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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace se zabyva identifikaci a charakterizaci grampozitivnich bakterialnich
kmeni, které byly izolovany z potravin nepiiznivych pro jejich rast, a to z tavenych syra

a masovych konzerv.

Mezi cilené¢ charakterizované vlastnosti patiila schopnost tvorby biofilmu
modifikovanou Christensenovou metodou, sledovani rastu kmenit pii rozdilnych
kultivacnich teplotach a testovani antibiotické rezistence na vybrana antibiotika diskovou

difuzni metodou.

V experimentalni ¢asti bylo zjisténo, Ze z vybranych potravin byly izolovany
bakteridlni rody Bacillus, Cytobacillus, Lysinibacillus, Paenibacillus a Peribacillus.
Izolované kmeny téchto rodli vykazovaly velmi dobry rlst v rozmezi teplot 25 — 45 °C.
Tvorba biofilmu byla prokdzana u vétSiny zéastupci rodu Bacillus, Cytobacillus
a Lysinibacillus a u rodu Paenibacillus a Peribacillus taktéz. V ramci testovani antibiotické
citlivosti bylo zjisténo, ze vSechny kmeny jsou rezistentni viic¢i penicilinu. Nékteré kmeny

byli vyhodnoceny jako multirezistentni.

Tato prace prokazala, ze v potravinach nepiiznivych pro rast mikroorganizmi

se urc¢ité mikroorganizmy vyskytovat mohou.

Klicova slova: grampozitivni bakterie, tavené syry, masové konzervy, rist, biofilm,

antibioticka rezistence



ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the identification and characterization of Gram-positive
bacterial strains isolated from foods unfavourable for their growth, namely processed cheese

and canned meat.

The targeted characterization included the ability to form biofilms by the modified
Christensen method, monitoring the growth of the strains at different cultivation
temperatures, and testing antibiotic resistance to selected antibiotics by the disk diffusion

method.

In the experimental part, the bacterial genera Bacillus, Cytobacillus, Lysinibacillus,
Paenibacillus and Peribacillus were isolated from the selected foods. The isolated strains
of these genera showed very good growth in the temperature range of 25 — 45 °C. Biofilm
formation was demonstrated for most representatives of the genera Bacillus, Cytobacillus
and Lysinibacillus, and the genera Paenibacillus and Peribacillus as well. In antibiotic
susceptibility testing, all strains were found to be resistant to penicillin. Some strains were

evaluated as multiresistant.

This work has shown that certain microorganisms can be present in food

unfavourable for the growth of microorganisms.

Keywords: gram-positive bacteria, processed cheese, canned meat, growth, biofilm,

antibiotic resistance



Rada by som sa touto cestou pod’akovala veducej mojej bakalarskej prace pani prof. RNDr.
Leone Builkovej, Ph.D. za moznost’ spracovat’ tak zaujimavu problematiku, trpezlivost’,
ochotu a odborné rady, ktoré mi pocas Studia a vypracovavania tejto bakalarskej prace
predala. Tiez by som sa rada pod’akovala Ing. Ivane Hunovej za poskytnutie testovanych
izolatov, pomoc pri identifikdcii bakterialnych kmeniov acenné rady, Ing. Veronike
Kucabovej a Mgr. Markéte Havlistovej za asistenciu a pomoc pri praci v laboratoriu. Rada
by som taktiez pod’akovala mojej rodine, priatel'ovi, spoluziaCkam a blizkym kamaratom,
ktori mi boli vel’kou oporou a podporovali ma nie len pocCas pisania bakalarskej prace, ale aj

pocas celého studia.

Prehlasujem, Ze odovzdand verzia bakaldrskej prace a verzia elektronickd nahrana

do IS/STAG su totozné.






UVOD....ouererensennsennens 15
I TEORETICKA CAST 16
1 CHARAKTERISTIKA POTRAVIN NEPRIAZNIVYCH PRE RAST
MIKROORGANIZIMOY ....covvunricnsssnniicsssssscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssse 17
1.1 MASOVE KONZERVY A POLOKONZERVY ....outitiriieniienieanienieenieseesieenneeneesseensesnnenee 17
1.1.1  Mikrobiologia médsovych konzerv a polokonzerv...........cccceeevvveecvieenveeenneen. 17
1.2 TAVENE SYRY .eoiiiiiiitieiieiieettete ettt ettt sttt st ste et et e s bt et sate s bt e beestenbeentesane e 18
1.2.1  Mikrobioldgia tavenycCh SYTOV .......cccceoiieiiiiiiiieiieeiieiie e 19
2 FAKTORY VPLYVAJUCE NA RAST MIKROORGANIZMOV VO
VYBRANYCH POTRAVINACH . ....uiiiiinnniicnssnniccsssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 20
2.1  TEPELNE OSETRENIE POTRAVIN ...c.eiitiiiiiiiiitieieeiesieeie ettt 20
2.1.1  Zabezpecenie Komerénej Sterility.......ccceevviriiierieeiiienieiieeieeee e 20
2.1.2  Tepelné osetrenie mésovych konzerv a polokonzerv............cccceeeveevvennnnne. 21
2.1.3  Tepelné oSetrenie tavenych SYTOV .........coccveeiieiiieiiienieeieee e 21
2.2 KONZERVOVANIE POTRAVIN ...cotiiiiiiiiiiitiesiteie ettt st 22
2.2.1  Ciel konzervovania misa a masovych vyrobkov...........cccceceeviiniiiiinnnnne 22
2.2.2  Proces KONZErVOVANIA........c..coveeiieruieeiieniieeieesieeneenereeteesaaeeseessneesaessseenns 23
2.2.3  Konzervovanie chemickymi konzervaénymi latkami...........c.cccoeeerieennenne 23
24 PH oot b ettt s et s et s teebens 24
2.5 PRIDAVOK LATOK S EMULGUJUCIMI UCINKAMI ......ueiiiiieiieeiiieniieeieesiieeieeseeeeeeans 24
3  VYBRANE GRAMPOZITIVNE BAKTERIE V POTRAVINACH........ccocvunn. 25
3.1 BACILLUS AMYLOLIQUEFACIENS ...cceeeeeteeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseeeseeeeeeesesesesesasasasenns 25
3.2 BACILLUS CEREUS ...uuutiiutiiiieeiteee ettt ettt st ettt ettt et 25
3.3 BACILLUS PUMILUS......ueivuiiiiiiieaiee et ettt ettt ettt et e st e snteesaeee e 26
3.4 BACILLUS STAMENSIS...c.utituttitteaite et ettt ettt ettt st ettt ettt e st 26
3.5 BACILLUS VELEZENSIS...ccc.uutitiuttiiiteeeieeestee et e et e ettt e e e st e s ssteesabtesnibeeseasee e 26
3.6  CYTOBACILLUS HORNECKIAE ....ccucevutimuieaiieniieaite st ettt ettt ettt et 27
3.7 LYSINIBACILLUS FUSIFORMIS.....cc..ccseuimuteutinieanieenieeeiee st eneee e eniee st eniee s 27
3.8 PAENIBACILLUS GLUCANOLYTICUS .......ccovueianiieaaiieeniieeeiieesieeesiieessieeesieeesneee e 27
3.9 PERIBACILLUS SIMPLEX ...cuveeiutiautiaieeneeetteeie et sttt st seee sttt esaeesne e 28
I PRAKTICKA CAST .29
4 CIEL PRACE ..oueeeeenneensesssessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssses 30
5 POUZITY MATERIAL...cucuovceerrersensssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 31
5.1 POPIS TESTOVANYCH VZORIEK ......eetieiiniieniieteniienieenieeieesieentesitesieesseensesieensesaee e 31
5.2 KULTIVACNE MEDIA A ROZTOKY ....cteiuitiiieniieeitesiteenitesieeenseesiseesieesaseesseesseesaeeenne 31



53 POMOCKY A ZARIADENIA .....cccuviiitieeeiieeeiteeeeiteeeeeeeeetreesteeesseeesneeeeaneeesasesensseeens
54 ROZTOKY A CHEMICKE CINIDLA ......occiiiiiiiieeeeiiieeeeiieeeeeeciteeeeeeaeeeeeeeaeeeeeeenaeeeeenns
5.5  ANTIMIKROBNE DISKY ....ccciiuiiiiuieeereeeereeesireeessseeessseesssssessesessesessesessseessssessnssens
6 METODIK AL....cereererecrenecsneecsssesssssesssssessasssssasssssasssssasesssasesssssessasssssasssssasssssasane

6.1 1ZOLACIA GRAMPOZITIVNYCH BAKTERII Z POTRAVIN c.evvtieeee et e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens

6.2 IDENTIFIKACIA GRAMPOZITIVNYCH BAKTERIT vttt ettt eeeeeeeeeeeeeeeeeneees

6.2.1  Gramovo farbenie..........cocceviiiiiiiiiii e
6.2.2  Izolacia bakteridlne] DNA .........ccccoeiiiieiiieeeeeeeee et
6.2.3  Kontrola koncentracie a Cistoty izolovanej DNA..........cccccoevieriieiienieennnn.
6.2.4  Polymerazova retazova reakCia .........cccvveeeuieeeiiieeeiieeeieeeeieeeeieeeveesenee e
6.2.5  Vizualizdcia DNA ......coiiiiiiiie e e
6.2.6  Purifikdcia DINA ......oooiiiiee e
6.2.7  Kontrola koncentracie purifikovanej DNA .........ccccccoeviiiiiiiiiiniicieecieeie
6.2.8  Identifikacia izolovanych mikroorganizmov sekvenciou génu pre 16S
rRNA, Giprava chromatogramov ............c.eceveerieeiiienieenieenieeereeseeereeseneeveens

6.3 CHARAKTERIZACIA GRAMPOZITIVNYCH BAKTERI «...eeeeeeieeiieeee e eeeeeeeeeeee e

6.3.1  Testovanie rastu grampozitivnych baktérii pri roznych teplotnych
POAMIENKACKH ....ooiiiiiiiicce e e

6.3.2  Testovanie schopnosti tvorby biofilmu Christensenovou metodou .............

6.3.3  Testovanie rezistencie na antibiotika diskovo difiznou metodou................

T VYSLEDKY ueveueeeeeeeeeeueeseseeesssssssssssssssssssssssnssssssssssssasasssssesssssssssssssnsassssssssnsassssesssnsses

7.1 IDENTIFIKACIA BAKTERIALNYCH IZOLATOV SEKVENCIOU 16SRRNA .................

7.2 TESTOVANIE RASTU GRAMPOZITIVNYCH BAKTERI{ PRI ROZNYCH
TEPLOTNYCH PODMIENKACH ....cetttttueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaaeeeeeeseeneeaaaaeseeeseeeennns

7.2.1  Zhrnutie testovania rastu vybranych grampozitivnych baktérii...................
7.3 TESTOVANIE SCHOPNOSTI TVORBY BIOFILMU.......uutvttieiiiieeeniiieeeeniiieeeenieeeeesnnees
7.4  TESTOVANIE REZISTENCIE NA ANTIBIOTIKA DISKOVO DIFUZNOU METODOU.........

7.4.1  Antibioticka rezistencia U Bacillus SPP. «veeeeeveeerveeeiieeeieeeieeeeieeeevee e
7.4.2  Antibioticka rezistencia u Cytobacillus horneckiae.................c..cccccueeuee...
7.4.3  Antibioticka rezistencia u Lysinibacillus fuSiformis ..............ccccceeevveencuennn.
7.4.4  Antibioticka rezistencia u Paenibacillus glucanolyticus a Peribacillus
SIIPLOX ettt e e e et e et e e et e e st e e et e e e e e eeenbeeenreas

8 DISKUSIA......covvvrrerrrnnennnennees

8.1 1ZOLACIA A IDENTIFIKACIA KIMENOV ....uieeeeteie e eeeeeeeee e e e eeeeaeeeaeeeeeeeneenns

8.2 RAST KMENOV PRI ROZNYCH TEPLOTACH......ccitiiiiieieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen
8.3 SCHOPNOST TVORBY BIOFILMU ....ueeeettteeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaaeeeeeeeeneannaaaeseeas

8.4 ANTIBIOTICKA REZISTENCIA ...ccetitiiitieeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeerererereeereeereeereeerereeeeeneees

ZOZNAM POUZITEJ LITERATURY ..ueoeeveeeeeeeesesesessssesesessssssssssesensasssssesensassssssssssaes
ZOZNAM OBRAZKOV

54



Z0OZNAM TABULIEK

ZOZNAM POUZITYCH SYMBOLOV A SKRATIEK







UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 15

UvVOoD

Niektoré potraviny svojim prostredim, zlozenim a spdsobom vyroby su priam nepriazniveé
pre rast mnohych mikroorganizmov. V pripade zlyhania vyrobného, skladovacieho alebo
kulinarskeho procesu méze dochadzat’ ku kazeniu alebo kontaminacii mikroorganizmami.
Medzi mikroorganizmy, ktoré kontaminuju potraviny patria aj grampozitivne baktérie, ktoré

mozu mat negativny vplyv na bezpecnost’ a zdravotni nezavaznost’ tychto potravin.

Tavené syry a misové konzervy a polokonzervy patria do tejto skupiny potravin,
v ktorych pri sa za normalnych podmienok mikroorganizmy vyskytovat’ nemali. Vyrobou
takychto potravin sa predizi trvanlivost aZ o niekol’ko mesiacov aZ rokov a zniZi
pravdepodobnost’ mikrobidlneho rizika. Vdaka teplotnému zdhrevu pocas vyroby alebo

po vyrobe sa zabezpeci tzv. komercna sterilita.

S moznostou prezitia a mnozenia grampozitivnych baktérii v potravinach, ktoré
nepodporuju ich rast sa zvySuje riziko zdravotnych problémov, ktoré mézu uzko suvisiet
s ich moZnou pritomnostou génov rezistencie voci antibiotikdim a schopnostou tvorby

biofilmu.

PredloZené bakalarska praca sa zameriava na bakterialny rod Bacillus a od neho rody
odvodené. Najznamej$im z vybranych zastupcov je pravdepodobne Bacillus cereus, ktory je
znamy svojou produkciou toxinov, ktoré mézu mat’ na svedomi vazne zdravotné t'azkosti.

Iné kmene maji pol'nohospodarske a environmentélne vyuZitie.

Cielom praktickej Casti bolo identifikovat’ a charakterizovat’ vybrané grampozitivne
bakteridlne kmene, Co zahfnalo sledovanie rastu pri réznych teplotnych podmienkach,

schopnost’ tvorby biofilmu a testovanie antibiotickej rezistencie.
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1 CHARAKTERISTIKA POTRAVIN NEPRIAZNIVYCH PRE RAST
MIKROORGANIZMOV

Tato kapitola sa zaobera potravinami, z ktorych boli v rdmci dizertacnej prace Ing. Ivany
Hunovej vyizolované dané kultiry grampozitivnych baktérii. ISlo hlavne o tepelne upravené

vyrobky, ako su tavené syry a mdsov¢ natierky.

Vseobecne plati, ze tieto potraviny su bezpecné na konzumaciu, pokial’ su dodrzané
vyrobné, hygienické a skladovacie pravidld. U misovych vyrobkoch a tavenych syrov je

mikrobiologické riziko menS$ie vd’aka pouZitej vysokej teplote pri vyrobe.
1.1 Maisové konzervy a polokonzervy

Miso a mésové vyrobky su vysoko proteinové vyrobky, ktoré z hladiska biologickej
a vyzivovej hodnoty, st jednou z najdodlezitejSich skupin potravin nevyhnutnych pre spravnu

vyzivu €loveka. (Bobko et al., 2018)

Ich spracovanie, rovnako ako aj vyuzitie vedlajsich jatoénych produktov na vyrobu
kvalitnych a trvanlivych mésovych vyrobkov, si okrem praktickych sktisenosti vyzaduje aj
odborné vedomosti. Prave tie zabezpecuju, Ze vyroba prebieha v hygienicky vyhovujicich
podmienkach, ¢im sa predchddza znehodnoteniu vyrobkov a pripadnej kontamindcii.
Ddlezité je pritom zohladnit’ vlastnosti mésa a aplikovat’ spravne technologické postupy.

(Bobko et al., 2018)

Mnohé konzervované mdsové vyrobky obsahuji tzv. konzervacné soli, ktoré
najcastejSie predstavuju kombinaciu chloridu sodného a dusitanu sodného. Ak st tieto latky
sucastou receptury vyrobku, efektivne zabraiiuji rozmnozovaniu bakterialnych spor.. Jeho
inhibi¢ny Uc¢inok sa zvySuje zniZzenim pH a zaroven zvySenim obsahu soli vo vyrobku.

(Green et al., 1998)
1.1.1 Mikrobiologia misovych konzerv a polokonzerv

Znehodnotenie, kazenie, €1 vyskyt patogénnych baktérii v méise a miasovych vyrobkoch uzko
suvisi s vonkaj$imi podmienkami, ako st teplota a atmosféra, vnutornymi faktormi, ako je
pH a aktivita vody, ale aj s procesnymi faktormi, napr. pouzitie konzervacnych latok. Tieto
faktory spolu s environmentalnymi zmenami ovplyviiuji bezpecnost’ a kvalitu mésovych

vyrobkov. (Paulsen, Smulders, 2023)
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Mikrobiologickd kontaminacia u spracovanych misovych vyrobkov mbze
pochadzat’ z roznych zdrojov a spdsobuje vazny bezpecnostny problém. Na zabezpecenie
zdravotnej nezdvaznosti tychto vyrobkov sa pouzivaju rézne intervenéné technologie, ako
su tepelné, netepelné, biologické a chemické metody, ktoré su navrhnuté na inaktivaciu,
taktiez aj inhibiciu kontaminantov a patogénov prendSanych potravinami. (Hardin, 2014;

Aiyegoro 2014)

Mikrobidlne kazenie konzervovanych maisovych vyrobkov moze byt spdsobené
prezitim spor termofilnych baktérii, rastom prezitych termofilnych baktérii v dosledku zlého
technologického spracovania alebo skladovanim a rekontamindciou mikroorganizmami
v dosledku netesnosti hermetického obalu. Tieto okolnosti mozu zapri€init’ vyskyt baktérii
rodu Bacillus a od nich odvodenych rodov (napr. Heyndrickxia coagulans, Geobacillus
staerothermophilus a d’alSich) a rodu Clostridium a od nich odvodenych rodov (napr. C.

butyricum, C. thermosaccharolyticum a Thermoanaerobacterium sporogenes). (Magar,

2025)

Pritomnost’'ou niektorych baktérii dochadza k produkcii sirovodiku, ktory je nasledne
absorbovany potravinami, ¢o vedie k tvorbe sulfidu Zeleznatého a Ciernemu sfarbeniu
potravin a vnutra konzervy. Dal§imi moznymi produkovanymi zapachajucimi zli¢eninami
mozu byt indol, amoniak a d’alSie plyny. Tento problém mdze viest’ k bombéaZi a nadiivaniu

konzerv. (Magar, 2025; Eyo, 2024)

1.2 Tavené syry

Syr, ¢1 uz taveny alebo prirodny, je vyzivna surovina, ktora obsahuje dolezité ziviny, ako su
bielkoviny, tuky, vitaminy a minerdlne latky. Taveny syr prechadza technologickou
upravou, ktorda modze ovplyvnit' jeho zloZenie, stravitelnost’ a vstrebavanie bielkovin.
Najznamejsie druhy tavenych syrov st tavena syrova natierka a tavené syrové platky. (Abou

El-Nour a Gouda 2003)

Podla Vyhlasky €. 397/2016 Sb. o poZadavcich na mléko a mlé¢né vyrobky, mrazené
krémy a jedlé tuky a oleje (§14) sa ako ,taveny syr* oznacuje mlie¢ny vyrobok, ktory je
tepelne upraveny tavenim. (Ministerstvo zemédélstvi CR, 2016)

Tavené syry vznikli s cielom prediZit’ trvanlivost syrov a zlepsit’ ich stabilitu. Proces

ich vyroby zahffia tavenie syra, pridanie surovin aemulgujlcich ¢inidiel a dokladnt

homogenizéciu za ¢iastocného podtlaku. Medzi zdkladné suroviny na vyrobu tavenych syrov
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patri prirodny syr réznej zrelosti s moznym mechanickym poskodenim (praskliny a pod.),
ale bez mikrobiologickej vady, maslo alebo pripadne smotana na zvySenie obsahu tuku,

pitna voda pre Gpravu susiny a tavné soli. (El-Bakry a Mehta, 2022; Buiika et al., 2009)

Tavné soli pdsobia ako emulgujuce cCinidla na dosiahnutie homogénnej zmesi
bez separacii ostatnych zloziek taveného syra. NajcastejSie pouzivanymi tavnymi sol'ami su
soli s viacsytnymi anionmi — fosforecnany, polyfosforeCnany a citrany, a monovalentnymi

alkalickymi kovmi — hlavne sodikom. (Burika et al., 2009)

Na upravu organoleptickych vlastnosti tavenych syrov je mozné pouzit’ latky, ktoré
upravuju farbu, chut’ a vonu, ako je napr. korenie, zelenina a d’alSie. (El-Bakry a Mehta,

2022; Bunka et al., 2009)

1.2.1 Mikrobioldgia tavenych syrov

Mikrobiologicka stabilita tavenych syrov zavisi od kvality a akosti pouzitych surovin,
teploty spracovania a podmienkach skladovania. Pri dostato¢nom tepelnom zahreve
pri vyrobe sa vacSina patogénnych mikroorganizmov znici, ale nedostato¢ny tepelny zahrev
moze byt dovodom prezitia mikroorganizmov, ktoré znizuji kvalitu, bezpecnost’ a akost’
vyrobkov. Skladovanie pri chladiarenskych teplotach dokéze prezit velké mnoZstvo
psychrotrofnych a kontaminujicich mikoorganizmov a mikroorganizmy, ktoré su schopné
rastu pri atmosfére s nizkym obsahom kyslika. AvSak ich metabolické aktivita je vyrazne
spomalend alebo takmer zastavend kvoli nevhodnej teplote pre aktivitu ich enzymov.
Pri zvySeni teploty na optimalnu teplotu pre ich rast, metabolicka a enzymaticka aktivita
sa znova obnovi. (Bunkova et al., 2010; El-Bakry a Mehta, 2022; Builkova a Buiika, 2017;
Burika et al., 2009)

V aerébnych podmienkach moézu tavené syry obsahovat’ plesne a kvasinky, pricom
riziko ich vyskytu rastie pri pouZiti nevhodnych obalovych materidlov. Baktérie ako rody
Bacillus a Clostridium a od nich odvodené rody, mézu prezit' v syre vo forme spor aj vysoké
teploty tepelného zahrevu, ktoré sa potom aktivuju pri vhodnych podmienkach. To moze

viest’ k alimentarnym ndkazam. (El-Bakry a Mehta, 2022)

K sekundarnej kontamindcii mdze dojst po tepelnom zdhreve, ktory je mozné
prirovnat’ k pasterizacii, napr. pri nedodrzani hygienickych zdsad, najméd patogénnymi
mikroorganizmami, ako su Bacillus cereus, Salmonella spp., Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, alebo iné nepatogénne a podmienene

patogénne mikroorganizmy. (El-Bakry a Mehta, 2022)
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2 FAKTORY VPLYVAJUCE NA RAST MIKROORGANIZMOV VO
VYBRANYCH POTRAVINACH

Rast mikroorganizmov ovplyviiuji rozne faktory. Preto je dolezité tieto faktory ovplyvnit
tak, aby sme znizili alebo zamedzili rast a metabolizmus mikroorganizmov v potravinach.
Faktory rozdel'ujeme na vonkajsie, kde patri teplota a atmosféricky kyslik, a vnutorné, ako
su ziviny, pH, aktivita vody a pristup kyslika. Tepeln¢ spracovanie a konzervovanie potravin

su kl'ai¢ové pre komercné uchovavanie potravin. (Epralima, 2014)
2.1 Tepelné oSetrenie potravin

Teplota je jednym z najvyznamnejSich faktorov ovplyviujucich rast mikroorganizmov
a preto, ked’ sa zamysl'ame nad ochranou potravin, je to klI'aCovy faktor, ktory musime brat’
do uvahy. Nespravne teploty pri konzervovani, skladovani alebo spracovani mozu viest’

k infekcidm a intoxikaciam sposobenym jedlom. (Epralima, 2014)

Teplota, u ktorej mikroorganizmy vykazuju maximalnu rychlost’ rastu sa nazyva
optimélna teplota. Rast a metabolizmus mikroorganizmov sa znizenim alebo zvySenim

teploty optimalnej spomali, pripadne zastavi. (Epralima, 2014)
2.1.1 Zabezpecenie komercnej sterility

Komer¢nd sterilita znamena stav, ked’ konzervované potraviny neobsahuji Ziadne
zivotaschopné mikroorganizmy schopné rastu a metabolizmu za normalnych skladovacich
podmienok. Dosiahnutie komerc¢nej sterility zahfila ohrev potravin na vhodné teploty
a pouzitie vhodného tlaku, aby sa zni€ili vSetky patogénne mikroorganizmy,
a mikroorganizmy, ktoré by mohli spOsobit’ kazenie potravin a spory. (Kumar, 2024;
Guerrero-Legarreta, 2014) Je nevyhnutné, aby sa pocas tepelné¢ho oSetrenia udrziavali
spravne hodnoty teploty v rozmedzi 101 — 121 °C a tlaku 68,9 — 103,4 kPa po dant dobu,

v zavislosti od typu tepelne oSetrenej potraviny. (Kumar, 2024)

Uroveti pH potraviny zohrava vyznamnu alohu pri uréovani parametrov tepelného
spracovania. Nizko kyslé potraviny (pH vyssie ako 4,6) vyzaduju vyssie teploty a dlhSie Casy
spracovania, zatial' co vysoko kyslé potraviny (pH nizsie ako 4,6) mdzu byt spracované

pri nizsich teplotach. (Kumar, 2024)
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Taktiez je dolezitd integrita pouzitej nadoby na prevenciu kontaminacie. Akékol'vek
poskodenie alebo defekty konzervy alebo uzaveru moézu ohrozit’® sterilitu a bezpecnost’

konzervovanej potraviny. (Kumar, 2024)
2.1.2 Tepelné oSetrenie misovych konzerv a polokonzerv

Konzervované a polokonzervované mésové vyrobky prechadzaji réznymi tepelnymi
oSetreniami a Upravami s cielom zaistit’ ich bezpecnost’ a predlzit’ ich trvanlivost. (FSIS -

USDA, 2021)

V praxi sa uplna sterilita dosiahnut’ nedd, preto sa konzervované miso zvycajne
podrobuje tepelnému spracovaniu, ktoré zabezpeci tzv. komercnu sterilitu. Tento vyrobok
sa povazuje za sterilny, ak neobsahuje ziadne zivotaschopné spory baktérii ako Geobacillus
stearothermophilus alebo Clostridium perfringens. Okrem toho je sledovany vyskyt aj inych
sporotvornych mikroorganizmov, a to Paenibacillus macerans a Paenibacillus polymyxa.

(FSIS - USDA, 2021; Guerrero-Legarreta, 2014)

Udené konzervované mésové vyrobky podstupuji intenzivnejsie tepelné oSetrenie,
ato ,Uplné sterilizatné varenie“, ktoré¢ zarucuje zniCenie vSetkych Skodlivych

mikroorganizmov. (FSIS - USDA, 2021)

Polokonzervované mésové vyrobky v porovnani suplne konzervovanymi
vyrobkami prechadzaju menej intenzivnym tepelnym spracovanim. Tieto technologické
tepelné Upravy produkt sice Ciasto¢ne konzervuju, ale zaroven sa zachovavaji niektoré

vlastnosti ¢erstvého mésa. (Green et al., 1998; FSIS - USDA, 2021)

Trvanlivost’ tychto vyrobkov sa dosahuje synergickym pdsobenim tepla, upravené¢ho
pH, pridavku chloridu a dusitanu sodného a nizkej Urovne prirodzene pritomnych spor.
K znehodnoteniu takto spracovanych misovych vyrobkov dochddza len vynimocne, o
zvyCajne suvisi so zlyhanim pri samotnom soliacom procese alebo pri nedodrzani

technologickych a hygienickych zasad. (Green et al., 1998)
2.1.3 Tepelné oSetrenie tavenych syrov

Pri vyrobe tavenych syrov sa vSetky potrebné suroviny (prirodny syr, pitnd voda, maslo
a emulgujuce ¢inidld) zmieSaju a nasledne sa tavia v stroji na tavenie syra. Tento proces

sa deje pri teplote 80 °C alebo vys$Sej a pri nepretrzitom mechanickom mieSani po dobu
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priblizne 10 az 15 mint, tak aby vysledkom bola homogénna hmota. Potom sa taveny syr
plni do obalov, chladi sa a nasledne sa distribuuje do obchodnej siete. (Song et al., 2003;

Lazarkova et al., 2011; Silverson, 2019)

Taveny syr sa po vyrobe uz d’alej tepelne neosetruje. Vynimkou je sterilizovany
taveny syr, ktory sa vyuZiva napr. pri zostavovani bojovych davok potravin pre Cesku
armadu. Takéto hermeticky uzatvorené vyrobky sa sterilizuji pri teplotach

od 115 do 125 °C po dobu niekol’kych minut. (Burika et al. 2009)

2.2 Konzervovanie potravin

Konzervovanie je beznd metdda uchovavania mésa, ktoré¢ zahfiia umiestnenie potravin
do hermeticky uzavretého obalu. Hermeticky uzatvoreny obalovy material je nadoba, ktora
je uplne tesnena tak, aby sa zabranilo prieniku alebo Uiniku vzduchu. Tym sa produkt chrani
pred vstupom mikroorganizmov a vzduchu, moznou oxidaciou alebo kazenim vyrobku.

(Green et al., 1998; Bitting et al., 2015; Abadouch 2014)

Misové konzervy a polokonzervy st hermeticky uzatvorené v plechovom alebo
sklenenom obale a tepelne spracované tak, aby sa dosiahla dlhodobéd trvanlivost'.
Trvanlivost médsovych konzerv a polokonzerv méze dosiahnut’ dobu niekol’kych mesiacov
aZz rokov pri spravnom tepelnom oSetreni a skladovani. Mésové polokonzervy musia byt

skladované pri chladiarenskych teplotach. (Bitting et al., 2015; Karki, 2020)

2.2.1 Ciel konzervovania misa a misovych vyrobkov

Hlavnym cielom konzervovania mésa a médsovych vyrobkov je znicenie mikroorganizmov
— ¢1 uz vegetativne bunky, tak aj ich spory — adeaktivovanie enzymov, ktoré¢ moézu
spdsobovat’ znehodnotenie a kazenie tychto vyrobkov. Tepelna Gprava sa pri konzervovani
riadi  Casovo-teplotnymi parametrami, ktoré zohladituju odolnost’ konkrétnych

mikroorganizmov voci teplu. (Guerrero-Legarreta, 2014)

Zatial’ o vegetativne formy baktérii st znic¢ené pri teplotach mierne nad ich optimom
rastu, spory niektorych druhov su extrémne odolné voci teplu. Preto sa pre vyrobu
dlhotrvanlivych vyrobkov pouzivaju principy tepelnej Gpravy, ktoré zabezpecia aj znicenie
spor patogénneho Clostridium botulinum — producenta botulotoxinu — a baktérii rodu

Bacillus a od nich odvodenych rodov. (Austin et al., 2024; Guerrero-Legarreta, 2014)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

2.2.2 Proces konzervovania

Proces konzervovania mésovych produktov zahtiia pripravu nadob, do ktorych sa bude jedlo
plnit a predhrievat’ na sterilizaciu, pripravu jedla podla typu a plnenie do nadob
pre sterilizaciu. Nasleduje odvzduSnenie — proces eliminacie vzduchu z konzervy, zabrani
sa tym napucanie konzervy a znizuje chemicki reakciu medzi nddobou a obsahom
potraviny. Po odvzdusneni sa konzerva okamzite uzavrie, pricom teplota konzervovaného
jedla nesmie klesnut’ pod 74 °C. Uzatvorené konzervy sa tepelne spracuju pri vhodnom case
a teplote, ktord je zvycajne nad 100 °C (vegetativne baktérie znicené pri 80 °C/30 min,
sporotvorné baktérie pri 110 °C/30 min, spéry pri 121 °C/3 min). Po tepelnom spracovani
nasleduje chladenie nadob na izbovu teplotu ponorenim do studenej vody alebo postriekanim
studenou vodou. Medzi poslednymi krokmi je vysuSenie obalu na oznacenie etiketou, ktora
by mala obsahovat’ identifik4ciu produktu, znacku, ¢isty obsah, kddové ¢islo, meno a adresu
vyrobcu, zoznam prisad avyzivové informdacie, diatum vyroby a datum spotreby.

Po oznaceni sa konzervy skladuju na chladnych a suchych miestach. (Magar, 2025)

2.2.3 Konzervovanie chemickymi konzervaénymi latkami

Do misa a médsovych vyrobkov sa chemické konzervacné latky priddvaju ako sucast’
dreveného dymu a konzervacnej zmesi. Povolené konzervacné latky v mése a mésovych
konzervach st NaCl, cukor, dusitan sodny a ocot, ale ocot sa beZne nepouziva. Cukor a NaCl
sluzia k znizeniu vodnej aktivity (aw) a dodavaji chut’. Dusitan sodny sa rozklada na oxid
dusnaty, ktory reaguje v mise s myoglobinom a vytvara nitroso-myoglobin, ktory dodava

masovym vyrobkov charakteristickll ervenu farbu. (Karki, 2020)

Udenie potravin ma zvy¢ajne dva hlavné Gdely, ato vytvorenie pozadovanych
organoleptickych vlastnosti a konzervovanie. Udenim ziska potravina charakteristicku chut’,
vonu, farbu a dochadza ku zjemneniu mésa. Dym sa vdcSinou ziskava spalovanim tvrdého
suchého dreva. Teplota udenia sa zvycajne pohybuje v rozmedzi od 48 °C do 72 °C a trva

niekol’ko hodin az dni. (Karki, 2020)

Konzerva¢ny ucinok udenia je sposobeny niekolkymi faktormi, a to chemickymi
konzervacnymi latkami, ohrevom a suSiacim ufinkom. Dreveny dym obsahuje velké
mnozstvo prchavych zlacenin s bakteriostatickou a baktericidnou aktivitou, ako

su formaldehyd, fenol, krezol, alifatické kyseliny, aldehydy a ketony. (Karki, 2020)
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2.3 Vodna aktivita

Jednou zo zékladnych podmienok rastu a rozmnozovanie mikroorganizmov je dostupnost’
vody, ktora moze byt’ vyjadrena hodnotou vodnej aktivity. Voda sa v potravinach vyskytuje
vo volnej forme alebo sa viaze na urcité zlozky potraviny. Znizenie aktivity vody

v potravinach je mozné ovplyvnit’ pridanim soli alebo cukru. (Bunkova, Buiika, 2017)

Velké mnozstvo baktérii spojenych s kazenim potravin vyzaduje prostredie s vodnou
aktivitou vyssou ako 0,91. Nizke hodnoty vodnej aktivity prostredia predlzuju lag fazu,

¢im znizuje rychlost’ rastu. (Buiikova, Buiika, 2017)

Vodna aktivita utavenych syrov sa zvycajne pohybuje medzi 0,91 a 0,96. Tieto
hodnoty vodnej aktivity su vhodné na prevenciu rastu vegetativnych foriem niektorych
kmenov Clostridium botulinum a na prevenciu produkcie ich toxinov. Pri vodnej aktivite
tavenych syrov nizsej ako 0,944 nebola zistena Zziadna produkcia botulotoxinu. (Bunkova

a Buiika, 2017)

24 pH

Vicsina mikroorganizmov sa najlepsie rozmnozuje pri pH neutrdlnom (pH medzi 6,6 — 7,5).
Tavené syry (pH 5,6 — 6,0) a mésové konzervy a polokonzervy (pH vysSie ako 5,2) patria
medzi nizko kyslé alebo nekyslé potraviny, ¢o umoZiluje rast mnohych mikroorganizmov
a hodnota pH prostredia taktiez mdze ovplyvnit’ klicenie spor. (Buiikkova a Buiika, 2017;

Magar, 2025)

2.5 Pridavok latok s emulgujicimi a¢inkami

Latky semulgujicimi uc¢inkami - fosforecnany, polyfosfore¢nany a citrany mozu
sposobovat’ zmenu pH alebo i6novej sily zmesi. Na zabezpecenie uplatnenia emulgujucich
vlastnosti kazeinu sa pouzivaju hlavne polyfosforecnany, ktoré pdsobia antibakteridlne

na grampozitivne baktérie. (Bunikova a Buiika, 2017)
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3 VYBRANE GRAMPOZITIVNE BAKTERIE V POTRAVINACH

Grampozitivne baktérie su v potravinach bezné, ale mézu mat rézne u¢inky na ich kvalitu
a bezpeCnost’. Grampozitivne baktérie su roznoroda skupina baktérii, ktoré sa vyznacuju
hrubou bunkovou stenou tvorenou peptidoglykanom, ale nemaji vonkajSiu

lipopolysacharidovi membranu. (Groman, 2009; Rogers, 2025)

Tato kapitola sa zaobera iba charakteristikou vybranych grampozitivnych baktérii
z ¢elade Bacillaceae izolovanych v tejto praci ztavenych syrov a misovych konzerv

a polokonzerv.
3.1 Bacillus amyloliquefaciens

Bacillus amyloliquefaciens je vSadepritomna aerdbna baktérie s peritrichdznymi bicikmi,
ktora sa bezne vyskytuje v pddnom prostredi. Vyuziva sa na produkciu roznych proteinov,
ako su B-glukanaza, a-amyléaza, celulaza, peroxiddza, keratindza a d’alSie. Posobi ako ideélne
multifunkéné probiotikum kvoli u¢innému potlé€aniu patogénnych baktérii a zlepSovaniu
vstrebavania zivin. Okrem vSetkého ma B. amyloliquefaciens viacero vyhod aj v oblasti
pol'nohospodarstva, ako bio hnojivo, vdaka produkcii sekundarnych metabolitov
s antimikrobidlnou aktivitou vo¢i réznym fytopatogénnym mikroorganizmom, ¢im
podporuje rast rastlin a zlepSuje ich celkovy stav. V komposte vyrazne zvysuje obsah uhlika,

¢im zlepsSuje kvalitu pddy. (Zalila-Kolsi et al., 2023; Dhumal et al., 2021; Luo et al., 2022)

Tato baktéria je taktiez schopna vytvarat komplexné biofilmy, ktoré slizia ako zivé
biologické materidly vhodné na produkciu réznych funkénych biomateridlov — rastovych
faktorov, antibiotik, lyzozymu a antimikrobidlnych peptidov pre medicinske ucely. Tvorba
biofilmu B. amyloliquefaciens zéaroven prispieva k zvySeniu odolnosti ja¢mena voci

slanostnému stresu. (Zalila-Kolsi et al., 2023)

3.2 Bacillus cereus

Bacillus cereus je fakultativne anaerdbna baktéria vyskytujica sa v zivotnom prostredi.
Kontaminuje potraviny a produkuje toxiny, ktoré mézu po poZiti sposobit’ gastrointestinalne
tazkosti, pricom enterotoxiny spdsobuji hnacky a emeticky toxin vracanie. Mdze dochadzat’
aj k inym posSkodeniam netykajacich sa traviaceho traktu, a to k infekciam koze a o¢i. Tieto

formy crevnych a mimocrevnych infekcii stvisia s produkciou tkaniva poSkodzujuceho
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exoenzymy — hemolyzami, protedzami, fosfolipdAzami a ceramiddzami. (McDowell et al.,

2023; BNO, 2021)

Tak ako aj iné baktérie z rodu Bacillus, aj Bacillus cereus tvori spory. Tieto spory su
mimoriadne odolné voci extrémnym podmienkam, ako su vysoké ¢i nizke teploty, sucho
alebo slané prostredie, ale dokazu prezit’ aj vo vlhkych a kyslych potravinach, kde sa mézu

mnozit’ a zadat kligit. (SVPS, 2023)

B. cereus najCastejSie kontaminuje potraviny rastlinného povodu, z dovodu vyskytu
v pode, ale nevyhyba sa mdsovym vyrobkov ¢i pasterizovanej smotane. Tepelné opracovanie
sice ni¢i vegetativne bunky, ale to zaroven vytvara priaznivé podmienky na kli¢enie spor

a nasledné mnoZenie patogénu v potravine. (SVPS, 2023)

3.3 Bacillus pumilus

Bacillus pumilus je aerébna termofilnd baktéria, ktord je schopna produkcie mnozstva
biologicky aktivnych latok prospeSnych pre organizmus, napr. hydrolytickych enzymov,
vitaminov a aminokyselin. Tento mikroorganizmus ma tiez schopnost’ priamo rozkladat
niektoré mikroorganizmy, ako je napr. Staphylococcus, ¢i iné grampozitivne baktérie Comu
vd’a¢i jeho lyzozymovej aktivite. Okrem toho moézZe aj pozitivhe ovplyviiovat crevné
prostredie, lebo sa zi¢astiiuje na biologickom viazani kyslika v ¢reve, ¢im vytvara priaznivé
podmienky pre rast a mnoZenie prospesnych anaerdbnych baktérii a pomaha udrZiavat

¢revnu mikrobidlnu rovnovéhu. (Zhao et al., 2023)

3.4 Bacillus siamensis

Menej znamy Bacillus siamensis patri do skupiny Bacillus subtilis a jeho heterotypické
synonymum je Bacillus vanillea. Tato fakultativne anaerdbna pohybliva baktéria bola

izolovana zo soleného kraba v Thajsku. (Sumpavapol et al., 2010; Dunlap, 2015)

3.5 Bacillus velezensis

Aerobny Bacillus velezensis tvori endospory a je znadmy svojimi silnymi antimikrobidlnymi
vlastnostami a schopnostou podporovat’ rast rastlin. Genomové Stadie odhalili, ze B.
velezensis obsahuje kmenovo Specifické klastre génov suvisiacich so syntézou sekundarnych

metabolitov. Niektoré kmene tohto druhu su U¢inné pri potla€ani rastu rdznych
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mikrobiadlnych patogénov, vratane baktérii, hub a hlist. Vd’aka tymto schopnostiam sa

vyuziva ako biologicky pesticid. (Rabbee et al., 2019; Su et al., 2024)

Okrem toho je B. velezensis sl'ubnym probiotikom, pretoze vyznacuje vysoku
toleranciu voci zZlcovym soliam, uspesne kolonizuje ¢revnu sliznicu a dokdze pozitivne
ovplyvnit’ ¢revnil mikrobiotu tym, Ze podporuje rast prospesnych mikroorganizmov. (Su et

al., 2024)

3.6 Cytobacillus horneckiae

Cytobacillus horneckiae (pdvodne klasifikovany ako Bacillus horneckiae) patri k menej
znamym zastupcom rodu Cytobacillus z ¢el'ade Bacillaceae. Tato aerobna polyextrémofilna
baktéria bola izolovana z povrchov steriliza¢nych zariadeni na Medzinarodnej vesmirne;j
stanici (ISS), €o zna¢i jej vysoku odolnost’ voci suchu, radidcii a inym extrémnym
podmienkam. Podl'a stadii NASA spory Cytobacillus horneckiae izolované z priestoru,
kde sa montovala kozmickd sonda Phoenix, vykazovali odolnost’ vo¢i UV Zziareniu az
do intenzity 1000 J/m?. Spéry sa nachadzali subtermindlne, t. j. blizko konca bunky, a boli
obklopené vonkajSou ochrannou vrstvou. (NTRS, 2011; Vaishampayan et al., 2010)

3.7 Lysinibacillus fusiformis

Lysinibacillus fusiformis je bezne vyskytujuca sa baktéria tvoriaca endospory, ktoré
umoziuju odolnost’ voci nepriaznivym podmienkam, ako su extrémne teploty, vysychanie

a chemické dezinfekéné prostriedky. (Morioka et al. 2021; Biologylnsights Team, 2024)

Predpoklada sa, ze L. fusiformis moze sposobovat’ tropickeé vredy. V tejto suvislosti sa
hovori o pripade baktériémie — pritomnosti baktérii v krvi — sposobenej L. fusiformis, ktory

bol spriahnuty so vznikom pluzgierov pri kéme. (Morioka et al. 2021)

3.8 Paenibacillus glucanolyticus

Paenibacillus glucanolyticus (pdvodne klasifikovany ako Bacillus glucanolyticus) je
fakultativne anaerébna baktéria znama svojou schopnostou rozkladat’ zlozité sacharidy —
celulézu a hemicelulozu — a méd potencidlne vyuzitie v priemysle a environmentalnych

procesoch. (Biologylnsights Team, 2024; Mathews et al. 2014)



28 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

3.9 Peribacillus simplex

Peribacillus simplex je sporotvorna baktéria, ktora sa vyskytuje v roznych prostrediach.
Patri do skupiny rizobaktérii podporujucich rast rastlin pri mnohych plodinach
prostrednictvom fixacie zivin a produkcie antimikrobialnych zlicenin. P. simplex vykazuje
Siroku Skalu aktivity, stimuluje rast u paradajok, psSenice, s6ji alebo kukurice. Moze byt
lepSou alternativou hnojiv pri produkcii potravin, lebo v niektorych pripadoch médze
vykazovat’ podobné vysledky ako s pouzitim chemickych hnojiv. Tato baktéria ma taktiez
potencial na bioremedidciu, teda schopnost’ odburavat’ a odstrafiovat’ kontaminanty ako su

tazké kovy, pesticidy alebo ropné latky z prostredia. (Manetsberger et al., 2023)
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II PRAKTICKA CAST
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4 CIEL PRACE

Cielom tejto bakalarskej prace bolo v teoretickej Casti vypracovat literdrnu reSerS
zameriavajucu sa na charakterizaciu grampozitivnych baktérii v potravinach, ktoré
nepodporuju ich rast, popisat’ potraviny, z ktorych boli jednotlivé kmene izolované

a na faktory, ktoré ovplyviiujui vyskyt tychto mikroorganizmov v potravinach.

Hlavnym ciel'om praktickej Casti bolo identifikovat’ pomocou molekularnej metddy
sekvencie cCasti génu 16S rRNA a charakterizovat grampozitivne kmene izolované
z potravin, ktoré su mikrobiologicky nerizikové. V ramci naplnenia tohto ciela boli

prevedené nasledovné kroky:
e testovanie vplyvu 3 réznych tepldt na rast,
e schopnost’ tvorby biofilmu,

e testovanie antibiotickej rezistencie.
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5 POUZITY MATERIAL

5.1 Popis testovanych vzoriek

Pre prakticki cast’ tejto bakalarskej prace bolo pouzitych 14 bakteridlnych kultar
izolovanych v ramci dizerta¢nej prace Ing. Ivany Hunovej. Tieto vzorky boli izolované
z tepelne oSetrenych potravin, a to z tavenych syrov (n = 1) a masovych konzerv (n = 13).
Potravinarske vyrobky boli bud’ vyrobené na Ustave technoldgii potravin v Zline, Univerzite
obrany v Brne, kde boli vzorky nasledne nechané pri teplotach 5 °C, 25 °C a 40 °C, alebo

pochadzaju z obchodnych retazcov. Potraviny neboli d’alej oSetrené pasterizaciou.
5.2 Kaultivaéné média a roztoky
NB (Nutrient Broth)

o zloZenie: 5,0 g/l misovy pepton, 1,5 g/l hovédzi extrakt, 1,5 g/l kvasnicny extrakt,
1,5 g/l chlorid sodny

e pouzitie: vSeobecne pouziteI'né tekuté kultivaéné médium

e priprava: navaZenie 13,0 g pripravku na 1000 ml destilovanej vody, rozpustenie

a sterilizacia v autoklave pri 121 °C po dobu 15 min
PCA (Plate Count Agar)

e zloZenie: 15,0 g/l agar, 5,0 g/l enzymaticky digest kazeinu/tryptonu, 2,5 g/l
kvasni¢ny extrakt, 1,0 g/l glukéza

e pouZitie: vSeobecne pouZitelné pevné kultivacné médium

e priprava: navaZenie 23,5 g pripravku na 1000 ml destilovanej vody, rozpustenie

a sterilizécia v autoklave pri 121 °C po dobu 15 min
MHA (Mueller-Hinton agar)

e zloZenie: 17,5 g/l kysly hydrolyzat kazeinu, 17,0 g/l agar, 2,0 g/l hovidzi extrakt,
1,5 g/l skrob
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e pouZzitie: stanovenie citlivosti mikroorganizmov na antimikrobidlne latky diskovo

difiznou metdodou

e priprava: navazenie 21 g pripravku na 1000 ml destilovanej vody, rozpustenie

a sterilizacia v autoklave pri 121 °C po dobu 15 min
BHI (Brain Heart Infusion Agar)

e 7zloZenie: 12,5 g telacia mozgova suSina, 10 g protedzovy peptdén, 5 g mozgovo

srdcova susina, 5 g chlorid sodny, 2,5 g hydrogénfosforec¢nan (di)sodny, 2 g dextrdza
e pouzitie: kultivacia nutri¢ne ndro¢nejSie mikroorganizmy, biofilm

e priprava: navazenie 37,0 g pripravku na 1000 ml destilovanej vody, rozpustenie

a sterilizacia v autoklave pri 121 °C po dobu 15 mintt
Fyziologicky roztok
e pouZzitie: riedenie vzoriek na pozadované koncentracie

e priprava: navazenie 8,5 g NaCl na 1000 ml destilovanej vody, rozpustenie

a sterilizacia v autoklave pri 121 °C po dobu 15 min
5.3 Pomocky a zariadenia
e automatické jednokanalové a multikanalové pipety 10 az 1000 ul (Eppendorf)
e sterilné Spicky bez filtrov, pinzety a klicky

e laboratorne sklo: kadi¢ky, skumavky, flaSe suzadverom, odmerny valec,

Erlenmeyerova banka
e mikroskopické a podlozné sklicka
e plastové sterilné skimavky s objemom 15 ml a 50 ml
e sterilné plastové Petriho misky @ 60 mm a o 90 mm

e stojan na skimavky
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sterilna 96-jamkova mikrotitracna dosticka s vrchndkom (GAMA®)

sterilné eppendorfkové mikroskimavky a PCR mikroskumavky v stripoch

elektroforeticka vanicka, hrebienky a silikbnové tesnenie

komer¢ny izola¢ny kit DNeasy® Blood Tissue Kit 250 (QIAGEN)

komerény kit DeNovix dsDNA High Sensitivity Assay

magneticky stojan (Magic Stand-96)

nitrilové rukavice

Pristroje:

biohazard box

kahan

mikrovlnna truba (Electrolux)

chladnicka (Beko)

binokularny mikroskop (Olympus SM 44)

denzitometer (Densi-La-meter®)

laboratorna autoklava (Tuttnauer)

horizontalna elektroforeticka vana s vrchnakom multiSUB

termostat (BT 120)

termoblok Bio TDP-100 (Biosan)

VX-200 Vortex Mixer (Labnet), Biosan Vortex V-1 plus

centrifuga MiniSpin (Ependorf), Dry Block Termostat TDB-100 (Biosan)

PCR cycler Bio-Rad C1000 Thermal Cycler
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Tecan Infinite M200 PRO

Stomacher ® 400

bioreaktory RTS-1C (Biosan)

UV transluminator SynGene InGenius LHR2

zdroj jednosmerného elektrického prudu (Consort EV243)

5.4 Roztoky a chemické ¢inidla

destilovana voda

96 % etanol

krystalova violet

Lugolov roztok

safranin

agaroza (SeaKem® LE Agarose for gel electrophoresis)
forward primer FD1

reverse primer RD1

sterilna PCR voda

VWR Red Taq DNA Polymerase Master Mix

TAE pufr (tris-acetat-EDTA)

PBS pufr

Red gel (etidiumbromid) — UV vizualiza¢né fluorescencné ¢inidlo
porovnavajuci marker 100 bp DNA Ladder

magnetické Castice SPRIselect
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e antimikrobidlne disky (kapitola 5.5, tabul’ka 1)

5.5 Antimikrobne disky

U vybranych grampozitivnhych  bakteridlnych izolatov bola testovand citlivost
na antimikrobidlne latky diskovo-difuznou metdédou. Tato metdda vyuziva komercne
vyraban¢ antibiotikd v podobe papierovych diskov s priemerom 6 mm napustenych uréitym
mnozstvom antibiotika. Antibiotika vybrané pre testovanie st uvedené v tabulke 1.
Antibiotika boli zvolené na zéklade doporuc¢eného vyberu podl'a EUCAST (Eurdpsky vybor

pre testovanie antimikrobidlnej citlivosti).

Tabulka 1 Zoznam pouzitych antimikrobidlnych latok a ich koncentracie

Skupina Antimikrobialna latka | Skratka Koncentracia
antimikrobialnej (nl/disk)
latky

Amfenikoly chloramfenikol C 30

Aminoglykosidy amikacin AK 30

gentamycin HLG 120
tobramycin TOB 10
Beta-laktamy imipenem IPM 10
meropenem MRP 10
penicilin P 1 unit

Fluorochinolony ciprofloxacin CIP 5

levofloxacin LE 5
norfloxacin NX 5

Glykopeptidy vancomycin VA 10

Linkozamidy clindamycin CD 2

Makrolidy erytromycin E 5

Tetracykliny tertracyklin TE 10
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6 METODIKA

6.1 Izolacia grampozitivnych baktérii z potravin

Pre experiment boli pouzité bakteridlne kultiry izolované v ramci prebiehajuceho Studia Ing.
Ivany Hunovej. Jednotlivé kmene boli izolované bezne pouzivanymi metoédami pre izolaciu
mikroorganizmov z potravin, ato postupy ako st homogenizacia vzorku, naockovanie

suspenzie na dané zivné médium, kultivacia a od¢itanie vyrastenych kolonii.

Morfologia (velkost, farba, tvar, okraj a povrch) kolénii kmenov bola zhodnotena
vizualne po krizovom roztere. Ddélezité¢ bolo ziskat’ Cisti kulturu daného kmena, pretoze

roznorodost’ kolonii by znacila pritomnost” inych mikroorganizmov.
6.2 Identifikacia grampozitivnych baktérii

Opakovanym preockovanim izolovanych kultar pomocou kriZového rozteru na PCA agar
boli najskor ziskané Cisté kultary, ¢o bolo potvrdené Gramovym farbenim a naslednym
mikroskopovanim. Izolované grampozitivne baktérie boli nasledne identifikované pomocou

molekularnej metddy PCR a néslednou sekvenciou Casti génu 16S rRNA.
6.2.1 Gramovo farbenie

Mikroskopické zhodnotenie Cistoty kolonii bolo prevedené Gramovym farbenim. Principom
Gramovho farbenia je rozdelenie baktérii na grampozitivne a gramnegativne. To, do ktorej
skupiny patria zavisi na Struktire ich bunkovej steny a na rozdielnej reakcii a chemikaliami

pouzitymi pocas farbenia.

Prvym krokom pri Gramovom farbeni je priprava fixovaného preparatu daného kmena
a nasledna aplikacia farbiva krystalovej violeti, ktora prenikd do buniek. Roztok tohto
farbiva sa nechava posobit’ po dobu 60 sekind. Destilovanou vodou je tento roztok
splachnuty a nasledne prevrstveny Lugolovym roztokom, ktory sa tieZ nechava pdsobit’
60 sekund a potom sa z preparatu oplachne destilovanou vodou. Lugolov roztok tvori
s krystalovou violetou joédovy komplex, preto su grampozitivne baktérie stabilnejSie.
Preparat sa prevrstvi malym mnozstvom acetonu po dobu maximalne 15 sektind, ktory ho
v pripade grampozitivnych baktérii neodfarbi a naopak u grampozitivnych baktérii je
pritomna vonkaj$ia membrana, takZe udrzanie komplexu kryStalova violet-jod v tomto

pripade nie je mozné, takZze dojde k odfarbeniu. Nasleduje oplachnutie destilovanou vodou.
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Poslednym krokom je dofarbenie roztokom safraninu, ktory sa viaze na gramnegativne
baktérie. Gramovo farbenie hovori o Struktire bunkovej steny, ale blizSie informacie

k identifikacii mikroorganizmov neposkytuje.

6.2.2 Izolacia bakterialnej DNA

Izolécia bola prevedena podl'a protokolu doporu¢ené¢ho vyrobcom komeréného izolaéného

kitu DNeasy® Blood and Tissue (QIAGEN).

Pipetou bolo odobranych 2 ml 24-hodinovej bakterialnej kultury, ktora bola
prenesend do eppendorfkovej mikroskiimavky. Obsah mikroskimavky bol odstredeny
pomocou centrifigy (14500 ot./min, 2 minuty). Supernatant bol opatrne zliaty, pripadne
odpipetovany tak, aby pelet ostal neposkodeny. K peletu bolo pridanych 200 ul pufra PBS
a obsah premieSany pomocou vortexu. K resuspenovanej zmesi bolo pridanych 200 pl pufra
AL a obsah bol pat’ dokladne premiesany pomocou vortexu. Mikroskimavky so zmesou boli
vlozené na inkubaciu do termobloku a zahrievané na 56 °C po dobu 10 minit. Nasledne bolo
pridanych 200 pl 96 % etanolu. Zmes bola premieSand pomocou vortexu, potom bola
napipetovand na DNeasy Mini spinovej kolonky s membranou, ktord bola umiestnena
do 2 ml zbernej skimavky. Nésledne bola pripravené aparatira odstredena na centrifuge
(8000 ot./min, 1 minuta). Po centrifugacii bola zberna skiimavka s prietokovym roztokom
odstranend. Spinova kolona s membranou bola vloZena do novej 2 ml zbernej skimavky,
kam bolo pridanych 500 pl pufra AW1 azmes bola odstredend pomocou centrifugy
(8000 ot./min, 1 minuta). Zberna skiimavka s roztokom bola opét’ odstranena. Na kolonku
s membranou bola znova nasadend 2 ml zberna skimavka, bolo pridanych 500 ul AW2
a zmes bola opét’ odstredena (14500 ot./min, 3 minuty). Po odstredeni bola zberna skimavka
s prietokovym roztokom odstranena. Pod spinovu kolonku s membranou bola umiestnena
2 ml mikrocentrifuga¢na skiimavka, kde bola izolovana DNA eluovana do pridanim 200 pl
pufra AE do stredu kolonky. Koldnka s vzorkou bola inkubovand pri laboratornej teplote
pocas 10 mintt a nakoniec opét’ odstredena pomocou centrifugy (8000 ot./min, 1 minuta).
Vzorka s DNA bola presunuta do sterilnej 2 ml eppendortkovej mikroskimavky (DNeasy
Blood and Tissue Kits for DNA Isolation, 2024).

6.2.3 Kontrola koncentracie a Cistoty izolovanej DNA

Kontrola koncentracie a Cistoty izolovanej DNA bola zistend pomocou spektrofotometru

Tecan Infinite M200 PRO. Najskor bolo na spektrofotometrickti dosticku napipetovanych
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2 pl eluéného pufra AE (blank) a bola zmerand absorbancia. Dosticka bola poriadne o€istena
etanolom andsledne na fiu bolo napipetovanych 2 pl vzorky. Takto bola zmerana
absorbancia vzoriek v porovnani s blankom. Absorbancia bola merana pri vlnovej dizke

260 a 280 nm.

6.2.4 Polymerazova ret’azova reakcia

Pre amplifikaciu Specifického tiseku DNA — génu 16S rRNA — bola prevedena PCR, pricom
ako templatova DNA bola pouzita izolovana bakteridlna DNA (z kapitoly 6.4). Tymto

sposobom bol ziskany PCR produkt, ktory nasledne sluzil na d’alSiu analyzu.

Podl'a odporucenia vyrobcu bol v PCR boxe pripraveny master mix, ktory obsahoval
pre 1 reakénu zmes s celkovym objemom 25 pl 12,5 pl uz predpripraveného master mixu
(VWR Red Tag DNA Polymerase Master mix), 0,5 pl primeru FD1 a 0,5 pl primeru
RDI, 10,5 pl PCR vody. VSetky komponenty boli dokladne premieSané pomocou vortexu.
Do sterilnych 0,2 ml mikroskimaviek bolo napipetovanych 24 pl master mixu a nasledne
1 pl templatovej DNA. Pre negativnu kontrolu bol pouzity len master mix, bez templatovej

DNA.

Vzorky boli odstredené pomocou mikrocentrifigy a umiestnené do PCR

termocyklera. Nasledne bol nastaveny PCR program. Priebeh PCR je uvedeny v tabulke 2.

Tabul’ka 2 Program pre amplifikaciu DNA pre sekvenciu génu pre 16S rRNA

Féaza cyklu Teplota [°C] Cas [s]
Pociato¢na denaturacia 95 180
Denaturacia 95 30
Annealing primerov 63 30
Elongacia 72 90
Zaverecna extenzia 72 360
Chladenie 4 neobmedzene

6.2.5 Vizualizacia DNA

Na vizualizaciu PCR amplifikovaného produktu z predchédzajuceho kroku (kapitola 6.5)

bola pouzita agar6zova horizontalna elektroforéza.
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PCR amplifikovany produkt bol detekovany na 1,5 % agar6zovom gély, ktory bol
pripraveny navazenim 3,75 g agarézy do Erlenmayerovej banky a pridanim 250 ml pufra
TAE. Po rozpusteni agarozy v pufre bola Erlenmayerova banka vlozena do mikrovinnej
truby, kde bol roztok agar6zy rozvareny. Po vychladnuti agar6zového roztoku na cca 60 °C,
bolo pridanych 5 kvapiek vizualizacného flourescen¢ného farbiva Gel-Red (etidiumbromid),

ktoré bolo v roztoku poriadne rozmieSané.

Pripraveny agar6zovy roztok bol naliaty do predpripravenej elektroforézovej vanicky
s umiestnenymi hrebienkami pre pozadované mnozstvo jamiek a nechany pri laboratornej
teplote do stuhnutia. Po stuhnuti boli z gélu odstrdnené hrebienky a gél bol vlozeny
do elekroforézovej nadoby s pufrom TAE tak, aby bol v iom cely gél ponoreny. Na zaistenie
migrécie zaporne nabitej DNA ku kladne nabitej andde, boli jamky umiestnené k zaporne
nabitej katdde. Do prvej a poslednej jamky boli napipetované 3 pl porovnavacieho markeru
(100 bp DNA Ladder) a do ostatnych bolo napipetovanych 5 pl analyzovanej vzorky vratane
negativnej kontroly — bez analyzovanej DNA. Po naneseni vSetkych vzoriek bola
elektroforézova nadoba prikrytd vieCkom. Nachystand elektroforetickd aparatira bola

pripojend k zdroju jednosmerného elektrického pridu s napdtim 90 V s trvanim 60 minut.

Po dokoncenej separacii vzoriek bol zdroj pradu odpojeny a gél s vanickou bol
vytiahnuty z nddoby. DNA amplikony boli vizualizované pomocou UV transluminatora

SynGene.

6.2.6 Purifikacia DNA

Amplifikované DNA tseky ziskané pomocou PCR boli nasledne o€istené — purifikované,
aby sa zvysila ich Cistota. Tymto procesom boli odstranené pripadné neSpecifické produkty
a zvy$né PCR komponenty (primery, nenaviazané oligonukleotidy). Na purifikaciu DNA

bol pouzity roztok obsahujici magnetické Castice SPRIselect.

Na sterilni 96-jamkovli mikrotitraénti dosticku bolo multikandlovou pipetou
napipetovanych 20 ul vzorky a 16 pl roztoku s magnetickymi casticami. Mikrotitratna
dosti¢ka bola polozena na magneticky stojan Magic Stand-96 a nechana pri laboratornej
teplote priblizne 10 minit. Magnetické Castice s DNA boli naviazané na magnet stojanu
a opatrne bol odpipetovany supernatant (ast bez DNA). Nasledovne bolo do kazdej jamky
s naviazanou DNA napipetovanych 180 pul nedenaturovaného 85 % etanolu. Mikrotitracna

dosticka bola opét’ ponechana pri laboratornej teplote na 10 mintt. Potom bol etanol opatrne
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odpipetovany, aby nedoslo k poruseniu DNA naviazanej na magnete. Prebytok etanolu bol
odpareny v termobloku pri 65 °C po dobu 5 minat. Po odpareni etanolu bolo pridanych
do kazdej jamky 30 pl sterilnej PCR vody na eliciu DNA a mikrotitracna dosti¢ka bola
znova polozené na magenticky stojan, dokial’ nebola kvapalina v jamkach Gplne &ira. Cira

kvapalina s DNA bola odpipetovand do sterilnych PCR mikroskumaviek.

Obrazok 1 Purifikacia DNA pomocou SPRIselect

6.2.7 Kontrola koncentracie purifikovanej DNA

Po purifikacii DNA bola prevedend kontrola koncentracie pomocou kitu od DeNovix.
Pracovny roztok bol pripraveny zmieSanim 30 ml pufra s 30 pl fluorescencného farbiva.

Na 1 vzorku bolo potrebnych 190 ul pracovného roztoku a 2 pul purifikovanej DNA.

6.2.8 Identifikacia izolovanych mikroorganizmov sekvenciou génu pre 16S rRNA,

uprava chromatogramov

Purifikované vzorky DNA boli poslané na sekvenciu génu pre 16S rRNA do firmy SEQme
s.r.0. (Dobftis). Ziskané chromatogramy boli upravené v pomocou DNA Baser Assembles
do formatu FASTA anasledne porovnané s najpodobnejSimi znamymi sekvenciami
z medzinarodnej databazy sekvencii U.S. National Library of Medicine pomocou softwaru

BLAST®, ktory je bezplatny na adrese https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.
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6.3 Charakterizacia grampozitivnych baktérii

Izolované a identifikované grampozitivne baktérie boli d’alej pouzité v rade experimentov
s cielom testovat’ ich vlastnosti. Bol testovany rast vybranych grampozitivnych baktérii

pri rdznych teplotach, schopnost’ tvorby biofilmu a rezistencia na antibioticka.

6.3.1 Testovanie rastu grampozitivnych baktérii pri réznych teplotnych

podmienkach

Rast vybranych izolovanych kmeniov bol testovany pri teplotach 25 °C, 30 °C a 40 °C.
Kultivacia prebiehala v osobnych bioreaktoroch RTS-1C (Biosan). Inkubéacia jednotlivych
mikroorganizmov bola cca 48 hodin, v zavislosti od rastu. Postup analyzy bol prevedeny

podl'a odporucenia vyrobcu bioreaktorov RTS-1C (Biosan).

Vybrané izolaty boli pomnozené v NB bujone. Po 24-hodinovej kultivacii bolo
odobrané urcité mnozstvo bakteridlnej suspenzie z NB bujonu do fyziologického roztoku
tak, aby vysledny zdkal merany denzimetrom odpovedal hodnote 0,5 podl'a McFarlanda.
Do 50 ml sterilnej plastovej skiimavky bolo napipetovanych 30 ml NB bujénu a pridanych
50 pl bakteridlnej suspenzie vo fyziologickom roztoku. Naplnené skumavky boli zatvorené

vrchnakom, ktory bol dokladne dotiahnuty, aby nedoslo k vyliatiu obsahu skimavky.

Skumavky boli vlozené na kultivaciu do bioreaktorov RTS-1C (Biosan) na priblizne

48 hodin. Nastavené parametre st v tabul'ke 3.

Tabul’ka 3 Nastavené parametre bioreaktoru RTS-1C (Biosan)

Parameter

Teplota kultivacie [°C] 25/30/40
Pocet otacok RPM [ot./min] 2000
Interval merania [min] 30
Frekvencia reverznych otacok [s™] 1
Objem vzorky [ml] 30

Vyhodnotenie rastu bolo podla ziskanych dat zostavenim rastovych kriviek zavislosti

optickej hustoty kultiry (OD) pri vinovej dizke 850 nm na &ase (t) v zavislosti na teplote.
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6.3.2 Testovanie schopnosti tvorby biofilmu Christensenovou metéodou

Schopnost’ tvorby biofilmu bola analyzovand u grampozitivnych izolatov pomocou

modifikovanej Cristensenovej metody s 96-jamkovou mikrotitracnou dostickou.

Bakterialne izolaty boli pomnozené v bujone a kultivované pri 37 °C na 24 hodin.
Potom bola pripravena suspenzia s fyziologickym roztokom na hodnotu 1,0 podla
McFarlanda. Do jamiek mikrotitra¢nej dosticky bolo pipetovanych vzdy 10 pl bakteridlnej
suspenzie vo fyziologickom roztoku a 200 pl BHI bujonu. Prvé dva riadky a stipce
obsahovali len bujon a sluzili ako negativna kontrola. Jednej vzorke vzdy patrili 3 jamky
pod sebou. Schéma obsahu mikrotitratnej dosticky je zndzornend na obrazku 2.
Mikrotitracna dosticka bola prekrytd vrchnakom a inkubolava sa pri 30 °C po dobu 48 hodin.
(Pleva et al., 2021)
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Obrazok 2 Schéma obsahu mikrotitracnej dosticky

Po ukonceni doby kultivacie bol obsah mikrodosti¢ky vyliaty do odpadnej nadoby a 3-krat
opatrne premyty destilovanou vodou. ZvySok vody bol jemne vyklepany na filtra¢ny papier.
Potom bolo do kazdej jamky napipetovanych 200 ul krystalovej violeti a mikrotitracna
dosticka bola ponechana na inkubdaciu pri laboratornej teplote pocas 20 minut. Nasledne bol
obsah znova odstraneni premytim destilovanou vodou a ponechany na vysuSenie.
Po vysuseni bolo do mikrotitra¢nej dosticky napipetovanych 200 pl 96 % etanolu, ktory bol
ponechany po dobru 15 minut, aby sa vypudilo prevySujuce farbivo. Nakoniec bol etanol

z mikrodosticky odstraneny. (Pleva et al., 2021)

Absorbancia bola merand pomocou spektrofotometru Tecan Infinite M200 PRO

pri vinovej dizke 595 nm a ako blank bol pouzity BHI bujon bez mikroorganismu.
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Pri interpretacii vysledkov boli z absorbancii negativnych kontrol a absorbancii
vzoriek vypocitané priemery absorbancii. Od¢itanim priemernej hodnoty absorbancie
vzorky od priemernej hodnoty absorbancie negativnej kontroly bola vypocitana vysledna
hodnota absorbancie (As9s). Hranicna hodnota pre biofilm-pozitivitu — cut-off value (CV) —
bola urena ako sucet trojndsobku smerodajnej odchylky negativnej kontroly a jej

priemernej absorbancie. (Pleva et al., 2021)

Ziskané vysledky jednotlivych testovanych izolatov boli rozdelené do troch skupin

podrla stanovenej hrani¢nej hodnoty:
e kmen netvoriaci biofilm: Asos < CV,
e kmei slabo tvoriaci biofilm: CV < Asgs <2 CV,
e kmei silno tvoriaci biofilm: Asos >2 CV.

6.3.3 Testovanie rezistencie na antibiotika diskovo difiiznou metédou

Izolaty boli analyzované na rezistenciu voci 14 vybranym antimikrébnym latkam pomocou
fenotypového skriningu, ktory sa uskutoc¢nil diskovo difiznou metédou. Pouzité antibiotické
latky boli amikacin, ciprofloxacin, clindamycin, erythromycin, gentamycin, chloramfenikol,
imipenem, levofloxacin, meropenem, norfloxacin, penicilin, tetracyklin, tobramycin
a vankomycin. Pre lepSiu prehl'adnost’ st v tabulke 1 rozdelené do skupin. Pracovalo sa
v sulade so Standardizovanymi pokynmi EUCAST (Europan Committee on Antimicrobial

Susceptibility Testing); (EUCAST, 2024).

Bakteridlne kultiry boli pomnoZené v NB bujone a kultivované po dobu 24 hodin.
Na Petriho misky s priemerom 90 mm bolo nanesenych priblizne 20 ml MHA agaru.
Po zatuhnuti MHA agaru bolo na misku napipetovanych a rozotretych 200 pl bakteridlnej
kultary vo fyziologickom roztoku, ktora odpovedala hodnote 0,5 podl'a McFarlanda.
Nésledne bolo na jednu misku sterilnou ihlou opatrne vloZenych 5 rdoznych antibiotik
v podobe papierovych diskov s priemerom 6 mm (kapitola 5.5, tabul’ka 1). Zaockované

Petriho misky s papierovymi diskami boli kultivované pri 37 °C po dobu 20 + 2 hodin.

Po skoncCeni kultivacie bola, v porovnani stmavym pozadim, stanovena citlivost

kazdého 1zolatu pre kazda antimikrébnu latku meranim inhibi€nych z6n vzniknuta okolo
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antibiotickych diskov (v mm). Citlivost’ na testované antibiotikd bola hodnotena na zéklade

referencnych limitnych hodnoét stanovenych metodikou EUCAST (EUCAST, 2024).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 45

7 VYSLEDKY

7.1 Identifikacia bakterialnych izolatov sekvenciou 16S rRNA

U izolovanych bakteridlnych kmetniov bola prevedend identifikdcia na Urovni druhu
pomocou metddy sekvencie génu pre 16S rRNA, ktord je popisana v kapitole 6.2.8.
V tabul’ke 4 st zaznamenané identifikované bakteridlne kmene s hodnotami zhody

v percentach.

Tabul'ka 4 Vysledky identifikacie baktérii sekvenciou génu pre 16S rRNA

Kdéd vzorky | Identifikovana baktéria Zhoda [%]
E3 Bacillus amyloliquefaciens 98,4
Al Bacillus cereus 99,6
L3 Bacillus pumilus 98,3
L4 Bacillus siamensis 98,2
W1 Bacillus velezensis 99,9
X1 Bacillus velezensis 99,6
Bl Cytobacillus horneckiae 99,6
H2 Cytobacillus horneckiae 94,7
Ol Cytobacillus horneckiae 96,0
R1 Cytobacillus horneckiae 96,8
B3 Lysinibacillus fusiformis 91,3
N2 Lysinibacillus fusiformis 98,8
Cs Paenibacillus glucanolyticus 98,2
ES Peribacillus simplex 97,2

Sekvenciou génov pre 16S rRNA bolo identifikovanych celkom 14 grampozitivnych
kmenov, medzi ktoré patrili zdstupcovia rodov Bacillus (B. amyloliquefaciens, B. cereus, B.
pumilus, B. siamensis, B. velezensis), Cytobacillus (C. horneckiae), Lysinibacillus (L.

fusiformis), Peanibacillus (P. glucanolyticus) a rodu Peribacillus (Pe. simplex).
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7.2 Testovanie rastu grampozitivhych baktérii pri réznych teplotnych

podmienkach

Testovanie rastu grampozitivnych bakteridlnych izolatov bolo sledované pri teplotach 25 °C,
30 °C a 45 °C. U kazdej teploty bolo meranie prevedené 2-krat a pre vysledné vyhodnotenie
boli hodnoty spriemerované. Vyhodnotenie rastu bakterialnych kmenov pri danych teplotach
bolo prevedené zo ziskanych dat, ktoré boli spracované zostavenim grafov rastovych kriviek.
Grafy znazornuju zéavislost optickej denzity (ODsgso) na case (t). Postup metddy je
zaznamenany v kapitole 6.3.1. Na obrazkoch 3 — 11 st zobrazené jednotlivé rastové krivky
testovanych bakteridlnych izolatov. Analyze bolo podrobenych celkovo 9 izolovanych
vzoriek. 8 znich pochddzalo z misovych konzerv, ato Bacillus amyloliquefaciens E3,
Bacillus cereus Al, Bacillus pumilus L3, Bacillus siamensis X1, Cytobacillus horneckiae
B1, Paenibacillus glucanolyticus C5 a Peribacillus simplex ES; Lysinibacillus fusiformis N2

bol izolovany z taveného syra.
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Obrazok 3 Rast Bacillus amyloliquefaciens E3 pri rdznych teplotach

Na obrazku 3 je mozné vidiet rastovi krivku kmena Bacillus amyloliquefaciens E3
izolovaného z mésovej konzervy. Z grafu je zrejmé, Ze so stipajlicou teplotou kultivacie
klesala doba lag fazy. Lag faza pri teplote 25 °C trvala 12 hodin, pri 30 °C trvala 6,5 hodin
a pri 45 °C trvala len 3,5 hodiny. Logaritmicka faza rastu pri teplote 25 °C trvala 8,5 hodin
a opticka denzita (OD) stupla az na hodnotu 2,38. Pri teplote 30 °C bola exponencialna faza
najdlhsia, trvala az 9,5 hodin ana jej konci dosiahla hodnota OD 2,5. NajkratSiu
logaritmicku fazu bolo moZné spozorovat’ pri teplote 45 °C, kedy jej dizka bola len

5,5 hodiny. Optickd hustota dosiahnuta na konci log faze bola 1,13.
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Obrazok 4 Rast Bacillus cereus Al pri roznych teplotach

Rastova krivka Bacillus cereus Al je zaznamenana na obrazku 4. Pri teplote 25 °C bola lag
faza B. cereus dlhd 8 hodin a exponencialna faza 8,8 hodin. Pri kultiva¢nej teplote 30 °C
bola za 5 hodin dovfSena lag fdza a potom za 7 hodin exponencidlna faza. NajkratSia
logaritmickd faza bola pri teplote 45 °C s trvanim len 3 hodin, pricom lag faza presla
za 5,5 hodin. NajvysSia zaznamenana hodnota optickej denzity bola 3,3 ato pri teplote
25 °C; maximalna OD pri teplote 30 °C bola len o mélo nizsia — 3,2 — a pri 45 °C hodnota
OD stupla do maxima 1,755.
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Obrazok 5 Rast Bacillus pumilus L3 pri rdznych teplotach

Obrézok 5 ukazuje rastovu krivku izolatu Bacillus pumilus 1.3. Z grafu je vidiet, Ze rastucou
teplotou kultivacie klesala dizka lag fazy, ktora bola pri teplote 25 °C dlha 11,5 hodin,
pri 30 °C 5,5 hodin a pri 45 °C trvala len 3 hodiny. Taktiez so stipajucou teplotou klesala aj
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dizka log fazy. Pri kultivagnej teplote 25 °C bol koniec exponencialnej fazy po 12 hodinach,
pri 30 °C po 9,5 hodinach a pri 45 °C po 8,5 hodinach od konca lag fazy. Maximélna OD
bola 3,22 pri teplote 30 °C.
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Obrazok 6 Rast Bacillus siamensis L4 pri rdznych teplotach

Na rastovej krivke Bacillus siamensis L4 (obrazok 6) je mozné vidiet 12,5-hodinovu lag
fazu pri teplote 25 °C a po nej 13,5-hodinovi exponencidlnu fazu s maximalnou hodnotou
OD 3,255 a 8-hodinovu lag fazu a 10-hodinovu log fazu pri teplote 30 °C s najvysSou
nameranou optickou denzitou 3,27. VysSie teplotné podmienky kultivacie — 45 °C —
vykazuju znizenie trvania lag fazy na 5 hodin a log fazy na 6,5 hodiny. Pri teplote 45 °C

doslo k zaznamenaniu hodnoty OD 1,8.
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Obrazok 7 Rast Bacillus velezensis X1 pri roznych teplotach
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Z obrazku 7 je zrejmé, zZe pre Bacillus velezensis X1 je optimalna rastova teplota 30 °C,
pretoze po 8 hodinach lag fize a5 hodinach exponencialnej fdze bola zaznamenana
najvyssia hodnota OD 1,88. Pri teplote niz$ej — 25 °C — bola lag fiza predizena
na 12,5 hodiny, pri¢om ku konci log faze doslo po 19 hodindch od zaciatku kultivacie.

Teplota 45 °C vykazuje koniec lag faze po 4,5 hodindch a po d’alSich 10 hodinach aj faze

logaritmicke;.
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Obrazok 8 Rast Cytobacillus horneckiae B1 pri roznych teplotach

Na obrazku 8 je mozné pozorovat rastova krivku Cytobacillus horneckiae B1. Vyplyva, ze
najdlhSia lag faza bola pri teplote 25 °C s 11-hodinovym trvanim. Po 27,5 hodinach bol
dosiahnuty koniec logaritmickej fazy snajvy$§im maximom OD 3,5. C. horneckiae
pri teplotach 30 °C a 45 °C vykazoval rovnako dlhu lag fazu s trvanim 7,5 hodin, ale
pri 30 °C bola exponencialna faza dlha 18 hodin a pri teplote 45 °C len 5,5 hodin.
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Obrazok 9 Rast Lysinibacillus fusiformis N2 pri rdznych teplotach

Rastova krivka Lysinibacillus fusiformis N2 je na obrazku 9. Najintenzivnejsi rast je mozné
pozorovat’ pri teplote 25 °C, kedy lag faza mala dizku 7,5 hodin a po jej skonéeni nasledovala
logaritmicka faza s trvanim 8,5 hodin. Vo vrchole dosiahla optickd denzita maximalnu
hodnotu 4,01. Kultivacna teplota 30 °C zrychlila lag fazu s trvanim 6 hodin, po ktore;j
nasledovala 4-hodinova exponencidlna faza. Pri teplote 45 °C L. fusiformis vykazoval
najdlhsiu lag fazu, ktora trvala 8 hodin a po nej pokradovala exponencialna faza s dizkou

5 hodin.
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Obrazok 10 Rast Paenibacillus glucanolyticus CS5 pri rdznych teplotach

Obrazok 10 znazoriiuje rastovl krivku kmena Paenibacillus glucanolyticus C5. Vyplyva, ze
s klesajucou teplotou kultivacie sa predlzuje lag faza, zatial' ¢o maximalna opticka denzita

pocas logaritmickej fazy réstla s klesajiicou teplotou. Najvyssia zaznamenana hodnota OD
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bola 2,87 pri teplote 25 °C, pricom lag faza trvala az 12,5 hodin a log fadza 11,5 hodin.
Pri teplote 30 °C bola dizka lag fazy 8 hodin a dizka log fazy 10,5 hodin. Taktiez aj

pri teplote 45 °C lag faza trvala 8 hodin, ale exponencialna len 4,5 hodiny.
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Obrazok 11 Rast Peribacillus simplex ES pri roznych teplotach

Na rastovej krivke kmena Peribacillus simplex ES (obrazok 11) je mozné pri teplote 25 °C
pozorovat’ po 8,5-hodinovej lag fdze exponencidlnu fazu s trvanim 14,5 hodin. Pri tejto
teplote bola namerana najvyssia hodnota OD 3,9 a to v 33. hodine kultivécie. Pri teplote
30 °C bola lag faza kratSia, s trvanim 6,5 hodin, a exponencidlna faza trvala priblizne
17 hodin. Pri teplote 45 °C bola lag fdza podobne dlha ako pri 25 °C, ale log faza naopak

trvala len 5,5 hodin.
7.2.1 Zhrnutie testovania rastu vybranych grampozitivhych baktérii

Pri kultivacnej teplote 45 °C boli zaznamenané najkratSie doby lag faze, pricom tUplne
najkratSie trvala len 3 hodiny u Bacillus pumilus L3. U kmena Bacillus amyloliquefaciens
E3 bola zistena dizka lag faze 3,5 hodiny a u Bacillus velezensis X1 4.5 hodiny. Najdlhsou
lag fazou bol charakteristicky Paenibacillus glucanoliticus CS5 s trvanim 13,5 hodin

pri teplote 25 °C.

Najkratsia logaritmicka faza bola zistena u Bacillus cereus Al a trvanim len 3 hodiny
pri teplote 45 °C. Naopak najdlhSia pozorovana exponencialna faza bola pri 25 °C
u Cytobacillus horneckiae B1, kedy dosiahla vrchol az po 38,5 hodine od zaciatku

kultivacie.
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Najvyssia hodnota optickej denzity bola 4,01 a vykazoval ju kmen Lysinibacillus
fusiformis N2 pri kultivacnej teplote 25 °C a potom hodnota OD 3,9 u Peribacillus simplex
ES, ktoru dosiahol pri teplote 25 °C v 33. hodine kultivacie. U rodu Bacillus to bola hodnota
3,3 u kmena B. cereus Al pri 25 °C, 3,27 u B. siamensis L4 pri 30 °C a 3,22 u B. pumilus
taktiez pri 30 °C.

7.3 Testovanie schopnosti tvorby biofilmu

Testovanie schopnosti tvorby biofilmu modifikovanou Christensenovou metédou v BHI
bujone je blizSie popisana v kapitole 6.3.2. Hrani¢na hodnota CV rozdelujuca biofilm-
pozitivitu a biofilm-negativitu bola ur¢ena ako 0,3102. Na zaklade porovnania hodnoty CV
s absorbanciou vzoriek (Asos) boli kmene rozdelené podl'a schopnosti tvorby biofilmu

do 3 kategorii, ktoré st v tabul’ke 5.

Tabul’ka 5 Limitné hodnoty pre kategorie tvorby biofilmu testovanych izolatov

Kategoria A ()

Biofilm netvoriace 0-0,310

Biofilm slabo tvoriace 0,310 - 0,621

Biofilm silno tvoriace >0,621

Zo 14 testovanych kmenov, vySlo 78,57 % (n = 11) biofilm-pozitivnych a ostatné ako
biofilm-negativne (n = 3). Silna tvorba biofilmu bola pozorovana u vSetkych biofilm
tvoriacich kmenov, konkrétne u B. amyloliquefaciens E3, B. pumilus L3, B. siamensis L4,
B. velezensis X1 a W1, C. horneckiae H2, O1 aR1, L. fusiformis N2, Paenibacillus
glucanolyticus C5 a Peribacillus simplex ES. K biofilm netvoriacim kmefiom boli zaradené
B. cereus Al, C. horneckiae B1 alL. fusiformis B3. Odchylky mo6zu byt spOsobené
nedostatocnym nanesenim kultiry alebo z dovodu pripadnej kontaminacie. V tabulke 6
ana obrazku 12 je vyhodnotena schopnost tvorby biofilmu jednotlivych bakteridlnych

izolatov pre lepSiu predstavu.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 53

Tabul'ka 6 Vyhodnotenie schopnosti tvorby biofilmu u testovanych izolatov

Vzorka | Izolat A (-)
E3 Bacillus amyloliquefaciens
Al Bacillus cereus

L3 Bacillus pumilus

L4 Bacillus siamensis

X1 Bacillus velezensis

Wl Bacillus velezensis

Bl Cytobacillus horneckiae

H2 Cytobacillus horneckiae

Ol Cytobacillus horneckiae

R1 Cytobacillus horneckiae

B3 Lysinibacillus fusiformis

N2 Lysinibacillus fusiformis

C5 Paenibacillus glucanolyticus
E5 Peribacillus simplex

* spektrofotometer Tecan Infinite M200 PRO dokéze zmerat’ najvysSiu hodnotu OD

4, hodnota u B. velezensis X1 bola vysSia, takze ju pristroj nezaznamenal
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Obrazok 12 Schopnost’ tvorby biofilmu u testovanych kmenov
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7.4 Testovanie rezistencie na antibiotika diskovo difuznou metodou

Citlivost’ k 14 vybranym antimikrobnym latkam bola testovana u bakteridlnych izolatov
diskovo difiznou metéodou podl'a EUCAST (2024) u vSetkych 14 vySetrovanych kmenov.
Postup metddy testovania je v kapitole 6.3.3. Hodnotenie bolo na zékladne priemerov
inhibi¢nych zoén, ktoré su pre lepSiu predstavu na obrazku 3. Hodnoty boli porovnané
s referenénymi limitmi stanovenymi metodikou EUCAST (2024) pre Bacillus spp..
Pre zastupcov rodov Cytobacillus, Lysinibacillus, Paenibacillus a Peribacillus boli tiez
pouzité referen¢né limitné¢ hodnoty pre Bacillus spp. z dovodu fylogenetickej podobnosti.
Zhrnutie je na obrazku 13, kedy u kazdého testovaného kmena je zobrazené mnozstvo
antibiotik, ku ktorému je dany kmen citlivy, intermediarny a rezistentny. VSetky testované

kmene, antimikrobne latky a vysledky su v tabulke 7.

Obrazok 13 Testovanie antimikrobnej rezistencie diskovo difiznou metédou

7.4.1 Antibioticka rezistencia u Bacillus spp.

Testovanie antibiotickej rezistencie prebehlo celkovo u 6 zastupcov rodu Bacillus (tabul’ka

5). VSetky testované kmene vykazovali vysoku rezistenciu voci antibiotiku penicilin.

Rezistencia voc¢i skupine linkozamidov, konkrétne u clindamycinu, bola zistena
ukmeniov B. pumilus a B. siamensis. B. cereus bol okrem spominaného penicilinu
rezistentny aj na d’alSie 3 antimikrobne latky a to na imipenem, ciprofloxacin a levofloxacin.
Izolaty B. velezensis W1 a X1 sa liSili v citlivosti na skupinu makrolidov, konkrétne

na erytromycin. B. velezensis W1 vysiel ako rezistentny a izolat X1 ako citlivy.
7.4.2 Antibioticka rezistencia u Cytobacillus horneckiae

Na antibiotickl rezistenciu boli testované vsetky izolaty Cytobacillus horneckiae — B1, H2,
Ol aR1 — avysledky boli rovnaké. Tieto izolaty vykazovali rezistenciu na penicilin,

clindamycin a erytromycin. Vysledky st v tabul’ke 5.
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7.4.3 Antibioticka rezistencia u Lysinibacillus fusiformis

U Lysinibacillus fusiformis B3 a L. fusiformis N2 avSak vysli niektoré vysledky rezistencie
rozdielne, ale oba vykazovali rezistenciu voci penicilinu a erytromycinu (tabulka 5).
L. fusiformis B3, ktory bol izolovany z mésovej konzervy vysiel rezistentny na amikacin,
imipenem, vancomycin, clindamycin a tetramycin. Na rozdiel od izolatu B3, L. fusiformis

N2, izolovany z taveného syra, vykazoval naviac rezistenciu na meropenem a ciprofloxacin.
7.4.4 Antibioticka rezistencia u Paenibacillus glucanolyticus a Peribacillus simplex

Kmen identifikovany ako Paenibacillus glucanolyticus C5 bola zistend rezistencia na
penicilin a clindamycin. Na iné testované antimikrobne latky tento kmen rezistenciu

nevykazoval (tabul’ka 5).

Peribacillus simplex ES, tak ako aj ostatné testované kmene, vykazoval rezistenciu

na penicilin. Okrem toho rezistencia vysla aj u levofloxacinu zo skupiny fluorochinilonov.

Antibiotikum

E3 Al L3 L4 Wi X1 Bl HZ 01 RL BX M2 C5

Testowany kmen

Radal = FReda? mAada3

Obrazok 14 Vyhodnotenie pdsobenia antibiotik na testované kmene

Legenda: E3 — Bacillus amyloliquefaciens, A1 — B. cereus, L3 — B. pumilus, L4 — B.
siamensis, W1 — B. velezensis, X1 — B. velezensis, B1 — Cytobacillus horneckiae, H2 — C.
horneckiae, O1 — C. horneckiae, R1 — C. horneckiae, B3 — Lysinibacillus fusiformis, N2 —

L. fusiformis, C5 — Paenibacillus glucanolyticus, ES — Peribacillus simplex
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Tabul’ka 7 Antibioticka rezistencia u vybranych bakteridlnych kmenov
Vzorka | Izolat C AK | HLG | TOB | IPM | MRP | P CIP |[LE [NX |[VA ([CD |E TE
E3 Bacillus amyloliquefaciens
Al Bacillus cereus
L3 Bacillus pumilus
L4 Bacillus siamensis
W1 Bacillus velezensis
X1 Bacillus velezensis
Bl Cytobacillus horneckiae
H2 Cytobacillus horneckiae
0] Cytobacillus horneckiae
R1 Cytobacillus horneckiae
B3 Lysinibacillus fusiformis
N2 Lysinibacillus fusiformis
C5 Paenibacillus glucanolyticus
E5 Peribacillus simplex

Legenda: C — citlivy, R — rezistentny, [ — intermedidrny (citlivy, zvySend expozicia); C — chloramfenikol, AK — amikacin, HLG — gentamycin,

TOB — tobramycin, IPM — imipenem, MRP — meropenem, P — penicilin, CIP — ciprofloxacin, LE — levofloxacin, NX — norfloxacin, VA —

vankomycin, CD — clindamycin, E — erythromycin, TE - tetramycin
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8 DISKUSIA

V ramci tejto bakalarskej prace boli charakterizované grampozitivne baktérie izolované

z potravin, ktoré nepodporuju ich rast.
8.1 Izolacia a identifikacia kmenov

Z misovych konzerv ataveného syra boli vramci experimentu izolované jednotlivé
bakteridlne kmene rodov Bacillus, Cytobacillus, Lysinibacillus, Paenibacillus
a Peribacillus. Vzhl'adom na to, Ze vac¢Sina z izolovanych kmenov su vSadepritomné,

dokazeme predpokladat’ ich vyskyt aj v potravinach.

Z oboch typov potravin boli izolované podmienene patogénne mikroorganizmy —
Bacillus cereus z misove] konzervy a Lysinibacillus fusiformis z misovej konzervy
a taveného syra. Vzhl'adom na patogenitu B. cereus modze dochadzat’ k otravam jedlom,
ktoré sa mozu prejavit dvomi sposobmi v zavislosti od typu toxinu, ktory dany kmeil
produkuje (Jovanovic et al., 2021). Podla Studie Morioka et al. (2021) je mozné
predpokladat’, ze L. fusiformis sposobuje tropické vredy.

Viaceré kmene maju vyuzitie v pol'nohospodarstve a environmentalnej oblasti, ale
treba s nimi zachédzat’ opatrne, lebo mézu sposobovat’ horucky alebo problémy s traviacim
traktom — bolesti brucha, hnacky. Medzi podmienene rizikové kmene patri napr. B. pumilus,
ktory mozZe spoOsobit’ aj alergické reakcie (LYPHAR, 2024), B. velezensis (Zhong et al.,
2024), Paenibacillus glucanolyticus, kedy bol zaznamenany pripad infekcie (endokarditida)

zo srdcového pristroja (Ferrand et al., 2013)

Medzi nerizikové kmene s vyuZitim v pol'nohospodarstve je mozné zaradit B.
siamensis, B. amyloliquefaciens (Li et al., 2024) a Peribacillus simplex (Manetsberger et al.,
2023). Cytobacillus horneckiae je baktéria izolovand z Cistych priestorov pre montaz

kozmickych lodi, ale jej G€inky na I'udské zdravie nie su zndme (NTRS, 2010).

8.2 Rast kmeiiov pri roznych teplotach

Pri testovani vplyvu 3 roznych tepl6t na vybranych zastupcov rodov Bacillus, Cytobacillus,
Lysinibacillus, Paenibacillus a Peribacillus bolo zistené, ze vSetky testované kmene rastli

dobre v teplotnom rozmedzi 25 — 45 °C.
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Stadie Logan a De Vos (2015) sa zaoberal rodom Bacillus a od neho odvodenych rodov
ado ich S§tadie zahrnuli aj teplotné podmienky rastu tychto mikroorganizmov.
B. amyloliquefaciens najlepSie rastie pri teplotach 17 — 35 °C, ale nie pri 5 °C ani 50 °C.
Z obrazku 3 je mozné vidiet,, ze rastie aj pri teplote vyssej (45 °C) ako uvadza Logan a De
Vos (2015). U B. cereus bola pozorovand vel'mi dobrd schopnost’ rastu pri vSetkych
3 testovanych teplotach. Je charakteristicky rastom pri miniméalne 10 — 20 °C a maximalne
pri 40 — 45 °C, ale jeho optimum rastu je pri teplote 37 °C (Logan a De Vos, 2015). Rast B.
pumilus bol taktiez vel'mi dobry pri vSetkych testovanych teplotach a Studie Logan a De Vos
(2015) uvadzaju, ze rastie minimalne pri teplote > 5 — 15 °C a maximalne pri 40 — 50 °C.
Lysinibacillus fusiformis ma optimalne rozmedzie teplot na rast 17 — 35 °C a nerastie
pri 5 °C ani pri 50 °C (Logan a De Vos, 2015), ale slusne rastol aj pri teplote 45 °C.
Stadie Logan a De Vos (2015) popisali rast aj Paenibacillus glucanolyticus s optimom rastu
v rozmedzi 30 — 37 °C a dokéze rast’ do teploty priblizne 50 — 55 °C, ale aj pri teplote 25 °C
(obrazok 10); Peribacillus simplex, ato pri teplotach 20 °C a 30 °C, ale nie pri teplote
45 °C, ale jeho rast bol dobry aj pri tejto teplote. Podl'a Studie Vaishampayan et al. (2010) je
pre Cytobacillus horneckiae optimdlna rastova teplota 30 °C a nevykazuje rast pri teplote
4 °C ani pri 50 °C. Testovanie rastu B. siamensis vykazovalo vel'mi dobré vysledky
pri kultivaénych teplotach 25 — 45 °C a podl'a Dunlap (2015) dokaZe rast’ v rozmedzi teplot
4 — 60 °C. Optimélny rast pre B. velezensis je 30 — 35 °C (Zhong et al., 2024), podl'a Su et
al. (2024) dokéze rast’ aj pri teplote 10 °C, ale vykazoval rast aj pri teplote 45 °C.

8.3 Schopnost’ tvorby biofilmu

Vramci praktickej cCasti bola testovana schopnost’ tvorby biofilmu vybranych
grampozitivnych izolatov. Rod Bacillus vykazoval u 83,8 % (n = 5/6) testovanych kmenov
biofilm-pozitivitu. Jediny testovany zastupca zrodu Bacillus nevykazujiaci schopnost
tvorby biofilmu bol Bacillus cereus, ale je dokdzané, ze aj B. cereus je schopny tvorby
biofilmu pricom moéze byt pokladany za zdroj kontaminécie na réznych povrchoch, ako st

skladovacie nadoby, dopravné pasy a riry z nekorodujucej ocele (Lin et al., 2022).

Z vysledkov je mozné vidiet', ze B. amyloliquefaciens je vel'mi silno biofilm-pozitivny.
Podl’a stadie Zalila-Kolsi et al. (2023) je B. amyloliquefaciens schopny vytvarat’ komplexné
biofilmy, ktoré predstavuju Zivé biologické platformy vyuzitelné na produkciu rdéznych
funkénych biomateridlov. Medzi tieto produkty patria napr. povrchové rastové faktory,

antibiotik4, lyzozym a antimikrobialne peptidy, ktoré vyznamny potencial v medicine.
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B. pumilus podla Kilic a Coleri Cihan (2020) tvori silny biofilm na 96-jamkovej
polystyrénovej mikrotitracnej dosti¢ke a na povrchoch z nekorodujtcej ocele. Z vysledkov

je zrejmé, Ze tento kmen naozaj biofilm silno tvori.

Najvyssich hodnoét pri testovani tvorby biofilmu dosiahli dva izolaty B. velezensis.
Tento mikroorganizmus podl'a Zhihui et al. (2019) dokaze vd’aka tvorbe biofilmu pozitivne

ovplyvinovat rast a zdravie rastlin.

Podl'a NTRS (2011), ktorym sa ako prvym podarilo izolovat’ Cytobacillus horneckiae,
z Cistych priestorov pre montaz vesmirnej lode, je C. horneckiae producentom tzv. vonkajsej
vrstvy, ktord dokdze viazat’ jeho spory do velkych agregatov alebo biofilmov, ¢o mdze

poskytovat’ sporam odolnost’ vo¢i UV ziareniu.

Lysinibacillus fusiformis je schopny tvorit' biofilm, povazuje sa za slabo biofilm-
pozitivny a podl'a §tadie Taieb et al. (2021) dokéze dokonca lepSie adherovat’ na povrchy

v pritomnosti kovového stresu ako bez.

Celandroni et al. (2016) hovori o tom, ze Paenibacillus glucanolyticus a Peribacillus
simplex st schopné tvorby biofilmu. V tejto Studii bolo dokézané, Ze tvorba biofilmu P.
glucanolyticus je rozSirenym prejavom jeho virulencie, kedy dochadza k hlbokym infekcidam

sposobenymi tymto rodom.

8.4 Antibioticka rezistencia

Velka viacsinu kmenov rodu Bacillus spp. je mozné povazovat’ za multirezistentné. B. cereus
moze vykazovat rezistenciu na cefotaxamin, ampicilin, rifampicin, norfloxacin,
chloramfenikol, clindamycin, vankomycin (Adamski et al., 2023), tetramycin, erythromycin
a gentamycin (Lin et al., 2020). V experimentalnej Casti sa podarilo dokéazat’ rezistenciu B.
cereus len na imipenem, penicilin, ciprofloxacin a levofloxacin. Podl'a Adamski et al. (2023)
Studie je tento bakterialny kmen citlivy na chloramfenikol, amikacin (97,14 %)

a meropenem, ¢o suhlasi s vysledkami naSej Stadie.

Pedretti et al. (2024) testovali Uc¢inky gentamycinu, clindamycinu, erythromycinu,
kanamycinu, tetracyklinu, streptomycinu a vankomycinu na B. siamensis a dokézali, Ze je
citlivy na vSetky testované antimikrobidlne latky. S vysledkami experimentalnej Casti to

zvicsa suhlasi, ale B. siamensis vykazoval rezistenciu na clindamycin.
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B. pumilus vykazuje rezistenciu voci aminopenicilinu, clindamycinu a vankomycinu
(Adamski et al., 2023), ¢o nie uplne suhlasi s testovanim rezistencie na antibiotikach, keby

vysledkom bola rezistencia na clindamycin, ale nie na vankomycin.

Stadia Heo et al. (2022) vyvratila ast’ §tadie Agerse et al. (2018), ktora hovorila
o navrhnutych hodnotach B. velezensis voc¢i chloramfenikolu, clindamycinu, erytromycinu,
gentamycinu, kanamycinu, streptomycinu, tetracyklinu a vankomycinu. Podl'a Heo et al.
(2022) neboli v sulade s fenotypovym profilom ziskanej rezistencie na antibiotikd, a ze nie
vSetky kmene obsahovali potencidlne gény rezistencie na antibiotikd, takze sa z tohto
pohl'adu B. velezensis nepredstavuje také riziko antibiotickej rezistencie napr. pri fermentacii
potravin alebo pri medicinskych uceloch. Tento bakteridlny kmen vykazoval rezistenciu

na penicilin a erythromycin.

Lysinibacillus fusiformis je znamy tym, Ze si dokéze vytvarat’ rezistenciu na antibiotika
produkciou enzymov, ktoré ich inaktivujii a modifikuju ich cielové miesto (Taieb et al.,
2021). Tato studia sa zaoberala testovanim antibiotickej rezistencie L. fusiformis voci
penicilinu, kanamycinu, neomycinu, netilimicinu, tetracyklinu, tobramycinu a cefotaxinu.
U vsetkych, okrem penicilinu, kde bol intermedidrny, vykazoval citlivost’. Tieto antibiotika,
s vynimkou penicilinu, tetracyklinu a tobramycinu, neboli pouzité pri praktickej casti.
Na tetracyklin L. fusiformis rezistenciu vykazoval, taktiez aj na amikacin, imipenem,

vankomycin, clindamycin, meropenem, ciprofloxacin a erythromycin.

Saez-Nieto et al. (2017) testovali antibiotickt rezistenciu u rodu Paenibacillus a zistili,
7e 95,6 % izolatov vykazovalo rezistenciu na ampicilin, 44 % na kotrimoxazol, 20 az 30 %
bolo rezistentnych na cefotaxim a vankomycin a 13 % na rifampicin a erythromycin.

V experimentalnej Casti bola zistend rezistencia na penicilin a clindamycin.

ntibioticka rezistencia sa moze v zavislosti od Stadie vel'mi liSit’. Takisto aj rezistencia
Antibiotick t losti od $tud I'mi 1i$it’. Takist t

na antibiotikach u skupiny jedného kmenia nemusi vykazovat’ vzdy rovnaké vysledky.
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ZAVER

Ciel'om bakalarskej prace bolo charakterizovat’ grampozitivne baktérie, ktoré boli izolované
z potravin nepriaznivych pre ich rast — tavené syry a misové konzervy vyrobené na Ustave
technologii potravin v Zline, Univerzite obrany v Brne alebo pochadzaji z obchodnych
retazcov. V ramci experimentalnej Casti bola prevedend identifikacia izolovanych kmenov,
sledovanie vplyvu 3 rdznych teplot na ich rast, schopnost’ tvorby biofilmu a citlivost

na antibiotika.

Sekvenciou casti génu 16S rRNA bolo na urovni druhov identifikovanych 14
bakteridlnych izolatov, z ktorych bolo 9 réznych druhov. Identifikované kmene boli
zastupcovia rodov Bacillus, Cytobacillus, Lysinibacillus, Paenibacillus a Peribacillus.

Najvyssie zasttpenie mal Cytobacillus horneckiae (n = 4).

U 9 rdéznych bakteridlnych kmetniov bol testovany vplyv rozdielnych teplotnych
podmienok. Ukazalo sa, ze vSetky izolaty vykazovali velmi dobry rast pri testovanych

kultiva¢nych teplotach 25 °C, 30 °C a 45 °C.

Sledovanim schopnosti tvorby biofilmu modifikovanou Christensenovou metdédou
na mikrotitracnej doStiCke bolo zistené, Ze vSetky testované kmene okrem Bacillus cereus
su schopné biofilm tvorit. Zo 14 testovanych mikroorganozmov bola tvorba biofilmu

dokézana u 11 mikroorganizmov.

Testovanim citlivosti na 14 vybranych antimikrobidlnych latok bolo zistené, Ze
vietky kmene boli rezistentné voéi penicilinu. Dalej véiésia miera rezistencie bola
u clindamycinu a erythrocinu. Naopak vSetky testované kmene boli citlivé na gentamycin,

tobramycin a norfloxacin.
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ZOZNAM POUZITYCH SYMBOLOV A SKRATIEK

aw aktivita vody

BHI Brain Heart Infusion

bp parov bazi

Cv cut-off value

DNA deoxyribonukleova kyselina

EUCAST Eurdpsky vybor pre testovanie antimikrobialnej citlivost (ang. European

Commettee on antimicrobial susceptibility testing)

MHA Mueller Hinton Agar

n pocet
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OD opticka denzita
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