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ANTIBIOTICKOA REZISTENCE
ENTEROKOKU IZOLOVANYCH
ZE SYRU
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Antibiotic resistance of entorococci of cheese
origin

Abstrakt

V préaci byl proveden mikrobiologicky rozbor deviti
syrd z nepasterovaného, termizovaného a pasterovaného
mléka z trzni sit€ za pouziti Kanamycin Esculin Azide
agaru na pritomnost zastupcii rodu Enterococcus. Ente-
rokoky byly zjiSt€ény pouze u syrd z nepasterovaného
mléka v koncentraci 10° — 107 KTJ/g. VétSina izolata
byla identifikovana metodou MALDI-TOF-MS jako
Enterococcus faecalis. 1zolaty nevykazovaly rezistenci
viici vankomycinu. Cetngjsi vyskyt rezistence u izolati
i sbirkovych kmenu enterokoku byl zjistén u klindamy-
cinu (MIC > 4 pg/ml) a gentamicinu (MIC > 32 ug/ml).
Byl potvrzen mozny pienos antibiotické rezistence pro
tetracyklin pomoci plasmidu mezi donorovym kmenem
Lactiplantibacillus plantarum LMG 21684 a recipientem
E. faecalis LMG 19456 metodou filter mating.

Klicova slova: Enterococcus faecalis, Enterococcus
Jaecium, minimalni inhibi¢ni koncentrace, filter mating

Abstract

In this work, a microbiological analysis of nine cheeses
from unpasteurized, thermized and pasteurized milk
from the market for the presence of representatives of
the genus Enterococcus was performed using Kanamy-
cin Esculin Azide agar. Enterococci were found only
in unpasteurized milk cheeses at a concentration of
10° — 10" KTJ/g. Most isolates were identified as Ente-
rococcus faecalis by MALDI-TOF-MS method. Isolates
did not show resistance to vancomycin. A more frequent
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occurrence of resistance in both isolates and collec-
tion strains of enterococci was found for clindamycin
(MIC > 4 pg/ml) and gentamicin (MIC > 32 ug/ml). The
possible transfer of antibiotic resistance to tetracycline us-
ing a plasmid between the donor strain Lactiplantibacillus

plantarum LMG 21684 and the recipient strain E. faecalis

LMG 19456 was confirmed by the filter mating method.
Key words: Enterococcus faecalis, Enterococcus fae-
cium, minimal inhibition concentration, filter mating

Uvod

Rod Enterococcus je s vice nez 50 druhy a poddruhy jed-
nim z hlavnich rodi skupiny bakterii mlé¢ného kvaseni.
Jsou to grampozitivni, kataldza a oxidaza negativni, ne-
sporotvorné koky s homofermentativnim metabolismem.
Jejich robustni rdst, odolnost (vétsina z nich ma schopnost
rast pfi teplotach od 10 do 45 °C, v 6,5 % NacCl, 40 % zluci
apH od 4 do 9,6, navic mohou pieZit zahfivani na 60 °C po
dobu 30 min) a variabilni plasticky genom zpiisobuji, Ze se
ptirozené vyskytuji v riznych prostiedich, jako je gastro-
intestinalni trakt lidi a zvitat, vyskytuji se na rostlinich, ve
vodé ¢i v potravinach Zivocisného ptivodu (Zhong a kol.
2019; Lebreton a kol., 2014).

V zemich jizni Evropy jsou enterokoky casto soucasti
méné definovanych zakysovych kultur pouzivanych pfi
vyrobé syra, kde se uplatiiuji svoji proteolytickou a lipo-
lytickou aktivitou a rozkladem citratd na rozvoji sen-
zorickych vlastnosti syrti. V tomto smyslu jsou rovnéz
povaZovany za signifikantni cast tzv. nezdkysovych
bakterii mlécného kvaseni, které se mohou podilet na
zrani syrd jak z pasterovaného, tak nepasterovaného
mléka. Vyskyt je dobfe dokumentovidn zvlasté u tzv.
femeslnych syrl, kde byla az jedna tfetina izolovanych
BMK identifikovana jako enterokoky, nejcastéji druhy
Enterococcus faecalis, E. faecium, E. durans, E. hirae,
méné casto pak E. saccharominimum a E. italicus
(Terzic-Vidojevic a kol.,, 2021; Ruiz a kol., 2016).
Do syfeniny se mohou dostavat z mléka nebo piimo
z prostfedi vyrobny. Kromé podilu na zrani syrd maji
nekteré enterokoky navic schopnost produkovat bakte-
riociny puasobici proti mikroorganismim zpusobujicim
kaZeni nebo mikroorganismim patogennim jako je napf.
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Listeria monocytogenes (Martinez a kol., 2003). I kdyz
jsou nékteré kmeny enterokoktl pouZivany také jako pro-
biotika, panuje stale nejistota ohledné jejich bezpecnosti.
Nemaji proto v EU status QPS (Qualified Presumption
of Safety) a nejsou obecné povazovany za bezpecné
(GRAS) v USA (Graham a kol., 2020). Divodem je, ze
byly také identifikovany jako oportunni patogeny, které
mohou zptsobit rizna lidska onemocnéni, jako je bak-
teriémie, infekce mocovych cest a endokarditida. Vyka-
zuji vysoky stupen virulence, produkci biogennich amint
a moznost prenosu gend antibiotické rezistence, zejmé-
na genll kodujicich rezistenci k vankomycinu (Hashem
a kol., 2021). V odborné verejnosti tudiZ nepanuje shoda
ohledné jejich cileného pouZiti v potravinafstvi. Testo-
véani kazdého jednotlivého enterokokového kmene je pred
jeho potencidlnim pouZitim v potravinarském priamyslu
proto nezbytné.

Cilem této studie bylo zjistit vyskyt enterokoku
v riznych typech syra z trzni sité, vybrané izolaty identi-
fikovat a otestovat jejich antibiotickou rezistenci.

Material a metody

Odbér vzorki

Odbér vzorkil ze syrt z trzni sité (Tab. 1) byl prove-
den vzorkovatem (CSN EN ISO 707), 10 g syra bylo
zhomogenizovano s 90 ml roztoku citranu sodného di-
hydratu (20 g/1, pH 7.5 + 0,2 po sterilaci) (CSN EN ISO
6887-5), po prislusném desetindsobném fedéni fyziolo-
gickym roztokem byly vzorky kultivovany na Kanamy-
cin Esculin Azide agaru (Merck, Darmstadt, Némecko)
pri 37 °C po dobu 48 h, aerobné. Z kazdého syra byly
odebrany dva vzorky.

Identifikace izoldti a jejich kultivace

Vybrané izolaty byly charakterizovany barvenim dle
Grama a katalasovym testem. Grampozitivni, katalasa
negativni koky byly déle identifikovany pomoci metody
MALDI-TOF-MS na Ustavu biochemie a mikrobiologie,
VSCHT Praha. V prici byly pro stanoveni antibiotické
rezistence rovnéz pouzity kmeny ze sbirky Laktoflora®,
Milcom a.s., Tabor, a to Enterococcus faecium CCDM
945, E. faecium CCDM 922 a E. faecium CCDM 106.
Vsechny kmeny enterokokti byly kultivovany v BHI bu-
jonu (HiMedia Laboratories, Indie) (2 % obj. inokulum)
pri 37 °C, 18 h, aerobné.

Kmeny pro metodu filter mating

Pro konjugacni prenos byly pouzity kmeny Lactiplan-
tibacillus plantarum LMG 21684 a kmen E. faecalis
LMG 19456 ze sbirky Belgian Co-ordinated Collections
of Micro-organisms, Gent, Belgie; kultivace probihala
v BHI bujonu pti 37 °C, 18 h, aerobné.

Molekuldrni typizace enterokokii
Ze vsech enterokokil ziskanych ze syrii byla izolovdna
genomova DNA dle navodu vyrobce (Presto™ Mini gDNA

Bacteria Kit, Geneaid, Tchajwan) a nisledné provedena
repetitivni PCR za vyuZiti primert (GTG)s v reakénim
objemu 25 ul (5 pl 5x FIREPol®, 10 ul (GTG)s primer
(1:20), 10 pl templatu DNA (20 ng/10 pl)). Podminky
amplifikace byly nésledujici: 94 °C, 5 min; 30 cykli: de-
naturace 94 °C, 30 s, nasedani primert 33 °C, 30 s, syn-
téza fetézce 72 °C, 2 min a konecna extenze pii 72 °C,
10 min.

Elektroforéza produkti (2 pl + 0,5 pul GelPilot® DNA
Loading Dye (Qiagen, Némecko)) byla provedena
v 1 % hm. agarosovém gelu (Sigma-Aldrich, USA)
s GelRed® Nucleic Acid Gel Stain (4 pl) (Biotum, USA)
(100 V). Jako marker byl pouZit GeneRuler DNA Ladder
Mix (Thermo Scientific, CR). Vysledny Rep-PCR pro-
fil byl vizualizovan pifi 312 nm a pomoci programu
GelAnalyzer 19.1 a programu Past 4.03 sestaven dendro-
gram.

Testovdni antibiotické rezistence

Sbirkové kmeny a vybrané kmeny enterokoki izolované
ze syrl byly testovany na zjiSténi minimalni inhibicni
koncentrace (MIC) antibiotik pomoci mikrodilu¢niho
testu MIKROLATEST® MIC G* (Erba Lachema, CR).

Filter mating

Moznost konjugacniho prenosu antibiotické rezistence
byla ovéfovana metodou filter mating. Podrobny popis me-
tody je uveden v pracich Gevers a kol. (2003) a Zarzecka
a kol. (2022). Kultivace donorového kmene (L. plantarum
LMG 21684) probihala 6 h, kultivace recipientniho kmene
(E. faecalis LMG 19456) 4 h pro dosaZeni exponencidl-
ni faze rdstu. K filtrovani byl pouZit membranovy filtr
0,45 um, kultivace probihala na BHI agaru (37 °C, 18 h);
nasledné byly buriky kultivovany na dvojité selektivnim
médiu — na BHI agaru s pfidavkem tetracyklinu (10 ug/ml)
a rifampicinu (50 pg/ml) po dobu 48 h.

Plasmidova DNA byla vyizolovana s vyuZitim ko-
mercni soupravy QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen,
Némecko). Plazmidovd DNA byla vizualizovana po
elektroforéze na 0,7 % hm. agarosovém gelu (60 V), jako
marker byl pouzit Large DNA Ladder (Central European
Biosystems, CR).

Vysledky a diskuse

V prvni casti prace byly provedeny mikrobidlni roz-
bory syrd z trzni sit¢ z Ceské republiky i ze zahranici
s cilem ziskat informace o zastoupeni enterokokl. Testo-
vany byly polotvrdé, tvrdé a plisiiové syry ze syrového,
termizovaného a pasterovaného mléka. Vysledky spolu
s charakteristikou syrt jsou uvedeny v Tab. 1. Je patrné,
7e v syrech vyrobenych z tepelné oSetfeného mléka byl
vyskyt enterokoku zjistény zvolenou kultiva¢ni metodou
minimalni, na rozdil od syrt vyrobenych ze syrového
mléka, kde se jejich pocet pohyboval od 10* az 10" KTJ/g.
Obecné mohou ve zralych syrech pocty enterokokid do-
sahovat 107 KTJ/g, néktefi autofi uvadéji az 10® KTJ/g
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Tab. 1 Charakteristika testovanych syri a pocet enterokoktl
(KTJ[g) po kultivaci na Kanamycin Esculin Azide
agaru pri 37 °C, 48 h, aerobné

Syr KTJ/g Charakteristika syra

A 107 | pareny syr ze syrového ovciho mléka, salaSnicka vyroba;
plnotucny
B 10° | tvrdy syr ze syrového kravského miéka, strouhany, balen
v ochranné atmosfére; polotucny
C 105 | tvrdy syr ze syrového ovéiho miéka, doba zrani 6 mésict;
polotucny
D 10° | polotvrdy syr typu Gouda ze syrového kravského mléka,
18 mésicd zrani; pinotucny
E 107 | mékky zrajici syr ze syrového kravského mléka s vyraznou
povrchovou mikroflorou ze smési bakterii, kvasinek a plisni;
plnotucny
F | <10" | extra tvrdy pfirodni zrajici syr z termizovaného kravského
mléka; polotucny
G 105 | syr s plisni uvnitf hmoty syra ze syrového kravského miéka;
vysokotucny
H 10° | tvrdy syr ze syrového kravského miéka; polotucny
| <10" | pareny, nezrajici syr z pasterovaného kravského miéka;
polotucny
Marker
« Enterococcus faecium IS3A
Enterococcus faecalis GA I ' '
' Enterococcus faecalis GZ f: l
» Enterococcus faecalis IS6 r '
© Enterococcus faecalis GR7 : !
! Enterococcus faecalis GRS : ‘m {
» Enterococcus faecalis GR10 ¥ m 1
+ Enterococcus faecalis GR9 [u: :
Enterococcus faecalis GR6 : m ‘
« Enterococcus faecalis GR4 ' [m l
‘- Enterococcus faecalis GR2 T:[' :
Enterococcus faecalis GRI {4 " |
» Enterococcus faecalis GR3 -‘ [m [
+ Enterococcus faecalis GRS .[u' :

Obr. 1 Gel produkti po Rep-PCR s primerem (GTG),
pro kmeny enterokokd izolovanych ze syr(i
a dendrogram ukazujici jejich genetickou pribuznost

(Fuka a kol., 2017). Vyskyt enterokokii je v syrech
z nepasterovaného mléka vzdy cetnéjsi, jak potvrzuji
i zahrani¢ni studie — pfi analyze 126 francouzskych syrt
obsahovalo enterokoky 92 % syri ze syrového mléka
a pouze 44 % syru z pasterovaného mléka (Jamet a kol.,
2012).

Kolonie, které byly charakterizovany jako grampozitiv-
ni, katalasa negativni koky byly metodou MALDI-TOF-
MS identifikovany z prevdzné vétSiny jako Enterococcus
faecalis, coz je v souladu s literaturou — v rdmci evrop-
skych syrl je povaZovan za prevazujici druh enterokokil
(Jamet a kol., 2012). DalSim zjiSténym druhem byl pak
E. faecium z polotvrdého syra. Gel produktti po Rep-PCR
s primerem (GTG)s a dendrogram ukazuji genetickou
pribuznost ziskanych kment (Obr. 1). Na zdkladé den-
drogramu i na zakladé vysledkd testovani antibiotické
rezistence a hodnot minimélni inhibi¢ni koncentrace
(Tab. 2, vSechny vysledky neuvedeny) byl uc¢inén zévér,

(¥}

ze kmeny E. faecium |
IS3A (izolat ze syra
D), E. faecalis GA
(syr B), E. faeca-
lis GZ (syr G) a E.
faecalis 1S6 (syr D)
jsou rozdilné kmeny,
oproti tomu izolaty
E. faecalis GR1 -
GR10 vykazovaly
identitu.
Antibiotickd  re-
zistence sbirkovych
kmend a vybranych
neidentickych kme-
ni izolovanych ze
syri byla zjiStova-
na diluéni metodou
v mikrotitracni des-
ticce. Vysledky spo-
lu s meznimi hod-
notami, které uvadi
EFSA (EFSA, 2012)

Marker bp

10K

500

Obr. 2 Elektroforéza plasmidové
DNA recipientniho
kmene Enterococcus
faecalis LMG 19456 pred
prenosem (1) a po preno-
Su (2-transkonjugant)

rovvhodnoceni. zda plasmidu z donorového
P y T kmene Lactiplantibacillus
je kmen rezistentni plantarum LMG 21684

nebo senzitivni k da-
nému antibiotiku,
jsou uvedeny v Tab. 2. Bylo zji§téno, Ze mezni hodno-
ty pro minimdlni inhibi¢ni koncentraci byly z celkem
deviti testovanych kmenl pfekroceny u péti kmend
(z toho 4 sbirkové) pro klindamycin, a u tfech kment
pro gentamicin, dva izolované kmeny vykazovaly vyssi
MIC pro tetracyklin. Pro testovani bezpecnosti téchto
kmend by mélo byt ovéfeno, zda se jedna o rezistenci
vrozenou nebo zda je ¢i neni rezistence vuci témto
antibiotikim kédovana na plazmidech nebo transpo-
zonech, a nemiZze se tedy jednat o rezistenci horizontalné
prenositelnou. Vyskyt rezistence k antibiotikiim je v izo-
latech z mlécnych vyrobki riizny, vysoka rezistence byla
pozorovana k erytromycinu a tetracyklinu (Hejazi a kol.,
2019; Mrkonjic Fuka a kol., 2017). Pozitivnim zji$ténim
bylo, Ze zadny z testovanych kment nevykazoval vyssi
MIC, nezZ je mezni hodnota u vankomycinu pro E. fae-
cium (4 pg/ml). Vankomycin je antibiotikum obecné
predepisované k 1écbé zavaznych infekci zplsobenych
organismy, které jsou odolné vici jinym antibiotikiim,
jako jsou peniciliny. Vankomycin rezistentni entero-
koky (VRE) jsou povazovany za zdvazné puvodce no-
zokomidlnich infekci. Jejich vyskyt je ale nejcastéji
vazéan na vzorky z nemocni¢niho prostredi, vyskyt VRE
v mlécnych vyrobcich je zcela ojedinély (Lawpidet
a kol., 2021).

V souvislosti se schopnosti enterokoktl predavat nebo
prijimat plasmidy horizontdlnim prenosem s jinymi
mikroorganismy byl v posledni fazi prace otestovan
konjugacni prenos mezi donorovym kmenem Lactiplan-
tibacillus plantarum LMG 21684, ktery nese gen tet(M)

metodou filter mating
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Tab. 2 Hodnoceni rezistence a senzitivity sbirkovych a izolovanych kmeni enterokok( v porovnani s meznimi hodnotami
minimalni inhibi¢ni koncentrace (ug/ml) (EFSA, 2012)

Antibiotikum/ Mezni  E. faecium E. faecium E. faecium E. faecalis E. faecium E. faecalis E. faecalis E. faecalis E. faecalis
Kmen hodnota CCDM 945 CCDM922 CCDM 106 LMG 19456 IS3A 1S6 GA GZ GR6
Ampicilin 2 S S S S S S S S S
Erytromycin 4 R S S S S S S S S
Gentamicin 32 S S S R S S S R R
Chloramfenikol 16 S S S S S S S S S
Kanamycin 1024 S S S S S S S S S
Klindamycin 4 R S R R R S S S R
Streptomycin 128 S S S S S S S S S
Tetracyklin 4 S S S S S R S S R
Vankomycin 4 S S S S S S S S S

S (sensitivni): MIC < mezni hodnota; R (rezistentni) MIC > mezni hodnota

kodujici rezistenci k tetracyklinu, a bezplazmidovym re-
cipientnim kmenem Enterococcus faecalis LMG 19456
metodou filter mating. MIC pro tetracyklin u donorového
kmene byla zjiSténa vyssi nez 256 pg/ml. Recipientni
kmen E. faecalis LMG 19456 vykazoval pred prenosem
MIC 0,19 pg/ml, po tspéSném prenosu plasmidu (viz
Obr. 2) pak MIC = 32 pg/ml. Transkonjugant mél tedy
nizs§i MIC u tetracyklinu nez plivodni donorovy kmen,
coZ bylo pozorovéano i v jinych studiich. Gevers a kol.
(2003) zaznamenali u transkonjuganta 3x niz§i MIC
nez u donorového kmene. Pfenos mezi stejnymi kmeny,
které byly pouzity v této studii, byl potvrzen i v prostiedi
in vivo (Jacobsen a kol., 2007).

Zaver

Na zédkladé mikrobiologickych rozbori syrd z trzni sité
Ize konstatovat, Ze zastupci rodu Enterococcus se Vy-
skytovaly pouze u syrii z nepasterovaného mléka v kon-
centraci az 107 KTJ/g. Ve vyssich koncentracich byly
pritomny v syrech mékkych a plisnovych. S vysokou
frekvenci se mezi identifikovanymi kmeny vyskytoval
druh Enterococcus faecalis. Zadny z testovanych kmeni
véetné kment sbirkovych nevykazoval vyssi MIC, neZ je
mezni hodnota ur¢ena EFSA pro vankomycin. Z tohoto
hlediska byla u vétSiny kmenu detekovana rezistence
vuci klindamycinu, kterd je pro enterokoky pfirozena.
Byla rovnéz potvrzena schopnost enterokokd (kmen
LMG 19456) pfijimat plasmidovou DNA od donorového
kmene L. plantarum LMG 21684, a tim ziskat vySssi anti-
biotickou rezistenci. Konjuga¢ni prenos mezi bakteriemi
mlécného kvaseni miiZze byt v prostfedi vyznamny.
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POUZITI LYOFILIZACE PRO DLOU-
HODOBOU DEPONACI KVASINEK

Ladislav B&r, Andrea Tiimova,
Vyzkumny Ustav mlékdrensky s.r.o., Tabor

Use of lyophilization for long-term deposition
of yeast

Abstrakt

Tato prace oveéfuje moznost vyuZziti metody lyofilizace
pro dlouhodobou deponaci kvasinek. Na Sesti modelo-
vych kmenech zastupujicich hlavni skupiny kvasinko-
vého genofondu Sbirky mlékarenskych mikroorganismu
Saccharomyces cerevisiae CCDM 281, Kluyveromy-
ces marxianus CCDM 259, Debaryomyces hansenii
CCDM 262, Pichia jadinii CCDM 1064, Geotrichum
candidum CCDM 870 a Kazachstania humilis CCDM
3305 byla testovana mira preZziti lyofilizace a nasledné
skladovéani v chladicim boxu po dobu 12 mésict. Kazdy
kmen byl zlyofilizovan v Sesti variantich ochrannych
médii: OMK1 — 100% bovinni sérum, OMK?2 — 50%
bovinni sérum, OMK3 — 25% bovinni sérum s 10 %
gluk6zy, OMK4 — 10% RSM s 5 % glutamanu sodného
a5 % trehal6zy, OMKS — 10 % glutaman sodny a 10 %
gluk6za, OMK6 — 10 % RSM a 10 % glukéza. S ohle-
dem na financ¢ni stranku, konzistenci lyofilizacnich diska
a celkovou miru preziti po dvanacti mésicich skladovani
se jako nejlépe pouzitelna zdaji byt ochrannd média na
bazi odstredéného mléka (mléko s glutamanem sodnym
a trehal6zou nebo mléko s glukézou). V pripadé¢ kment
Geotrichum candidum a Debaryomyces hansenii naopak
neni z hlediska dlouhodobé miry preZiti pouZitelné Zadné
z testovanych ochrannych médii.

Klicova slova: lyofilizace, kvasinky, protektivni média

Abstract

This work verifies the possibility of using the lyophi-
lization method for long-term yeast storage. Lyophiliza-

tion and subsequent storage in a cooling box for twelve
months were tested on the six model strains representing
the main groups of the yeast collection of dairy microor-
ganism Saccharomyces cerevisiae CCDM 281, Kluyvero-
myces marxianus CCDM 259, Debaryomyces hansenii
CCDM 262, Pichia jadinii CCDM 1064, Geotrichum
candidum CCDM 870 and Kazachstania humilis CCDM
3305. Each strain was lyophilized using six variants of
protective media: OMK1 — 100% bovine serum, OMK?2
— 50% bovine serum, OMK3 — 25% bovine serum with
10 % of glucose, OMK4 — 10% RSM with 5 % sodium
glutamate and 5 % trehalose, OMKS — 10% sodium glu-
tamate and 10 % glucose, OMK6 — 10% RSM and 10%
glucose. Considering the financial aspect, the consisten-
cy of the lyophilization discs and the overall survival
after twelve months of storage, skimmed milk-based
protective media (milk with monosodium glutamate and
trehalose or milk with glucose) seem to be the best to use.
In the case of Geotrichum candidum and Debaryomyces
hansenii strains, on the other hand, none of the tested
protective media is usable in terms of long-term survival.

Key words: lyophilization, yeast, lyoprotective media

Uvod

Pro potfeby sbirek mikroorganismu je pro depono-
vané kmeny dulezité volit takové zptsoby tchovy, které,
kromé Zivotaschopnosti kultury, zachovaji v co nejvyssi
mozné mire zaroveil morfologické, genetické a klicové
funk¢ni vlastnosti. Kvasinky je obecné mozné, az po
dobu jednoho roku, uchovavat na zivnych agarovych
médiich. S kazdoro¢nim pasdZovanim je vsSak spojena
jistd Casova narocnost, zvysené riziko vzniku genetic-
kych mutaci a kontaminace. Metoda uchovani pomoci
lyofilizace, kterd ma potencidl udrZet kvasinkové kmeny
Zivotné po tadu let, tyto nevyhody ve velké mire elimi-
nuje a kultury jsou navic snadno distribuovatelné (Smith
a kol., 1983). Mira preziti zavisi na mnoha faktorech, na
odolnosti jednotlivych kment, jejich vychozi koncen-
traci, na podminkéach kultivace a lyoprotektivnim médiu
(Carvalho a kol., 2002).

Jako lyoprotektivni média lze v ptipad€ kment kvasinek
pouzit latky na bazi odstfedéného mléka, bovinniho
séra, sacharidii a aminokyselin. Lyoprotektanty posky-
tuji ochranu pred namahéanim, které vznika pfi suseni ve
vakuu, zatimco kryoprotektivni latky chrani proteiny pred
poskozenim b&hem zmrazovani. Ucinek lyoprotektivniho
média je obecné mozné zvysit pomoci kombinovaného
ucinku jednotlivych slozek, kdy lze najednou vyuZzit
vice ochrannych mechanizmii (Guowei a kol., 2019).
Odstredéné mléko je samo o sobé komplexni ochranné
médium sloZené z laktézy (52 %), bilkovin (38 %) a sto-
povych prvkd. Casto tak miiZe mit lepsi protektivni d¢inek
nez jiné samostatné pusobici latky (Karam a kol., 2017).
Pouziti odstfedéného mléka spolu s trehal6zou, medem
a glutamanem sodnym zvySuje lyofiliza¢ni miru preZziti
kmene Saccharomyces cerevisiae (Berny a kol., 1991),

MLEKARSKE LISTY 206, VOL. 35, No. 5

5



