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IZOLACIA KYSELINU MLIECNU PRODUKUJUCICH BAKTERI{
Z. TRAVIACEHO TRAKTU PSTRUHA DUHOVEHO
ISOLATION OF LACTIC ACID PRODUCING BACTERIA FROM
GASTROINTESTINAL TRACT OF RAINBOW TROUT

Peter Popelka, Jana Ko$¢ova, Dagmar Mudroiiova, Slavomir Marcinéak, Jozef Nagy

Abstract: Probiotics are defined as live microorganisms which when administered in
adequate amounts confer a health benefit on the host. Most probiotics proposed as biological
control agents in aquaculture belong to the lactic acid bacteria (Lactobacillus,
Carnobacterium), or to the genus Vibrio, Bacillus, and Pseudomonas. Numbers of lactic acid
producing bacteria, enterobacteria and total aerobic bacteria in two groups of rainbow trout
killed immediately after catching and after shipment to the laboratory has been compared. The
numbers of lactic acid producing bacteria in both groups ranged from 10.67 to 11,05
logiocfu/g, and the differences were not statistically significant. Significantly significant
differences were observed only in the number of enterobacteria.
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UvoD

Infekéné choroby u ryb su spdsobené réoznymi faktormi ako su virusy alebo baktérie a
predstavuji v sucasnosti najvacsi problém ohrozujici odvetvie akvakultary. Masivne
pouzivanie antimikrobidlnych latok na kontrolu chordb a podporu rastu u zvierat, zvysuje
selektivny tlak na mikroorganizmy a povzbudzuje prirodzeny vznik bakteridlnej rezistencie.
Rezistentné patogénne baktérie ryb predstavuji problém tak v sektore akvakultiry, ako aj v
pripade transferu génov rezistencie na l'udské patogény (Kesarcodi-Watson a i., 2008).

Bolo navrhnutych niekol’ko alternativnych stratégii pre pouzitie antibiotik, pricom medzi
nové alternativne stratégie zarad’'ujeme aj vyuzitie probiotickych organizmov, ktorych
perspektiva v akvakultire je sl'ubna. Probiotikd st Zivé mikroorganizmy, ktoré poskytuju
zdravotny prinos pre hostitel’a, pokial’ sa podavaji v dostatocnom mnozstve. Vo vSeobecnosti,
najcastejSie pouzivanymi a skimanymi su baktérie produkujuce kyselinu mlie¢nu (LAB)
(Hagi a i., 2004). Probiotika boli definované Fullerom (1989) ako zivé mikrobialne kfmne
doplnky, ktoré priaznivo ovplyviuju hostitel'sky organizmus zvierat tym, Ze zlepSuju jeho
¢revnu rovnovahu. Pouzivanie navrhovanej definicie Fullerom si vSak v pripade akvakultary
vyzaduje zvazenie a upravu. Baktérie pritomné vo vodnom prostredi maju vplyv na zlozenie
¢revnej mikroflory a naopak. MdzZeme tvrdit, Ze v akvakultire systémy bezprostredného
okolitého prostredia maji ovela vacsi vplyv na zdravotny stav, ako u suchozemskych zvierat
alebo ludi. Deterministické faktory ovplyviiujuce mikrobidlny rozvoj v akvakulture
predstavuju teplota vody, koncentracia kyslika a mnozstvo a akost’ krmiva. Tieto faktory
zivotného prostredia spolu vytvaraju prostredie, v ktorom vybrany a dobre definovany rozsah
mikroorganizmov je schopny sa mnozit. V tomto kontexte je vystiznejSia v stcasnosti
uznéavana nova definicia probiotik podl'a FAO/WHO (2002), ktora hovori, zZe: ,,Probiotiké st
biopreparaty obsahujuce zivé mikroorganizmy, ktoré ak su aplikované v adekvatnom
mnozstve maju pozitivny vplyv na zdravie organizmu*.

Zdujem o LAB wvychddza =zo skuto¢nosti, ze su prirodzenou mikroflérou
gastrointestindlneho traktu (GIT) so schopnostou znésat kyslé prostredie a posobenie
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zl¢ovych kyselin traviaceho traktu. LAB plnia funkcie premeny lakt6zy na kyselinu mlie¢nu,
a tym znizuji pH v GIT a prirodzene brania kolonizacii GIT neziaducimi baktériami
(Klewicki a Klewicka, 2004).

Cielom prace je stanovenie celkového poctu baktérii, enterobaktérii a poctu kyselinu mliecnu
produkujucich baktérii v tradviacom trakte pstruha diahového potencionalne vyuziteI'nych ako
probiotikd. Vhodné bakteridlne kmene budu nasledne identifikované a hodnotené na zaklade
selekénych kritérii.

MATERIAL A METODY

V pokuse boli pouzitych 12 kusov pstruha dtthového (Oncorhynchus mykiss) vo veku 12
mesiacov ao hmotnosti 200 £ 20 g vylovenych zo sadky rybochovného zariadenia
v Diviakoch firmy Rybdarstvo Pozehy s.r.o. Ryby boli kfmené extrudovanym kompletnym
krmivom pre pstruhy (5 mm pelety) obsahujucim rybiu mucku, rybi olej, obilniny, olejniny,
vitaminovo-mineralny premix, antioxidanty a stabilizatory a krvné derivaty.

Pstruhy boli rozdelené do dvoch skupin po 6 kusov, v prvej skupine boli pstruhy usmrtené
okamzite po vyloveni, zachladené¢ na lade a vzorky c¢reva a ¢revného obsahu za ucelom
mikrobiologického vysetrenia boli odobraté po 4 hodindch prepravy z miesta vylovu do
laboratdria. Pstruhy v druhej skupine boli z miesta vylovu prepravené pocas 4 hodin v Zivom
stave do laboratoria, nasledne boli usmrtené a boli odobraté vzorky ako u predchadzajuce;j
skupiny.

Mikrobiologické vySetrenie ¢revného obsahu: Navazené prisluSné mnozstvo ¢revného
obsahu (0,5 alebo 1 g) bolo riedené vo fyziologickom roztoku (desiatkové riedenie 10" az
10°). Z riedeni sa potom vzorky inokulovali na prisluiné Zivné média (deMan, Rogosa
a Sharpe agar - MRS, krvny agar - KA, ENDO agar) a inkubovali sa pri 37 °C aerdbne (KA,
ENDO), anaerdbne, respektivne mikroaerofilne (MRS). Nasledne po inkubadcii boli stanovené
pocty celkovych KMB (kyslomlie¢nych baktérii, najmé laktobacilov) (MRS), celkové pocty
aerobnych baktérii vratane Bacillus spp. (KA), poéty enterobaktérii (ENDO).

Statistické spracovanie vysledkov: Vysledky boli spracované popisnou statistikou
a stanovenim trendu vzostupu resp. poklesu sledovanych baktérii. Pre porovnanie rozdielov
medzi skupinami sme pouZili parovy t-test v programe GraphPad Prism verzia 5,00 (2007).

VYSLEDKY
Vysledky stanovenia poctu kyselinu mlie¢nu produkujtcich baktérii su uvedené v Tabul'ke
1. Pocty kyslomlie¢nych baktérii boli vyssie v skupine 2 o0 0,38 log v porovnani so skupinou
1, pricom rozdiely neboli signifikantne vyznamné (p > 0,05).

Tab. 1 Poéty kyselinu mlie¢nu produkujucich baktérii na MRS agare (kritériom selekcie
je nizke pH 5,7 £ 0,2)

Skupina 1 Skupina 2
log;ocfu/g log;ocfu/g
1 7,95.10" 10,07 1,2.10" 11,18
2 7,9.10" 10,07 1,4.10" 11,34
3 1,05.10" 11,05 2,7.10"° 10,99
4 8,8.10" 10,17 1,7.10" 11,53
5 1,65.10" 11,50 1,2.10" 11,18
6 1,17.10" 11,16 8.10" 10,08
Priemer + SD 10,67 + 0,64 11,05 + 0,51
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Vysledky stanovenia poctu enterobaktérii s uvedené v Tabul'ke 2. Pocty zastupcov ¢el'ade
Enterobacteriaceae boli vyssie v skupine 2 02,03 log v porovnani so skupinou 1, pricom
rozdiely boli signifikantne vyznamné (p < 0,05).

Tab. 2 Pocty enterobaktérii na ENDO agare - médium pre izoliciu zastupcov ¢el’ade
Enterobacteriaceae (selektivne médium pre G- ty¢inky)

Skupina 1 Skupina 2
logjocfu/g” logjecfu/g”
1 1,34.10° 5,29 2,6.10° 6,96
2 1,44.10° 5,36 4.10° 5,39
3 1,4.10° 434 2,1.10°% 8,74
4 1,26.10° 5,23 7.10° 8,95
5 1.10* 4,00 1,8.10° 6,59
6 4.10’ 7,39 3,2.107 7,16
Priemer + SD 527+1,18 7,30 +1,35%

*Rozdiely su signifikantne vyznamné (p < 0,05).
Vysledky stanovenia poctu celkovych aerdbnych baktérii sit uvedené v Tabul'ke 3. Pocty
celkovych aerdbnych baktérii boli vyssie v skupine 2 o 1,08 log v porovnani so skupinou 1,

pricom rozdiely neboli signifikantne vyznamné (p > 0,05).

Tab. 3 Pocty celkovych aerobnych baktérii na krvnom agare (KA)

Skupina 1 Skupina 2
logmcfu/g'1 loglocfu/g'1
1 1,7.10° 5,53 2.10° 3,69
2 1,8.10° 5,59 3,75.10° 5,32
3 1,8.10° 4,59 3.10° 8,10
4 8.10° 4,08 1,1.107 7,10
5 1,3.10* 426 8.10° 6,08
6 1,2.10 7,18 42.10’ 7,44
Priemer + SD 5,21 £ 1,16 6,29 + 1,61
DISKUSIA

Vyvoj probiotik pre komeréné vyuzitie v akvakultire je mnohostupiiovy a
multidisciplinarny proces vyzadujuci si tak zdkladny ako aj aplikovany vyskum a ekonomické
posudenie jeho pouzitia. Ziskanie vhodného kandidata probiotik je v tomto procese velmi
dolezité. V tejto faze je vyber kmenov zalozeny na zéklade posudenia funkcii, ktoré u
moznych probiotik ocCakavame. Predpokladd sa, ze kmene preukazujice dominantnu
schopnost’ kolonizacie ¢revnej mukoézy ryb st vhodnymi kandidatmi pre konkurencné
vylucenie patogénov z adhézie receptorov Crevnej steny. Podobne, pritomnost” dominantného
bakteridlneho kmena vo vysokych hustotdch v vodnom prostredi indikuje jeho schopnost’ rast’
uspesne za danych podmienok a mozno oCakavat, ze tento kmen bude sutazit’ efektivne o
ziviny s moznymi neziaducimi kmenimi (Balcazar a i., 2006).

Po ziskani skupiny izolatov, tieto musia byt’ selektované za ti¢elom ziskania obmedzeného
poctu bakteridlnych kmetiov pre dalSie skimanie. Zvycajnym spdsobom ako vykonat
skrining kandidatov na probiotika je uskutocnenie in vitro testov antagonizmu, v ktorych su
zname patogény vystavené UCinku probiotik alebo ich extracelularnych metabolitov na
pevnom alebo tekutom médiu (Sica a i., 2012). Antibakteridlny u¢inok baktérii predstavuji:
produkcia bakteriocinov, lyzozymu, protedz, peroxidu vodika a zmena pH hodnoty
produkciou organickych kyselin (Vandenbergh, 1993). Kandidat na probiotika by mal byt
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tiez schopny kolonizovat’ a pretrvavat’ v hostiteI'skom organizme alebo v jeho okolitom
prostredi. Schopnost’ kmena kolonizovat' ¢revny trakt, alebo vonkaj$i povrch hostitel'a
a adherencia na mukéznu vrstvu moézu byt dobrymi kritériami pre predvolbu spomedzi
potencionalnych probiotik (Ali a i., 2010).

ZAVER

Probiotikd st definované ako zivé mikroorganizmy, ktoré pri podani v dostatonom
mnozstve predstavuji zdravotny prinos pre hostitel'a. Vacsina probiotik navrhovanych ako
biologickd ochrana v oblasti akvakultary patri medzi baktérie mlie¢neho kvasenia
(Lactobacillus, Carnobacterium), alebo k rodom Vibrio, Bacillus a Pseudomonas. V praci
bolo porovnavané pocty kyselinu mliecnu produkujicich baktérii, enterobaktérii a celkovy
pocet aerdbnych baktérii u dvoch skupin pstruhov usmrtenych po vyloveni a po preprave do
laboratoria. Pocty kyselinu mlie¢nu produkujticich baktérii sa u oboch skupin pohybovali
vrozpiti od 10,67 do 11,05 logiecfu/g’, pricom rozdiely neboli Statisticky vyznamné.
Signifikantne vyznamné rozdiely boli zaznamenané len v pocte enterobaktérii.
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