidy. Pfeména laktdzy na laktat pii zvySené teploté je pri-
marni funkci této bakterie pfi primyslové fermentaci mléka. Na rozdil od ostatnich gram-
pozitivnich bakterii preferuje Str. thermophilus laktozu pred glukézou jako hlavni zdroj

uhliku a energie [1].

1.1.2 Prumyslové vyuZiti bakterie Streptococcus thermophilus

Streptococcus thermophilus je jednim z primyslové nejvyznamnéjsich druhtli rozsahlé sku-
piny bakterii mlééného kvaseni [17, 18, 19]. Vyuziva se pii vyrobé jogurtt jako startovaci
kultura slozena ze Streptococcus thermophilus a Lactobacillus delbrueckii subsp. bulga-
ricus. Tyto dvé bakterie jsou ve vzajemné symbidze. Lactobacillus delbrueckii subsp. bul-
garicus rozklada kasein na ptislusné peptidy a aminokyseliny, které pak ke své vyzivé vy-
uziva Streptococcus thermophilus. Streptococcus thermophilus zase tvoii kyselinu mléc-
nou a mravenc¢i. Kyselina mlé¢na snizi pH prostfedi na optimum pro riist bakterie Lactoba-

cillus delbrueckii subsp. bulgaricus a kyselina mravenci jeji rist stimuluje [7, 18, 20].

Dale je Streptococcus thermophilus vyuzivan k vyrob¢ syrti s vysokodohiivanou syfeninou
Svycarského a italského typu (Ementdl, Mozzarella, Cheddar, Parmazan, Brick syr,
Provolon, Asiaga). Streptococcus thermophilus je aplikovan bud samostatné¢ nebo
v kombinaci s n¢kolika laktobacily a mezofilnimi kulturami, napt. Lactobacillus
helveticus, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus aj. [1, 3, 18, 20]. Termofilni bakterie

mlééného kvaseni maji také rozhodujici ulohu pii zrani tvrdych syrt feckého typu
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vyrabénych z ov¢iho a koziho mléka. Postaveni zminénych bakterii u téchto typi syrt je
zaloZzeno na uplatnéni vysoké teploty ohievu syfeniny pii vyrobé. Vytvorend kyselina
mlécné slouzi nejen jako ochranna slozka, ale také jako vhodny substrat pro nasledujici
fermentaci propionové kyseliny vyznamnou pro syry Svycarského typu. Pfi tomto typu

fermentace se navic tvoii charakteristicka oka [21].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

2 EXOPOLYSACHARIDY

2.1 Obecna charakteristika polysacharidi

Polysacharidy (PS) jsou vysoce rozmanita skupina polymert, liSici se molekularni hmot-
nosti, typem vazeb, stupném vétveni a chemickou stavbou. Vysledkem je velky pocet rliz-
nych druhii biomolekul. Tato diverzita nabizi mnozstvi aplikaci polysacharidovych poly-
mert v potravinaiském primyslu a jako zdravi prospésné latky. VSeobecné se PS d¢€li na
strukturni a nestrukturni. Strukturni PS jsou soucasti strukturnich a stavebnich materiala
u rostlin, hmyzu nebo bakterii (napt. celuldza, pektin, chitin, murein). Nestrukturni PS
(Skrob, glykogen a inulin) vétSinou slouzi jako zasobarny energie. Mnohé PS jsou vyuzi-
vany v potravinaiském primyslu jako zahustovadla, stabilizatory, tvarovaci
a zelatina¢ni Cinidla. Jsou bézné ziskavany z rostlin (Skrob, pektin) a motskych tas (algi-
nat). PS mohou byt syntetizovany nejen rostlinami a fasami, ale také mnoha druhy mikro-
organismi, véetn¢ kvasinek a bakterii. V dnesni dob¢ usiluje potravinarsky prumysl o vy-
vinuti multifunkénich potravnich dopliikti, které nejen poskytnou pozadované vylepSeni
struktury potravin, ale také budou mit pfidavné nutri¢ni vlastnosti. Tyto pozadavky vedou
k rozsdhlym vyzkumiim tykajicich se porozuméni strukturnich
a funkénich vztahti PS. Ziskané znalosti jsou piedpokladem pro syntézu PS uzpiisobenych

pro urcité aplikace v potravinaiském i nepotravinatském pramyslu [22].

2.2 Charakteristika exopolysacharidu

Schopnost produkovat PS je mezi bakteriemi zna¢né rozsifend. Mohou jednak syntetizovat
zasobni PS, jako glykogen, ktery se nachazi v cytoplazmé, a jednak strukturni PS bunécné
stény. Jedna se o peptidoglykan a lipoteichoové kyseliny u grampozitivnich bakterii
a lipopolysacharidy (LPS) vnéj$i membrany u gramnegativnich bakterii. Nékteré bakterie
sekretuji polysacharidovou vrstvu na svém povrchu, kterd spolu s mensim mnozstvim gly-
koproteint tvoii glykokalyx. Extracelularni polymery mohou byt bud’ kapsularni exopoly-
sacharidy (KEPS), které¢ jsou kovalentn¢ vazany s povrchem bunky, nebo exopolysachari-
dy (EPS), které tvoii slizovou vrstvu, volné pfipojenou k bunéénému povrchu nebo exkre-

tovanou do okoli (Obr.3.) [23].

Rada BMK, propionibakterii a bifidobakterii mtiZe syntetizovat exopolysacharidy [24].
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Grampozitivni bakterie Gramnegativni bakterie

Vnéjsi membrana
(LPS)

———5 Bunécna sténa
(peptidoglykan)

Cytoplazmaticka
membrina Cytoplazmaticka

membrana

Cytoplazma

(glykogen) Cytoplazma

(glykogen)

Bunécna sténa
(peptidoglykan a
lipoteichoové kyseliny)

Glykokalyx (KEPS a EPS) ~~ Glvkokalyx (KEPS a EPS)

Obr. 3. Lokalizace  polysacharidii  produkovanych  grampozitivnimi

a gramnegativnimi bakteriemi [23].

EPS mohou ptisobit jako stabilizatory, latky upravujici texturu a latky zvysSujici viskozitu
konec¢ného vyrobku [25]. Hydrata¢ni voda a interakce s ostatnimi mléénymi slozkami, jako
jsou proteiny a micely, posiluji stabilitu kaseinu. Nasledkem EPS mutze dojit ke snizeni
synereze a zlepSeni stability produktu. Kromé toho bylo zjisténo, ze EPS mohou pozitivné

ovlivnit stfevni mikrofloru [25].

2.3 Rozdéleni exopolysacharidi

Polysacharidy se déli na dvé skupiny: homopolysacharidy (HoPS), kter¢ jsou slozeny pou-
ze zjedné monosacharidové jednotky, jako je mnapf. dextran nebo levan,
a heteropolysacharidy (HePS), sloZzené z riiznych sacharidovych jednotek napf. galaktdza,
rhamnoza, mannoza, N-acetylglukézamin, N-acetylgalaktézamin nebo glukuronova kyse-

lina.

Chemické slozeni EPS mezofilnich a termofilnich bakterii mlééného kvaSeni se rlzni
v zavislosti na konkrétnim kmenu. Taktéz byla zaznamendna variabilita molekulové hmot-
nosti strukturné identickych polymert [1, 4]. Naptiklad Streptococcus thermophilus LY 03
produkoval vysokomolekuldrni i nizkomolekularni EPS [29]. De Vuyst a kol. [16] ve své
praci zjistili, Ze vSechny zkoumané kmeny Streptococcus thermophilus syntetizovaly EPS
sloZzené z galaktozy a glukdzy, jejichz pomér se u jednotlivych kment 1i8il a pohyboval se

v rozmezi 3:1 az 4:1. Dale potvrdili intracelularni hydrolyzu laktézy kmeny Streptococcus
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thermophilus na glukdzu a galaktozu. Glukédza byla zcela premeénéna na kyselinu mlénou
a galaktdéza byla vylouCena do vnéjSiho prostfedi. AvSak Cast galaktozy (po preméné
na glukézu) byla zahrnuta do syntézy EPS. To by mohlo vysvétlit pouze malé rozdily mezi
mnozstvim mlééné kyseliny a galaktozy. Autofi vypozorovali, Ze EPS se tvofily hlavné

v exponencialni fazi ristu [29].

HoPS jsou syntetizované pomoci enzymil patficich do skupiny glykozyltransferaz [22].
Enzymy tidi skladdni monosacharidii mimo bunku a pozaduji jako substrat sacharézu, kte-
rd poskytuje energii pro elongaci. HoPS se déale d€li do dvou skupin: fruktany
a glukany. Fruktany zahrnuji levanové a inulinové typy HoPS, zatimco ke glukaniim je

fazen dextran, mutan, alteran a B-1,3 glukan [24].

Syntéza HePS je Uizce spojena s uhlikovym metabolismem a s produkci aktivovanych cuk-
ri v buiice. Skladani prekurzort (opakujicich se jednotek) HePS se uskuteciiuje pomoci
specifickych glykozyltransferaz, které pripojuji aktivované cukry k rostoucimu prekurzoru.
Ten je spojen s lipidovym nosic¢em, pravdépodobné umisténym v membrané. Prekurzory

HePS jsou nésledné pienaSeny pies membranu a sestavované mimo bunku [24].

2.4 Vyznam exopolysacharidi

Ptirodni EPS z potravin produkujici BMK se vyuZivaji v potravinafském primyslu jako
ptidatné latky. Extraceluldrni polysacharidy jsou dilezité pfi vyrobé mlécnych vyrobkd,
pfedevsim jogurtl, kysanych mlék, syrt a mlécnych dezertd [31, 32], kde zvySuji viskozitu
rozmichaného koagulatu a snizuji vyluCovani syrovatky [33]. Bakterie produkujici EPS,
slizotvorné kmeny — tzv. ropy strains byly napf. pouzity ve skandinavskych zemich
k pfirozenému zahusténi mlék. Doba tvorby gelu — viskozity zavisi na schopnosti acidifi-
kace kment, zatimco pH gelu zavisi pfedevs§im na pfitomnosti exopolysacharida [34]. Po-
lotekuta struktura jogurtl je vysledkem vzniku trojrozmérné proteinové sité¢ vznikajici bé-
hem kvaSeni. Gelova konzistence jogurti vznika v souvislosti se snizenim pH
na 5,6, coz zplusobuje zmény v micelarni struktufe. Dal$i sniZeni hodnoty pH zpusobuje
¢imz je dana struktura jogurtu [35]. Kromé toho bylo zjisténo [31], Ze EPS maji antitrom-
botickou, protinddorovou nebo imunomodula¢ni aktivitu [31], maji za nasledek sniZeni

cholesterolu v krvi a posiluji kolonizaci probiotickych bakterii v travicim traktu [36].
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3 PRODUKCE UREAZY

3.1 Mocovina (urea)

Urea je kone¢ny produkt odbouravani bilkovin, pfesnéji dusiku a aminokyselin. Jedna se
o nizkomolekularni latku syntetizovanou v jatrech a vylu€ovanou pievazné ledvinami. Je
voln¢ difuzibilni pres biologické membrany a je distribuovana v celkové télesné vode. Sta-

novuje se v séru, v moci a dal$ich télesnych tekutinach [37].

Urea je diamid kyseliny uhlicité, karbamid, chemicky vzorec je NH3;CONH,. Je to bezbar-
va krystalicka latka (m. h. 60,06 g/mol, teplota tani 132,7 °C), slab& hygroskopicka, velmi
snadno rozpustnd ve vodé, bez naboje, roztoky reaguji neutralné. V silné kyselém prostiedi
se chova jako velmi slaba jednosytna baze, poskytuje tzv. soli uronia, které pii zfedéni
vodou hydrolyzuji. Ureu Ize §tépit alkalickou hydrolyzou i1 enzymaticky (uredza) za vzniku
CO; a NHs, silnymi oxidacnimi prostfedky se §t€pi na CO,, N, a H,O. Tavenim se odste-
puje NH; a vznikd biuret NH,CONHCONH, (tzv. biuretova reakce, pouzivana
k analytickému stanoveni dvou a vice peptidovych vazeb, tj. ke stanoveni peptidi
a bilkovin, m& néazev podle této slouCeniny, kterd také poskytuje pozitivni reakci

s biuretovym c¢inidlem — alkalickym roztokem Cu*) [37].

Z hlediska toxicity patii urea mezi latky velmi slabé nebezpecné (nefrotoxicka ucinnost,
celkova smrtici davka pro ¢lovéka je 100 — 1000 g), pouziva se jako diuretikum, snasi se

v davkach az n€kolik desitek gramli denn¢.

Mocovina je také nejvyznemnéjSim dusikatym hnojivem rostlin v fadé zemi (Cina, Indie,

USA) [37].

3.2 Enzym ureaza

Enzym ureaza je obecné rozSifenym enzymem u rostlin a je pfitomen u fady eukaryotic-
kych mikroorganizmii a bakterii, u vysSich zivocichli nebyla prokdzana. Enzym uredza
hraje kli¢ovou roli v katalyze rozkladu mocCoviny za vzniku oxidu uhli¢itého
a amoniaku. Ureaza je enzym, ktery vykazuje absolutni substratovou specifitu, coz zname-
nd, Ze hydrolyzuje pouze mocovinu a nereaguje s Zadnou jinou slouceninou (ani se substi-
tuovanymi moc¢ovinami nebo biuretem). Pro stanoveni aktivity enzymu byla vypracovana
fada pfimych i1 nepfimych analytickych metod. Nejbéznéjsi jsou detekce amoniaku reakci

s indofenolem, stanoveni 14 CO, a fada enzymatickych reakci spojenych se spektrofotome-
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trickym méfenim oxidace NADPH. Uredzu miizeme ziskat pfimou extrakci ze semen n¢-

kterych vyssich rostlin a takto ziskany preparat Ize pouzit k rozkladu mocoviny [38].

3.2.1 Ureazova aktivita u bakterie Streptococcus thermophilus

Produkce uredzy je bézna u bakterie Streptococcus thermophilus. Ureaza zajistuje odolnost
vici pusobeni kyseliny mlééné tim, ze zpomaluje pokles pH mléka a syri v dusledku tvor-
by amoniaku. Produkce ureazy byla neddvno u bakterie Streptococcus thermophilus po-
psdna a bylo zjisténo, Ze podobna produkce tohoto enzymu je u taxonomicky souvisejici
bakterie Streptococcus salivarius [39]. Vyrobni zavody zjistily pozitivni produkci ureazy
u pouzivanych startovacich kultur, coz je nezadouci vlastnost diky zpomalovani fermenta-

ce mléka pii vyrobé zakysanych mlécnych vyrobka [56].

3.2.2 Vliv produkce ureazy na acidifikaci

Mezi mechanismy stresové reakce hraje produkce uredzy roli v ochrané nékterych mikro-
organizmu pred Skodlivymi Uc¢inky kyselého prostfedi. Tato ochrana spoc¢iva ve zvysSeni
pH prostiedi jako disledek pfemény mocoviny na amoniak a CO, Vztah mezi aktivitou
uredzy a schopnosti ménit pH byl dokazan u Helicobacter pylori Streptococcus mutans
a Streptococcus salivarius. V ptipadé BMK pouzivanych jako startovaci kultury se ureazo-
va aktivita vyskytuje u bakterie Streptococcus thermophilus. Nicméné ureazova aktivita
negativné ovliviluje acidifikacni vlastnosti v prubchu fermentace mléka diky zménénému

pH [39].
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4 ACIDIFIKACE

4.1 Kysané mlécné vyrobky a kysaci schopnost

Od pradavna byla znama schopnost mléka zkysnout, a tak prodlouzit jeho trvanlivost. Ky-
sané mlécné vyrobky maji zna¢né nizké pH, mezi 3,0 az 4,5, vodni aktivita je kolem 0,98
a obsah zivin tvofi tuk a peptidické latky vzniklé §tépenim bilkovin. Laktoza je zkvaSena
na organické kyseliny, hlavné mlé¢nou, a nékdy dochézi i k vyvinu plynt ve formé bubli-
nek. Obsah kyseliny mlé¢né se pohybuje kolem 1 %. Vyznamna je pfitomnost vysokych
denzit kulturni mikroflory, ve které dominuji laktobacily a mlécné streptokoky. Tato mik-
rofléra je nejen technologicky vyznamna, ale chrani vyrobek pied napadenim jinou mik-
roflérou. Vyrobky dodavaji konzumentim mlécné bilkoviny v natravené, snadnéji vstieba-

telné formé a ptiznive ovliviuji jejich stievni mikrofloru [40].

MIéko urcéené pro zpracovani na kysané mlééné vyrobky nesmi obsahovat inhibi¢ni latky,
napft. antibiotika, kterd by brzdila rtst kulturni mikroflory. Zakysy, ¢ili startéry, pouzivané

v technologii, musi byt ¢isté a aktivni [40].

Zékladem technologie je pridavéani zakysu do mléka obsahujici kulturni mikrofloru. Ta se
pomnozi a svou metabolickou ¢innosti vyrazné zmeéni senzorické a jiné vlastnosti mléka.
Kritickymi body vyroby jsou Cistota zakysi, udrzovani odpovidajicich teplot a dob béhem
kysani a plnéni do oballi a lahvi. U fady vyrobka se kysani déje jiz v obalech uréenych

pro expedici a prodej [40].

Kazdy vyrobek ma obsahovat svoji charakteristickou mikrofloru. Zmény lze snadno zjistit
senzoricky, poptipadé miizeme provést mikrobiologicky rozbor. Ptitomnost kulturni mik-
roflory hodnotime jako pozitivni indikator, ktery nejen ze urcuje jakost, ale i zdravotni
nezavadnost. Salmonely jsou kulturni mikroflérou inhibovany, a proto se nevyskytuji. Ky-

selé prostiedi inhibuje 1 ostatni nezddouci mikrofléru [40].

4.2 Kyselina mlééna jako konecny produkt kvaSeni

Kyselina mlécna (kyselina 2-hydroxypropionova) (Obr. 4), je Siroce pouzivana kyselina
v potravinarském, farmaceutickém a chemickém primyslu. M4 jeden asymetricky uhliko-
vy atom, a muze se tedy vyskytovat ve dvou opticky aktivnich formach. L-mlé¢na kyselina
je pravoto¢iva a byva pritomna v mase a vnitfnostech, kde vznika pfi télesné namaze z

glykogenu. Tvofi se také pfi mlééném kvaSeni cukru, naptiklad mikroorganizmem Lacto-
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bacillus bulgaricus [41]. LevotoCiva D-mlécna kyselina vznika pti kvaseni cukru jinymi
mikroorganizmy (naptiklad: Bacterium aerogenes). Opticky inaktivni D,L-mlé¢na kyselina
(racemickd) se rovnez tvoii behem kvaseni za urCitych podminek. Technicky se ziskdva
pusobenim mikroorganizmu Lactobacuillus delbrueckii [41]. Bakteriim produkujicim ky-
selinu mlécnou se dostava v poslednich letech velké pozornosti. Zejména kviili jejich rych-
1ému ristu a vysoké schopnosti produkce této kyseliny [42].

Tato organicka kyselina je pfedev§im pouzivdna jako piirozeny konzervaéni prostfedek.
Nachazi se v potravinach, kde dochazi ke tvorbé kyseliny mlé¢né v disledku pfitomnosti
BMK. Témito potravinami napf. jsou: riizné nalozené zeleniny, kysané zeli, kysana mléka

a dalsi zakysané mlécné produkty [43].

OH
OH

Obr. 4. Strukturni vzorec kyseliny mlécné [44].

4.2.1 Vyskyt a vznik kyseliny mlé¢né

Kyselina mlé¢na je pfirozena slozka masa. Vznikd v prib&hu postmortalnich zmén. Enzy-
movou pieménou svalového glykogenu v anaerobnim prostiedi. Zdrojem pro vznik je gly-
kogen pfirozené ptitomny ve svaloving, ze kterého vzniké glukézo-6-fosfat, jenz pres fadu
meziprodukti prechazi na kyselinu pyrohroznovou redukujici se na kyselinu mlécnou.
Mnozstvi kyseliny mlécné, které se tak vytvofi, zavisi na koncentraci glykogenu, a tedy na
fyzickém stavu jatecnych zvirat tésn¢ pred pordzkou [45, 46, 47, 48]. Pfirozeny obsah ky-
seliny mlécné v mase je asi 10 g/kg. Toto mnozstvi ptispiva k chuti masa a k jeho antimik-
robialnim vlastnostem [49]. Piirozend kyselina mlé¢na se ve svaloviné vyskytuje ve formé
L(+), tj. pravotocivé, zatimco syntetickd kyselina mlé¢na obsahuje oba optické izomery, je
to tedy racemat, smés kyseliny L(+) a D(-) (Obr. 5.) Do potravin je mozné pfidavat jen jeji

prirozenou formu [45].
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Obr. 5. Optické izomery L(+) a D(-) kyseliny mlécné [50].

4.2.1.1 Fermentacni postup

Fermentace, neboli kvaseni, je proces piemény latek - obvykle sacharidii, za piisobeni mik-
roorganizmil na latky jiné. Kyselina mlé¢na vznikd v disledku metabolickych aktivit mik-
roorganizmil, v tomto piipad¢ se jedna o anaerobni proces, tedy probihajici bez piistupu
kysliku. Fermenta¢niho procesu lze pouzit i pfi vyrobé jinych organickych latek jako eta-
nol nebo kyselina octova [51].

Kyselina mlééna vyrobena biologickou cestou miize byt vysoce stereospecificka (jen
L nebo D stereoizomer). Zalezi na tom, jaky vychozi material a ktera kultura mikroorgani-
zmi se pouzije pro kvaseni [50].

Pti fermentaci je nezbytné dodrzovat spravnou teplotu a pH prostfedi, dodavat bakteriim
ziviny a zamezit ptistupu vzduchu. Existuje mnoho druhii bakterii, liSicich se podminkami,
které pii rozkladu pozaduji. Nékteré jsou velmi nachylné k jejich zménam, jiné zase odol-
n¢jsi. Také druh rozkladaného materidlu (sacharidu) je dulezity, protoze kazdy druh bakte-

rie dokaze $tépit jen urcité latky [50].
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5 REZISTENCE VUCI ANTIBIOTIKUM

5.1 Antibiotika

Antibiotika jsou latky mikrobialniho ptivodu, které ve velkém ziedéni maji schopnost za-
stavovat ruast, pfipadné inaktivovat bakterie a jiné mikroorganizmy. VétSina pouzivanych
antibiotik ptsobi pfevazné na bakterie a vétSina produkénich organizmi patii mezi plisné

a aktinomycety [52].

Od vyroby prvnich nékolika malo desitek mg necistého penicilinu v r. 1940 az dodnes, kdy
vyroba antibiotik pfesahuje tisic tun ro¢né, uplynulo nékolik desitek let. Ve vyrobé
a vyzkumu antibiotik se jiz dosahlo urcité hranice, za kterou bude dal$i rozvoj pomalejsi.
Dosud je znamo n¢kolik set antibiotik a pro praktické pouziti se jich vyrabi ve vétSich

mnozstvich okolo 30 [52].

Antibiotika maji velky vyznam ve zdravotnictvi, veterinafstvi, v zeméd¢€lstvi, potravinai-
stvi, ale i v technice. V samotném mikrobiologickém primyslu znamenaji vznik nové
submerzni technologie fermentace a uskute¢néni nékterych izola¢nich metod, které byly
predtim znamé pouze v laboratofich. S rozvojem vyroby antibiotik je spojeny i rozvoj bio-

inzenyrstvi [52].

V soucasné dob¢ existuje na trhu asi 150 druh@ antibiotik. Vzhledem k pozadavkim kont-
rolnich ufadu 1é¢iv, vysokym nékladiim na vyvoj a vyrobu jsou ceny nékterych antibiotik
velmi vysoké a nové preparaty mohou zavadet jen finanéné nejsilngjsi spolecnosti. Lze

fici, ze mnohdy lze stejného 1é¢ebného efektu dosahnout i levnéj$im preparatem [52].

Ne kazda latka s antimikrobnim ucinkem se mize pouzivat jako 1ék. Prvnim pochopitel-
nym pozadavkem na antibiotikum je, Ze nesmi poSkozovat eukaryotni buiiky. Musi tedy
splinovat pozadavek selektivni toxicity, pficemz ucinek na eukaryotni buiikky musi byt za-
nedbatelny, nebo, nejlépe, zadny. Piesné vzato, Zadné antibiotikum neni pro makroorgani-
zmus zcela neskodné, nebot’ neni télu vlastni. Dal$im pozadavkem je, aby ucinkovalo
v nizkych koncentracich, fddové v mg/l, a aby téchto hladin dosahovalo pfiméiené brzy.
Existuje fada dalsich, velmi pfisnych farmakologickych pozadavkil. Antibiotika jsou nej-
Castéji produkty plidnich mikroorganizmii. Svym selektivnim uc¢inkem jsou nastrojem pie-
zivani druhu v dané ekologické oblasti. Produkujici druhy jsou chranény pted jejich ucin-

kem produkci enzymti, které antibiotika $tépi [53].
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5.1.1 Déleni antibiotik

Antibiotika je mozné rozdélit podle vice hledisek. Podle spektra u€inku vi¢i mikroorgani-
zmim se dé€li na antibiotika s uzkym a Sirokym spektrem a dale na antibakteridlni, antifun-
galni, antiprotozoalni a cytostatickéd antibiotika. Dal$i déleni je podle mechanizmu tG¢inku
(podle toho, zda inhibuji syntézu bunécné stény, proteosyntézu, syntézu nukleovych kyse-
lin aj.), podle producentt (plisnove, bakterialni, z aktinomycet

a z jinych organizmtl), podle pouziti a také podle chemického sloZeni [52].

5.1.2 Uctinek antibiotik

Utinek latky difundujici do agaru kolem nahodné vyrostlé kolonie plisné Penicillium nota-
tum na kolonie stafylokokt popsal Alexander Flemming ve dvacatych letech. Az dodnes se

na tomto principu oziejmuje antimikrobidlni aktivita latek.

Naockuji-li se bakterie do tekuté pudy, rlst se projevi zdkalem. Za ptitomnosti antibiotika
se pii vhodné vysoké koncentraci pida nezakali. Vyockuje-li se nezakalena ptida na agar,
pii pouhém bakteriostatickém tc¢inku vyrostou na agaru bez antibiotika kolonie. Pti bakte-
ricidnim G¢inku jsou piivodné do pidy vnesené bakterie usmrceny a kolonie na agaru jiz

nevyrostou.

Orientacné lze ucinek antibiotika na bakterie a jeho miru sledovat na agarové plotné. Disk
nasyceny roztokem antibiotika o vhodné koncentraci se polozi na plotnu, na niz jsou husté
naockovany bakterie. Plotna se inkubuje v termostatu. Antibiotikum difunduje radidlné¢ do
agarového gelu. Na zivné pidé vyrostou kolonie vSude, kde neni antibiotikum v inhibi¢ni
koncentraci. Tak se v urc¢ité vzdalenosti od okraje disku vytvoii inhibi¢ni zéna. Primér
zony zavisi 1 na citlivosti testovaného kmene. Zavisi vSak i na difuzi antibiotika a na husto-
té inokula. Difuze z&visi na molekulové hmotnosti a na elektrickém naboji antibiotika, na
koncentraci, viskozité a kvalité agaru, na teplot¢ inkubace a dalSich okolnostech. Pouze pfi

standardizaci vSech faktor( l1ze usuzovat na stupen citlivosti mikroba [53].

Podle priméru zén se s pouzitim standardniho kmene se zndmou citlivosti urcuje koncent-

race antibiotik v roztocich, v séru a télesnych tekutinach [53].

Na agarové plotné lze také demonstrovat vzajemné ovlivnéni u¢inku dvou antibiotik. Ugi-
nek antibiotik v kombinaci mize byt synergicky nebo antagonicky. Teoreticky vyznam

kombinace antibiotik je zfejmy, kombinace se v terapii podavad zejména s cilem rozsifeni
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spektra u¢innosti 1écby a dosazeni baktericidniho U¢inku. Pro aplikaci je vSak nutno mit

na zfeteli 1 mechanizmus uc¢inku a farmakologické vlastnosti antibiotika [53].

5.1.3 Postantibioticky tc¢inek

Po odstranéni mikroba z prostiedi, kde jeho rist byl potlacen, pokracuje jesté Castecny
inhibi¢ni ucinek i bez pfitomnosti antibiotika. Tento jev se nazyva postantibioticky ucinek.
U grampozitivnich koktli Ize tento uinek pozorovat in vitro u vSech antibiotik vcetné
B-laktamil, zatimco u gramnegativnich bakterii u B-laktami, s vyjimkou karbapenemil,
dany jev nenastava. Postantibioticky efekt trva riizné dlouho, vétSinou od 120 minut do
péti hodin. Doba zavisi na mikrobidlnim druhu, na druhu antibiotika, na jeho koncentraci
a délce ptfedchozi expozice. Nastdva jen po predchozi expozici antibiotiku v minimalni
inhibi¢ni koncentraci a vyssi. Je doprovazen prodlouzenim generaéni doby, strukturalnimi
cytologickymi zménami a sniZenim biochemické aktivity. Definuje se jako ¢as potfebny
k desetindsobnému vzristu poctu bunék po odecteni doby nutné stejnému vzristu
v kontrolni kultufe. Lze ho prokézat také in vivo s vyjimkou penicilinii u streptokokt
a imipenemu u Pseudomonas aeruginosa. Lze ptedpokladat ptiznivy Gcinek v 1é¢be pii

prechodném snizeni ucinné koncentrace [53].

5.1.4 Produkujici kmeny

Produkujici kmeny ziskavame tzv. screeningem z ptirody a dal$im Slechténim. Screening
ptedpokladé izolaci az tisicti kmenti mikroorganizmili. Mikroorganizmy, které produkuji
ucinné latky se naockuji na tekutou ptidu a pomoci vhodnych testovacich kultur (napt. pro
cytostatickd antibiotika je mozné pouzit specifické mutanty anebo lyzogenni kultury)
a chromatografickych metod se zjisti spektrum tuc¢inku antibiotik a potom s urcitou pravde-

podobnosti se mlize posoudit, zda kmen produkuje jiz znamé latky [52].

5.1.5 Pouziti antibiotik

Prevazna vétsina antibiotik se pouziva v mediciné na léceni infekcénich chorob, protoze
antibiotika v nizkych koncentracich u¢inné potlacuji riist mikroorganizmu, pficemz nepo-

Skozuji makroorganizmus [52].
Zakladni pozadavky pro chemoterapeutické latky jsou tyto [52]:
1) vysoké tcinnost, tj. nizka mikrobicidni a mikrobistaticka koncentrace,

2) ucinnost se nema snizovat té¢lesnymi tekutinami,
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3) latka ma mit rychly Gc¢inek a nema vyvolavat rychlejsi vznik rezistence mikroorga-

nizm, jako potlaceni jejich rastu,

4) nema byt toxické akutné€ ani chronicky,

5) nema rusit tvorbu protilatek, ani fagocytozu,

6) nema inhibovat regeneraci tkani.

Z praktického hlediska je mozné jest¢ dodat dva dalsi pozadavky: €inna latka by se méla

jednoduse aplikovat a levné vyrabét. Ani jedno antibiotikum neni z téchto hledisek idealni,

a proto musi pokracovat intenzivni vyzkum novych antibiotik a chemoterapeutik na celém

svéte [52]:

a)

b)

Lékarské pouziti. Podle toho, zda antibiotikum ptlisobi na urcité skupiny mi-

kroorganizmli a nebo na mikroorganizmy taxonomicky pomérné odlisné,
hovotime o antibiotikach s izkym a se Sirokym spektrem uc¢inku. Doted’
pouzivana antibiotika ucinkuji pfevazné na bakterie, zvlasté na grampozi-
tivni. Mén¢ antibiotik se mtze pouzivat na 1é€eni houbovych (kvasinkovych
a plisiiovych) infekci a kromé nékterych velkych viri zatim nepoznané lat-
ky, pouzitelné na léceni virovych infekci. Pomérné malo antibiotik potlaci i
prvoky. N¢kterd antibiotika se pouzivaji na docasné potlaceni rozvoje rako-

viny.

V lékatské praxi se nejCastéji pouzivaji peniciliny, streptomyciny, tetra-
cyklinova antibiotika, chloramfenikol, polypeptidickd antibiotika (bacitra-
cin, polymyxin), erytromycin, v men$sim mnozstvi i antifungéalni antibiotika
(grizeofulvin). Casto se kombinuji i s chemoterapeutiky, piipadné se st¥ida-
ji. I ptes velky uspéch 1écby antibiotiky se vyskytuji negativni jevy. V prvni
fadé je to vznik rezistentnich forem mikroorganizmd, které nabyvaji schop-
nost odolavat uc¢inku antibiotika. Toto je hlavni divod, pro¢ 1ékati nabadaji
k velké opatrnosti pfi mimolécebném pouziti antibiotik (jako ptidavky do

krmiva a na prodlouZeni skladovatelnosti potravin).

Pouziti antibiotik v zemédelstvi. Kromé vyuziti antibiotik ve veterindrnim

1ékatstvi se postupné zavadi i jejich aplikace ve fytopatologii. Potlacuji pre-
devsim houbové infekce rostlin. Nejvice se pouzivaji jako ptidavky do kr-

miv a to hlavné tetracyklinov4 antibiotika, penicilin a bacitracin.
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c) Pouziti antibiotik v potravinarstvi. V potravinafstvi se antibiotika, pfede-

v8im tetracykliny, pouzivaji na prodlouzeni skladovatelnosti masa, ryb
a masovych vyrobkd, popt. i mléka, ale ve vetSing statil se toto pouziti anti-

biotik zakazuje [52].

5.2 Odolnost vii¢i antibiotikiim bakterie Streptococcus thermophilus

Je mnoho druhi tfadicich se do rodu Streptococcus, ale pouze Streptococcus thermophilus
je technologicky vyznamny. Nicméné je malo dostupnych informaci o antibiotické re-
zistenci tohoto druhu. Streptococcus thermophilus je obvykle citlivy vic¢i chloramfenikolu,
tetracyklinu, erytromycinu a ciprofloxacinu. Naproti tomu ma stfedni az vysokou rezistenci

k aminoglykozidim — gentamicinu, kanamycinu a streptomycinu [54].

5.3 Jednotliva antibiotika

Ptehled jednotlivych antibiotik je uveden v Tab. 1.

5.3.1 Peniciliny

Ptirozeny penicilin reprezentovany penicilinem G, je €¢inny na pyogenni koky, anaerobni
bakterie s vyjimkou Bacteroides fragilis, na Treponema pallidum a aktinomycety. Nevy-

hodou je citlivost k B-laktamazam [53].

Peniciliny rezistentni k B-laktamazam, meticilin a oxacilin se uzivaji zejména k 1é¢b¢ in-
fekci stafylokoky, jez produkuji penicilindzu. Takovych kmenti je dnes vétSina.

wevr

farmakologické vlastnosti, hlavné vsSak S$ir§i spektrum Uc¢innosti. Skupina penicilint
s roz8ifenym spektrem Uc¢innosti zahrnuje dle struktury aminopeniciliny, ureidopeniciliny

a karboxypeniciliny.

Semisyntetické aminopeniciliny, oznacované jako peniciliny druhé generace, ampicilin
a amoxicilin, jsou jiz u¢inné na enterokoky, hemofily, listerie a n€¢které fermentujici gram-
negativni tyCinky (Escherichia coli, Proteus mirabilis, salmonely a shigelly). Jsou vSak
citlivé k B-laktamazam, které se ptirozen¢ vyskytuji u nékterych druhii gramnegativnich

ty¢inek. Neucinkuji na Pseudomonas aeruginosa [53].

Proto byla vyvinuta skupina karboxypenicilintl, carbenicilin a tikarcilin, které uc¢inkuji pro-

ti vétSiné kmenti Pseudomonas aeruginosa i1 Proteus mirabilis. Oznacuji se také jako pro-
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tipseudomonadové peniciliny nebo peniciliny tfeti generace. Dnes se uziva jen ticarcilin, a
to vyhradné pii pseudomonadovych infekcich, velmi casto v synergické kombinaci

s aminoglykosidy.

Ctvrtad generace penicilint, ureidopeniciliny, zahrnuje azlocilin, mezlocilin a piperacilin.
V principu se u¢inkem podobaji tikarcilinu, jsou in vitro 0¢innéjsi u vétsiho poctu kmeni
pseudomonad, u skupiny Enterobacteriaceae, a citliva je 1 vétSina klebsiel a anaerobni

Bacteroides fragilis. Pti 16cbé se vSak vyssi u€innost této skupiny nepotvrdila [53].

5.3.2 Streptomycin

Streptomycin chemicky patii mezi oligosacharidové derivaty. Jeho molekulu tvofi tii za-
kladni slozky: inozitovy derivat, streptidin, streptdza a n-methyl-L-glukézamin. Disacharid
z dvou poslednich se nazyva streptobidzamin. Kromé tohoto streptomycinu, nazyvaného,
streptomycin A, biosynteticky vznikaji 1 jiné streptomyciny: Streptomycin B je manozido-
streptomycin. Streptomycin C ma zase hydroxylovou methylskupinu streptdzy. Jestlize
redukujeme streptomycin A vodikem katalyticky, dostdvame dihydrostreptomycin, ve kte-

rém je aldehydicka skupina streptdzy zredukované na alkoholovou. [52].

Streptomycin se vyrabi pomoci kultur Streptomyces griseus na pudach s glukoézou (2,5 %),
s6jovou mouckou (4 %), suchymi lihovarskymi vypalky (0,5 %), s obsahem 0,25 % NaCl.
Hodnota pH pudy pied sterilizaci je 7,3 az 7,5, fermentacni teplota je 24 az 30 °C, optimal-
ni pH pfi fermentaci je 7,6 az 8,0. Potiebné je zabezpecit dostatecné vétrani
a provzdusiovani. V prvnich stadiich fermentace vznika streptomycin B, ktery mé pouze
asi jednu pétinu ucinku streptomycinu A, a proto je nezadoucim produktem. Béhem fer-
mentace vSak koncentrace tohoto streptomycinu B klesa, a proto se predpoklada, ze by
mohl byt poslednim meziproduktem biosyntézy streptomycinu. Po ukonceni fermentace
(asi 100 hodin) se puda okyseli na pH 2, mycelium se odfiltruje, filtrat se zneutralizuje a po
dalsi filtraci se streptomycin zachyti na karboxylovém ionexu. Z n¢ho se eluuje ziedénou
kyselinou, adsorpce a eluce se opakuje a po zahusténi ve vakuu se z roztoku vysrazi strep-
tomycin ptidavkem nadbytku methanolu. Takovy zptsob izolace a ¢isténi je podminény 1

charakterem streptomycinu (trojsytna organicka zasada) [52].

5.3.3 Tetracykliny

Sirokospektra bakteriostaticka antibiotika oxytetracyklin, chlortetracyklin, doxycyklin

a minocyklin maji shodnou aktivitu. /n vitro U€inkuji na grampozitivni i gramnegativni
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bakterie. Pouhy bakteriostaticky ucinek je vSak nevyhodou, proto je jejich pouziti omeze-
no. Vyuziva se citlivosti brucel, rickettsii, chlamydii, Mycoplasma pneumoniae, aktinomy-

cet [53].

5.3.4 Polypeptidy

Kolistin, pfipadné polymyxin B, byly vyhrazeny pro 1é¢bu infekci Pseudomonas aerugino-
sa, ktera je k t€émto antibiotikim piirozené citliva. Pfirozené rezistentni jsou Proteus a Ser-

ratia [53].

5.3.5 Chloramfenikol, rifampicin

Chloramfenikol, rifampicin jsou nezatfazena antibiotika. Chloramfenikol je Sirokospektré
bakteriostatické antibiotikum. Uziva se cilené k 1€¢b¢ rickettsioz a btiSniho tyfu, pii zanétu
mozkovych blan a smiSenych bakteridlnich infekcich a jako rezervni antibiotikum pro he-

mofilové infekce. Lze vyuzit jeho aktivity na bakteroidy véetné Bacteroides fragilis[53].
5.3.6 Fluorochinolony

Fluorochinolony jsou chemoterapeutika s ptiznivymi antimikrobialnimi
a farmakologickymi vlastnostmi. Byly jich vyvinuty vice nez dvé desitky, ale jen nckteré

jsou uzivany: kromé jinych ciprofloxacin, ofloxacin, norfloxacin [53].

5.3.7 Sulfonamidy

Uginkuji na nékteré gramnegativni ty¢inky (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae), na
Streptococcus pyogenes, Nocardia asteroides, Chlamysdia pneumoniae a na parazita To-

xoplasma gondii [53].

5.3.8 Antimykotika

Pouzivaji se pii 1é€bé u nds nejcastéjSich infekci vyvolanych kandidami, Cryptococcus
neoformans, pii aspergilozach a infekcich dermatofyty. Antimykotickd terapeutika jsou
amphotericin B, flucytosin a azoly — flukonazol, ketokonazol a itrakonazol. Terapeutické

uziti se tidi farmakologickymi vlastnostmi a preferen¢nim specifickym uc¢inkem [53].
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II. PRAKTICKA CAST
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6 CILPRACE

Cilem této diplomové prace bylo studium vybranych vlastnosti kment bakterie Strepto-
coccus thermophilus. Mezi tyto vybrané vlastnosti pattily produkce exopolysacharidi,

produkce enzymu ureaza, schopnost acidifikace a rezistence vici antibiotikiim.
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7 MATERIAL

7.1 Pouzité mikroorganizmy

Kmeny ziskané z Ceské sbirky mlékaiskych mikroorganizmti (Czech Collection of Dairy

Microorganisms CCDM), VUM, Tébor:

v’ Streptococcus thermophilus CCDM 7
v’ Streptococcus thermophilus CCDM 45

V' Streptococcus thermophilus CCDM 55

<\

Streptococcus thermophilus CCDM 69

Streptococcus thermophilus CCDM 70

AN

Streptococcus thermophilus CCDM 126

\

Streptococcus thermophilus CCDM 128

<\

Streptococcus thermophilus CCDM 129

Streptococcus thermophilus CCDM 130

AN

Streptococcus thermophilus CCDM 131

\

Streptococcus thermophilus CCDM 224

Kmeny ziskané z Ceské sbirky mikroorganizmii (Czech Collection of Microorganisms

CCM), Brno :

V' Streptococcus thermophilus CCM 4757
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7.2 Kultivaéni média a roztoky

Mnozstvi jednotlivych slozek potiebnych k piipravé uvedenych kultiva¢nich médii je pre-
pocteno na 1 litr destilované vody. Média byla pfipravena rozpusténim danych slozek

v destilované vodé a naslednou sterilizaci v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.

v" M17 bujon:
3921 ¢g M17 Broth (Oxoid Ltd., Velka Britanie)
100 ml 10% glukoza (Lachema a.s., Ceska republika)
52 ml 10% laktéza (Lachema a.s., Ceska republika)
v’ M17 agar:
3921 ¢ M17 Broth (Oxoid Ltd., Velka Britanie)
15¢g agar (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie)
100 ml 10% glukéza (Lachema a.s., Ceska republika)
52 ml 10% laktoza (Lachema a.s., Ceska republika)

v’ Agarové Zivné médium s rutheinovou ¢erveni:

5¢g kvasni¢ny extrakt (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie)
100 g susené odstiedéné mléko (Promil a.s., Ceska republika)
10g sachardza (Lachema a.s., Ceska republika)

I5¢g agar (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie)

0,08 g rutheinova cerven (Sigma-Aldrich, USA)

v' Tekuté médium pro uredzovou aktivitu:
roztok A:

2g urea (Sigma-Aldrich, USA)
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2 ml ethanol (Ing. Petr Lukes, Ceska republika)

4 ml sterilni destilovana voda

roztok B:

lg KH,PO, (Ing. Petr Lukes, Ceska republika)

lg K,HPO, (Ing. Petr Lukes, Ceska republika)

5¢g NaCl (Ing. Petr Lukes, Ceska republika)

20 pg/ml fenolové Gerveni (Lachema a.s., Ceska republika)

v Fyziologicky roztok:

85¢g NaCl (Ing. Petr Lukes, Ceska republika)

7.2.1 Roztoky pro agardézovou gelovou elektroforézu

v" TAE pufr (Tris-acetatovy pufr):

121g TRISMA-base (Sigma, USA)
50 ml 0,5 M EDTA (pH 8, Lach. — Ner. s.r.o., Ceska republika)
28,55 ml ledova kyselina octova (Lachema a.s., Ceska republika)

Jednotlivé slozky byly doplnény destilovanou vodou do 0,5 1 a roztok byl vysterilizovan

pti 121 °C 15 minut.

v Nanaseci pufr:

10 mg bromfenolova modit (SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko)
600 pl 10% SDS (SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko)
1,2 ml glycerol (PENTA, Ing, Petr Svec, Ceska republika)

Vse bylo doplnéno do 10 ml destilovanou vodou.
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V' Agarozovy gel (1,5%)

3g agardza pro elektroforézu DNA (SeaKem, USA)
200 ml 1x koncentrovany TAE pufr

v Ethidiumbromid (10 mg/ml, SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko)

7.3 Komponenty pro PCR

v" dNTP smés (10 mM, PCR dNTP mix, Top-Bio s.r.o., Ceska republika)
Taq DNA polymeraza (5000 U/ml, Biolabs, Velka Britanie)
v Reakéni pufr (10x koncetrovany, Thermopol Buffer B9004S, Biolabs, Velka Brita-

<

nie)

v' MgCl, (10 mM, Top-Bio s.r.o., Ceska republika)

v’ primery viz. Tab. 2.

Tab. 2. Oligonukleotidy primerii aplikovanych k urceni pritomnosti eps genui.

Sekvence nukleotidii (5°-3") Reference

TCATTTTATTCGTAAAACCTCAATTGAYGARY
TNCC

AATATTATTACGACCTSWNAYYTGCCA

TAGTGACAACGGTTGTACTG
GATCATTATGGACTGTCAC
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7.4 Pouzita antibiotika

v

v
v

\

Ampicilin A"
Clindamycin CD?
Erythromycin E’
Gentamicin G'*
Streptomycin S'°

Tetracyklin T'

(HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie)
(HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie)
(HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie)
(HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie)
(HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie)

(HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie)
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7.5 Pristroje a pomiicky

v

v

Bézné laboratorni sklo a mikrobiologické vybaveni

Biohazard box EUROFLOW EEF/S, Clean Air, Holandsko

Centrifuga laboratorni - chlazend Z 300 K, HERMLE, Labortechnik, Némecko
Fotoaparat PANASONIC LS80, Japonsko

Fotoaparat PowerShot G6 Canon, Japonsko

Denzitometr DENZI-LA-METER, EMO Ceska republika

Inkubator mikrobiologicky Memmert, Némecko

Mikropipety: Nichipet (Japonsko), Hirschmann Laborgerate (Némecko), Eppendorf
Mikrovlnna trouba Electrolux EMM 2005, Svédsko

Parni sterilizator VARIOKLAYV 758, 135S, H+P Labortechnik, Némecko

pH metr HANNA pH 211 Fisher Scientific, spol. s r.0., Ceska republika

Predvazky KERN 440-47N (Max 2000 g, d = 0,1 g), Némecko

Reseach (Fisher Scientific, Velka Britanie), BioHit (Fisher Scientific, Velka Britanie)
Stomacher, Seward, Velka Britanie

Termoblok Bio TDB-100, Biotech, Ceské republika

Termocykler DNA Engine, Biotech, Ceska republika

Termostat BT120, Ceska republika

Transiluminator Biotech (dokumentaéni systém pro elektroforézu), Ceska republika
Vortex Heidolph REAX top, Némecko

Zatizeni pro elektroforézu model B1A, OWL Separation Systems, Inc., USA

Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Major Science MP-300N, Taiwan
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8§ METODY

8.1 Metody stanoveni exopolysacharidii

8.1.1 Plotnova metoda s ruteinovou ¢erveni pro stanoveni produkce exopolysacha-

ridi [56]

1) Bylo pfipraveno zivné médium navazenim jednotlivych komponent, uvedenych

v kapitole 7.2.

2) Jednotlivé slozky, uvedené v kapitole 7.2. byly smichany s destilovanou vodou

a Zivna pida byla vystrerilizovana v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.

3) Po sterilizaci bylo zivné médium rozlito do sterilnich Petriho misek a po utuhnuti

a predsuseni byly na povrch této zivné piidy nao¢kovany jednotlivé kmeny Strepto-

coccus thermophilus.

4) Naockované Petriho misky byly inkubovany pii 37 °C po dobu 24 hodin.

5) Po této dobé byla hodnocena produkce exopolysacharidii dle barvy kolonii - riizové

az bilé zbarveni — slizotvorné kmeny, ¢ervené zbarveni — negativni produkce exo-

polysacharidi

8.1.2 Stanoveni exopolysacharidi metodou PCR

PCR reakéni smés:

v

AN

\

17,3 ul
0,5 mM
0,8 ul
2,5 mM
2,5ul
1U

2ul

destilovana voda

dNTP mix (Top-Bio, Ceska republika)
kazdého primeru

MgCl, (Top-Bio, Ceska republika)
rekéni pufr (NEB BioLabs, USA)

Taq polymeraza (NEB BioLabs, USA)

bakterialni DNA
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PCR program pro primery epsD/Ef,r:
1) 1 cyklus 94 °C — 5 min,
2) Scykli 94 °C—-30s, 62 °C —30s, 72 °C — 30s,
3) 40 cykli 94 °C—-30s,52°C—-30s, 72 °C —30s,

4y 1 cyklus 72 °C — 5 min.

PCR program pro primery epsAf,r
1) 1 cyklus 94 °C — 5 min,
2) 35cykli 94 °C—15s,40 °C—30s, 72 °C — 1 min,

3) 1 cyklus 72 °C — 5 min.

Priprava agarézového gelu (1,5%)

2) Bylo navéazeno 3 g agarozy a ptidano 200 ml 1x koncentrované¢ho TAE pufru.

3) Smés byla rozvatena v mikrovinné troub¢.

4) Po zchlazeni na 45 °C byly ptidany 3 pl ethidiumbromidu (EtBr).

5) Takto ptipraveny agarozovy gel byl nalit do pfedem nachystané formy s hiebinkem
a nechal se zatuhnout ve vodorovné poloze pii laboratorni teploté.

6) Po zatuhnuti byl hfebinek opatrné odstranén.

Elektroforéza:

1) Piipraveny gel byl vloZen do elektroforetické vany a zalit 1x TAE pufrem tak, aby
byl
cely gel ponoften.

2) Do prvni jamky gelu bylo naneseno 15 pl 100 bp DNA markeru.

3) Do ostatnich jamek bylo nanaseno 12 pl vzorku smichaného s 3 pl nanaseciho puf-
ru.

4) Elektroforeticka vana byla pfipojena ke zdroji elektrického napéti a elektroforéza

byla spusténa.
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Vizualizace DNA:

1) Po probéhnuti elektroforézy byl gel vyjmut z elektroforetické vany a umistén na
transiluminator.

2) Transiluminator byl spustén a gel se prohlizel v UV svétle pies plexisklo.

3) Pro dokumentaci byl gel vyfotografovan.

4) Molekulové hmotnosti bandii DNA byly vypoc€itdny programem UltraQuant
(Ultra.Lum, USA).

8.2 Dukaz produkce ureazy

8.2.1 Metoda dle Lanyi [56]

1) Smichanim ptfedepsanych slozek, uvedenych v kapitole 7.2. byly pfipraveny rozto-

ky A a B.

2) Roztoky A a B byly smichany v poméru 1:19 a vzniklé médium bylo rozpipetovano

do zkumavek po 5 ml.

3) Po pfipravé média byla nabrana plna sterilni o¢kovaci klicka Cerstvé narostené kul-

tury, kterd byla rozsuspendovana v daném médiu.
4) Poté probéhla inkubace 1 — 2 hodiny pii 37 °C.

5) Poté byla pozorovana zména barvy média z oranzové na Cervenofialovou, coz znaci

pozitivni reakci produkce ureazy danym kmenem.

8.3 Acidifikacni aktivita

8.3.1 Metoda dle Lombardi a kol. [57]

1) Do 10 ml sterilniho odstfedéného mléka bylo inokulovdno 2% inokulum cerstve

narostenych kultur v bujonu M17.

2) Zkumavky byly po zaoc¢kovani inkubovany pti 37 °C do vzniku koagulace.
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3)

4)

5)

6)

Do sterilnich infuznich lahvi bylo odméfeno 50 ml sterilniho obnoveného odstred¢-
n¢ho mléka, kdy jedna sada lahvi byla s ptidavkem 10% kvasni¢ného extraktu

a druha bez ptidavku.

Do nachystanych infuznich lahvi s mlékem bylo naoc¢kovano diive ziskané inoku-
lum (1 %).

Po zaockovani bylo ihned zméteno pH v jednotlivych lahvich a dale bylo pH méie-
no po 3, 6 a 24 hodinach inkubace pii 37 °C.

Hodnoty byly zapisovany do tabulky a zprimérované hodnoty byly vyjadfeny jako
pokles pH a vypocteny jako diference mezi okamzitou hodnotou po inokulaci

a hodnotou po 3, 6 a 24 hodinach.

8.4 Dukaz rezistence vuci antibiotikum

8.4.1 Diskovy difuzni test

1)

2)

3)

4)

5)
6)

Bakterie byly naockovany do tekuté zivné puidy M17 a inkubovany pii 37 °C
po dobu 24 hodin.

Poté byla z tekuté kultury pfipravena suspenze o 2. stupni McFarlandovy zékalové

stupnice.

0,5 ml ptipravené suspenze bylo o¢kovano roztérem na Zivnou pidu M17.

Po vsaknuti suspenze byly na povrch pudy kladeny antibiotické disky pomoci ste-
rilni injek¢ni jehly.

Misky byly inkubovany pii 37 °C po dobu 2 dni.

Po této dob¢ byly zhodnoceny inhibi¢ni zony.
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9 VYSLEDKY A DISKUZE

9.1 Produkce exopolysacharidua

9.1.1 Plotnova metoda s ruteinovou ¢erveni

Cilem této metody bylo zjistit, zda vybrané kmeny bakterie Streptococcus thermophilus
uvedené v kapitole 5 produkuji nebo neprodukuji exopolysacharidy. Zminéna plotnova
metoda je zalozend na skuteCnosti, Ze ruteinovd ¢erveil ma schopnost obarvit bunéénou
sténu neslizotvornych kmeni (tzv. ,,non-ropy strains®). Neslizotvorné kmeny pak na pfi-
sluSném agaru vytvaieji Cervené kolonie. Naopak ruteinovd Cervenn neobarvi bunécnou
sténu kment produkujicich sliz (tzv. ,,ropy strains®). Tudiz slizotvorné kmeny rostou na

tomto agaru v podobé¢ bilych, popt. rizovych kolonii.

Vzhled kolonii pozorovany u jednotlivych kmenti streptokoki po kultivaci na agaru

s ruteinovou Cerveni je uveden v Tab. 3.
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Tab. 3. Vzhled kolonii jednotlivych kmenii Streptococcus thermophilus po kultivaci na aga-

ru s ruteinovou cerveni.

CISLO KMENE POPIS KOLONII

CCDM 7 bilé aZ rizové kolonie, bily podklad

CCDM 45 naruzovélé kolonie, bily podklad

CCDM 55 bilé kolonie, bily podklad

CCDM 69 rizové kolonie, bily podklad

CCDM 70 bilé kolonie, bily podklad

CCDM 126 naruzovélé kolonie, bily podklad

CCDM 128 bilé aZ riizové kolonie, bily podklad

CCDM 129 rizové kolonie, bily podklad

CCDM 130 ruzové kolonie, bily podklad

CCDM 131 rizové kolonie, bily podklad

CCDM 224 ruzové kolonie, bily podklad

CCDM 4757 ruzové kolonie, bily podklad

Z uvedenych vysledkt vyplyva, ze kmeny CCDM 7, 45, 55, 69, 70, 126, 128, 129, 130,
131, 224 1 CCM 4757 produkuji exopolysacharidy, protoZe u téchto kmenii bylo pozorova-
no bilé az rizové zbarveni kolonii. viz. Obr. 6 a 7. Vysledky mlizeme porovnat s vysledky
studie podle autord Mory D. a kol., ktefi dokazali produkci exopolysacharidii u 22 kmenti

z celkovych 44. [56].
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Obr. 6. Vzhled kolonii produkce exopolysacharidii kmene CCDM 224.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 48

Obr. 7. Vzhled kolonii produkce exopolysacharidit kmene CCM 4757.

9.1.2 Stanoveni exopolysacharidi metodou PCR

Bakteridlni DNA byla ztekutych kultur izolovdna modifikovanou metodou Gravese
a Swaminathana. Cistd DNA byla uchovdna v TE pufru PCR reakce byla provedena
na pristroji DNA Engine® Peltier Thermal Cycler PTC-200. Pfitomnost eps genli u kmenti
Streptococcus thermophilus byla ovéfena vyuzitim dvou part (epsD/Ef/epsD/Er,
epsAf/epsAr) komeréné syntetizovanych primeri,, navrzenych dle Mozzi a kol. [27]

viz. Tab. 2.

Pfitomnost eps geni u kment Streptococcus thermophilus byla ovéfena vyuzitim dvou
part primert (epsD/Ef/epsD/Er, epsAf/epsAr). Sada primeri epsD/Ef/epsD/Er umoziiuje
zjistit pfitomnost genu pro glykozyl-1-fosfattransferazu, coz je enzym zahrnuty do sesku-
povani opakujicich se jednotek heteropolysacharidi. Zatimco geny pro regulaci produkce

exopolysacharidl je mozné detekovat sadou primeri epsAf/epsAr [27, 28]. Velikosti PCR
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produktt byly stanoveny dle genti epsD/E (200 bp) a epsA (800 bp). Jak pro gen epsD/E,
tak pro gen epsA byly specifické PCR produkty zaznamenany u v§ech kmenti zkoumanych
streptokokt (Obr. 8., Obr. 9.). Uvedené vysledky lze srovnat s praci Mozzi a kol. [27], kde
byla zaznamendna pfitomnost gend pro glykozyltransferdzu (epsD/E) u 40 ze 42 kmeni
a pro regulaci produkce exopolysacharidi (epsA) u vSech testovanych kment Strepto-
coccus thermophilus. Dale v praci Meulena a kol. [58] bylo zjisténo, ze 75 ze 174 kment
bakterii mlé¢ného kvaseni mélo 1 nebo vice gent kodujicich enzymy ucastnici
se biosyntézy heteropolysacharidii. Ze zminénych 75 kmend obsahovalo gen epsA 15
kment a gen epsD/E 28 kmeni. Aplikace riznych sad eps primerti by mohla byt rychlym
zpusobem k odhaleni kmenti produkujicich heteropolysacharidy [58].

1517 bp
—_

S00bp .

200bp .

M12 345678 9101112

Obr. 8. Amplifikace sekvence epsD/E genu. M-100 bp
DNA marker molekularni hmotnosti, 1-CCDM 7, 2-
CCDM 45, 3-CCDM 55, 4-CCDM 69, 5-CCDM 70,
6-CCDM 126, 7-CCDM 128, 8-CCDM 129, 9-CCDM
130, 10-CCDM 131, 11-CCDM 224, 12-CCM 4757.
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1517 bp

SO0 bp

‘&—- e e—T L

200 by

200 bp
-

gy 0 e 9 10011 12

Obr. 9. Amplifikace sekvence epsA genu. M-100 bp DNA marker
molekularni hmotnosti, I-CCDM 7, 2-CCDM 45, 3-CCDM 55,
4-CCDM 69, 5-CCDM 70, 6-CCDM 126, 7-CCDM 128, §-
CCDM 129, 9-CCDM 130, 10-CCDM 131, 11-CCDM 224, 12-
CCM 4757.

9.2 Diikaz produkce ureazy

Diikaz produkce ureazy byl proveden u vSech jiz studovanych kment metodou dle Lanyi
[56], kterou bylo zkouméno, zda dané kmeny produkuji enzym ureazu ¢i nikoli. Vysledky
byly hodnoceny vizudlné dle zbarveni roztoku. Pozitivni reakce, tedy produkce enzymu
ureaza byla sledovana jako ¢ervenofialové zbarveni. V opaéném piipadée zlstala barva mé-

dia nezménéna, viz. Obr. 10.
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Tab. 4. Pozitivni a negativni reakce produkce enzymu uredza kmeny Streptococcus ther-

mophilus.

CISLO KMENU VYSLEDEK REAKCE

CCDM 7

CCDM 45

CCDM 55

CCDM 69

CCDM 70

CCDM 126

CCDM 128

CCDM 129

CCDM 130

CCDM 131

CCDM 224

CCM 4757

Z dosazenych vysledkt lze fici, ze kmeny CCDM 69, 128, 130, 224 a kmen CCM 4757
byly pozitivni na produkci enzymu uredza a kmeny CCDM 7, 45, 55, 70, 126, 129 a 131
neprodukovaly enzym uredzu. Autoii Mora D. a kol. [56] zjistili, Ze pouze Ctyfi kmeny
izolované z rtiznych druhii jogurti neprokazovaly produkci ureazy, u dvou kmena byla
prokazana pomald uredzova aktivita. Déle bylo zjiSténo, ze metabolizmus mocoviny nema

zadny vliv na acidifikacni aktivitu danych kmend.
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Obr. 10. Pozitivni a negativni reakce produkce enzymu uredza

9.3 Acidifika¢ni aktivita

Zjisténi schopnosti zkvasovani mléka jednotlivymi kmeny streptokokit bylo provedeno
metodou dle Lombardi a kol. [57]. Vysledky byly vyjadieny jako pokles pH. Po 24 hodi-
nach inkubace dle Lombardi a kol. [57] byly ur€eny 3 hlavni skupiny Streptococcus ther-
mophilus: nizko okyselujici kmeny (diference pH < 1,3), stfedné okyselujici kmeny (dife-
rence pH 1,3 — 1,9), vysoce okyselujici kmeny (diference pH > 1,9). Schopnost jednotli-
vych kmenii Streptococcus thermophilus zkvaSovat mléko byla pozorovana inokulaci da-
nych kmenii do odstfedéného mléka s ptidavkem ¢i bez pridavku kvasni€ného extraktu.
Byly méteny hodnoty pH ihned po zaoc¢kovani (0 h), po 3, 6 a 24 h inkubace pii 37 °C.
Primérné hodnoty pH ziskané pro jednotlivé kmeny Streptococcus thermophilus béhem 24
hodinové inkubace v mléce s i1 bez kvasnicného extraktu se pohybovaly v rozmezi 5, 6 —

5,7 (Tab. 5).
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Acidifika¢ni aktivita byla vyhodnocena Programem STATISTICA Cz (Softwarovy systém
na analyzu dat), verze 6, www.StatSoft.Cz pomoci General Linear Model, kde byly jako

pevné faktory pouzity ¢as, kmen a kvasni¢ny extrakt.

Tab. 5. Priimeérné pH ziskané pro jednotlivé kmeny Streptococcus thermophilus v priitbehu

24 h s pridavkem i bez pridavku kvasnicného extraktu.

Priumérné pH Smérodatna odchylka

CCDM 7

CCDM 45

CCDM 55

CCDM 69

CCDM 70

CCDM 126

CCDM 128

CCDM 129

CCDM 130

CCDM 131

CCDM 224

CCM 4757
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Tab. 6. Diference pH ziskana pro jednotlivé kmeny Streptococcus thermophilus béhem

kultivace v mléku s pridavkem i bez pridavku kvasnicného extraktu v danych hodindch.

Diference pH po 3 Diference pH po 6 Diference pH po 24
hod hod hod

bez YE bez YE bez YE

CCDM 7 0,05 0,54 2,01

CCDM 45 0,15 0,91 2,21

CCDM 55 0,03 0,58 1,66

CCDM 69 0,04 0,54 1,94

CCDM 70 0,04 0,66 2,26

CCDM 126 0,06 0,81 1,97

CCDM 128 0,06 0,67 2,00

CCDM 129 0,14 1,00 2,30

CCDM 130 0,08 0,94 2,15

CCDM 131 0,11 0,83 2,18

CCDM 224 0,11 0,66 2,17

CCM 4757 0,12 0,23 2,38

Pti kultivaci studovanych kment Streptococcus thermophilus v mléku bez kvasni¢ného
extraktu bylo po 24 hodinach inkubace dosazeno hodnot diference pH od 1,66 po 2,38
(Tab. 6). Tedy kmeny Streptococccus thermophilus se tadily ke stfedné i vysoce okyseluji-
cim druhim. Nejvétsi diference pH byly pozorovany u kmentit CCDM 129 a CCM 4757.
V préaci Lombardi a kol. [57] byla naopak vétSina kmenti stiedné okyselujicich a pouze 3
kmeny z celkovych 37 byly vysoce okyselujici. Diference pH po 3 hodinach inkubace byly
v rozsahu hodnot 0,05 — 0,15 a po 6 hodinach 0,23 — 1,00, coz jsou prevazné nizs$i hodnoty

nez v piipadé vyzkumu Lombardi a kol. [57].
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Dle ziskanych vysledkt kultivace danych kment streptokokti v mléku s kvasni¢nym ex-
traktem je zfejmé, Ze vSechny kmeny patfily k vysoce okyselujicim druhiim. Tomu odpo-
vidaji hodnoty diference pH po 24 hodinach inkubace pohybujici se v rozmezi 2,27 — 2,46.
Nejvyssi hodnoty diference pH byly zaznamenany u kmeni CCDM 129, CCDM 224 a
CCM 4757. Kvasni¢ny extrakt viditeln¢ podporoval acidifikacni aktivitu jednotlivych
kment Streptococcus thermophilus béhem 3 a 6 hodin inkubace (Tab. 6.). To potvrdila
1 statistickd analyza, kterd vyhodnotila G¢inek kvasni¢ného extraktu jako statisticky vy-
znamny (P < 0,001). Pozitivni vliv kvasni¢ného extraktu na acidifikac¢ni aktivitu po 3, 6 1
24 hodinach inkubace byl pozorovan i v praci Lombardi a kol. [57]. Statistickym vyhodno-
cenim vysledki byl také potvrzen statisticky vyznamny vliv ¢asu na hodnoty pH jednotli-
vych kment streptokokt béhem 24 h inkubace v mléce s pfidavkem i bez ptidavku kvas-

ni¢ného extraktu (P < 0,001).

9.4 Dukaz rezistence vuci antibiotikum

Dalsi vlastnosti, kterd byla studovana u danych 12 kment Streptococcus thermophilus,
byla rezistence vi&i vybranym antibiotikim (ampicilin A'’, clindamycin CD?, erythro-
mycin E°, gentamicin G'*°, streptomycin S'° a tetracyklin T'%). Byly zaznamenany primé-
ry z6n zjisténé pro jednotlivé kmeny streptokokil viz. (Tab. 7.) — Obr. 11. a 12. Bylo zjisté-
no, ze vSechny studované kmeny streptokoki byly citlivé vii¢i vSem vybranym antibioti-
kim (Tab. 8). Vpraci Lombardi a kol. [57] byly vSechny kmeny Strepto-
coccus macedonicus (novy druh bakterie podobny Streptococcus thermophilus) citlivé viaci

clindamycinu, erythromycinu, gentamycinu a tetracyklinu.

Dosazené vysledky souhlasi s tvrzenim Ammora a kol. [54], ze obvykle je Strepto-
coccus thermophilus citlivy k tetracyklinu, erythromycinu a streptomycinu, a zZe vykazuje
variabilni citlivost k ampicilinu, avSak neodpovidaji mirné az vysoké rezistenci tohoto dru-

hu ke gentamicinu.
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Tab. 7. Priumeéry zon a smerodatné odchylky z diskového difuzniho antibiotického testu.

ANTIBIOTIKUM

ampicilin

AIO

35,50£2,50

clindamycin

CD?

37,25%2,28

erythromycin

ES

36,25%1,30

gentamicin

120
G

27,50%2,50

streptomycin
SIO

16,50+1,50

tetracyklin
TIO

40,00£0,00

34,25%1,30

32,7512,28

33,75%2,59

28,00£2,00

17,0011,22

36,7512,28

43,5011,38

47,17+1,57

45,75+0,83

34,00£0,82

23,00%1,53

44,83+0,90

45,75%2,59

45,00£0,00

42,00+1,00

30,00%0,00

27,50+2,50

42,50+0,50

43,6711,60

47,20%2,32

45,00£0,00

31,17%1,67

21,33%1,80

43,00%1,87

59,00+1,00

55,2012,64

53,00%2,16

40,75%1,92

26,00%2,35

49,50%0,50

=
Z
=
=
~
Q
.4
Z
@)

v

43,25%0,43

37,50£2,06

46,25+2,77

32,5012,57

18,0011,22

49,75+0,43

36,00+1,41

34,50+1,12

45,00+2,55

32,00+2,24

21,83+2,61

38,50+1,50

45,0012,36

46,6712,36

49,75%2,59

37,50£2,50

22,50%2,50

50,75%2,59

48,25%1,79

52,50+2,60

52,00+2,12

37,25%2,77

24,75%2,05

50,25+1,09

41,25%1,30

29,00+1,73

38,50+2,60

35,50£1,50

22,25+2,28

41,50+2,06

36,00+1,58

35,7512,49

32,00%2,55

32,5012,50

22,00+1,22

42,25+2,28
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Obr. 11. Inhibicni zona kmene CCDM 224 pro testované antibioti-
kum tetracyklin T".
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Obr. 12. Inhibicni zony kmene CCDM 7 pro testovana antibiotika

gentamicin G'* a streptomycin S'.
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ZAVER
Cilem této prace byla studie vlastnosti kment Streptococcus thermophilus.

Z dosazenych vysledku je ziejmé, ze vSechny studované kmeny Streptococcus thermophi-
lus jsou s ohledem na technologii a bezpecnost potravin vhodné k vyrob¢ fermentovanych
mlécnych vyrobkd.

Z hlediska technologicky vyznamné produkce exopolysacharidil lze fici, Ze dané kmeny
mohou piispét ke zlepSeni textury a stabilizaci fermentovanych mléénych vyrobkt. Speci-
fick¢é PCR produkty pro gen epsD/E 1 pro gen epsA byly zaznamenany u vSech studova-
nych kment Streptococcus thermophilus, stejné jako byla potvrzena schopnost produkovat

exopolysacharidy u v§ech zkoumanych kmenti této bakterie plotnovou metodou.

Enzym ureazu produkovalo 5 kment z 12. Uredza zajistuje odolnost vii¢i piisobeni kyseli-
ny mlécné tim, Ze zpomaluje pokles pH mléka a syrt v diisledku tvorby amoniaku. U star-
tovacich kultur uredzova aktivita negativné ovliviiuje acidifikacni vlastnosti v prubehu
fermentace mléka diky zménénému pH. Nasi studii bylo zjiSteno, Ze metabolizmus moco-
viny nema zadny vliv na acidifika¢ni aktivitu studovanych kmenu.

Z vysledku ziskanych pro studium acidifikacni aktivity danych kmenu Streptococccus
thermophilus 1ze konstatovat, ze kmeny Streptococccus thermophilus patii ke stfedné
1 vysoce okyselujicim druhiim. Nejvétsi diference pH byly pozorovany u kmenil
CCDM 129 a CCM 4757. Kvasni¢ny extrakt viditelné¢ podporoval acidifikacni aktivitu
jednotlivych kment Streptococcus thermophilus béhem 3 a 6 hodin inkubace. To potvrdila
1 statistickd analyza, ktera vyhodnotila u¢inek kvasni¢ného extraktu jako statisticky vy-
znamny (P < 0,001).

Nakonec byly vSechny zkoumané kmeny Streptococccus thermophilus uréeny jako citlivé

vici vSem vybranym antibiotikim.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BMK

PS

LPS

KEPS

HoPS

HePS

NADPH

CCDM

CCM

Bakterie mlé¢ného kvaSeni

Polysacharidy

Lipopolysacharidy

Kapsularni exsopolysacharidy
Homopolysacharidy

Heteropolysacharidy
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat
Czech Collection of Dairy Microorganism

Czech Collection of Microorganism
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