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ABSTRAKT

Cilem bakalarské prace byla charakterizace gramnegativnich ty¢inek izolovanych z potravin
s nizkou aktivitou vody. V ramci prace byla provedena identifikace izolovanych bakterii
sekvenaci genu 16S rRNA. Byla hodnocena citlivost k vybranym antibiotikim za Gcelem
detekce antibiotické rezistence, dale byl sledovan rust izolatl pfi riiznych teplotach a byla
zjistovana tvorba biofilmu pomoci modifikované Christensenovy metody. Bylo zjisténo, ze
izolované kmeny gramnegativnich bakterii patii do rodi Cromnobacter, Acinetobacter,
Enterobacter a Pseudescherichia. U vSech izolati byl pozorovan rust pfi teplotach 25 °C a
30 °C. Izolaty z celedi Moraxellaceae vykazuji snizenou citlivost na vétSinu testovanych
antibiotik a vS8echny izoldty vykazovaly rezistenci na cefalosporinova antibiotika. Tvorba
biofilmu byla prokdzand u izolati Acinetobacter a Cronobacter sakazakii. Tato prace
ukézala, ze gramnegativni bakterie se mohou vyskytovat i v potravinaiskych vyrobcich,

které jsou bézné povazovany za mikrobiologicky bezpecné.

Kli¢ovéa slova: gramnegativni bakterie, suSené¢ mléko, antibiotickd rezistence, biofilm,

sekvenace

ABSTRACT

The aim of the thesis was to characterize gramnegative rods isolated from food products with
low water activity. Bacterial isolates were identified by 16r RNA gene sequencing.
The susceptibility of the isolates to selected antibiotics was tested to detect resistance, the
growth of the isolates was monitored at three different temperatures and biofilm formation
was analysed using a modified Christensen method. Bacteria isolates were identified as
genera of Cromobacter, Acinetobacter, Enterobacter and Pseudescherichia. All tested
isolates showed growth at the 25 °C and 30 °C. Isolates from the Moraxellaceae family
showed reduced susceptibility to most tested antibiotics, and all isolates were resistant to
cephalosporins. Biofilm production was confirmed in Acinetobacter and Cronobacter
sakazakii. This work showed that gramnegative bacteria can be find in food products that

are known to be microbiologically safe.

Keywords: gramnegative rods, powdered milk, antibiotic resistance, biofilm, sequencing
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UvVOD

Mezi potraviny se snizenou vodni aktivitou miZzeme zatadit suSené potraviny, které maji
hodnotu aktivity vody v rozmezi od 0,03 do 0,7. Tento typ potravin je myln¢ povazovan
za bezpecné pred patogennimi bakteriemi pfenasenymi potravinami. Nejcastéjsi
kontaminace byvaji zplsobeny bakteriemi Salmonella spp., Cronobacter spp.,

Styphylococcus spp. a Escherichia coli (Chitrakar et al., 2019).

V poslednich letech roste pocet onemocnéni zpiisobenych patogeny v potravinach
s nizkou aktivitou vody, mezi které lze zaradit koteni, ofechy, cokoladu, ceredlie nebo susené
mléko. Tyto potraviny vznikaji susenim nebo pfirozené¢ obsahuji malo vody a casto jsou
povazovany za bezpeéné¢ diky predpokladu dlouhé trvanlivosti. ZvySeny vyskyt
potencialnich patogenti vSak ukazuje, Ze 1 tyto potraviny mohou byt rizikové (Ijabadeniyi a

Pillay, 2017).

Mnoho mikroorganismt pieziva proces suSeni, a v disledku nedodrzeni pokynt
vyrobce (nevhodné skladovani ¢i zpisob konzumace) mize dojit k opétovnému ristu

bakterii a zvyseni rizika infekce (Beuchat et al., 2013).

Tvorba biofilmu u izolatd z potravin mize predstavovat zakladni faktor enviromentalni
kontaminace, ktera mize vyznamné pfispivat k prenosu bakterii. Tyto bakterie jsou schopny
dlouhodobé prezivat na riznych povrsich, pficemZz pfitomnost organickych zbytka
na kontaktnich plochach podporuje jejich rlst a mize vést k riziku kiizové kontaminace

(Carvalheira et al., 2021).

Nespravné zachazeni s antibiotiky je povazovano za jednu z hlavnich pfi¢in a pfenosu
alimentarnich patogent rezistentnich vii¢i antibiotikiim, a proto by mélo dochazet k ¢astému
testovani rezistomu v prostfedi rostlinné a zivoc€isné vyroby a potravinaiskych zavodi

(Grudlewska-Buda et al., 2023).
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TEORETICKA CAST
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1 POTRAVINY SE SNIiZENOU VODNI AKTIVITOU

Potraviny, které by pied desitkami let byly povazovany za ,bezpecné* kvili své
neschopnosti podporovat riist mikroorganismu, jsou nyni stale Castéji predméetem zajmu.
V soucasnosti nekteré alimentarni patogeny nemusi v potraviné rust, aby pfedstavovaly
riziko, protoze jejich samotna pfitomnost uz mtize byt potencialnim rizikem pro lidské zdravi
(Bourdichon et al., 2021). Existuje rozsifena ptedstava pravdépodobné mylna, ze bakterie
nejsou schopny pieziti a ristu v potravinach s nizkou aktivitou vody, tedy v prosttedi s vodni
aktivitou niz$i nez 0,7 (Chitrakar et al., 2019). N&které patogeny v potravinach s nizkou
aktivitou vody ¢asto vykazuji zvysSenou toleranci vici teplu a dal§im upravam (Beuchat et

al., 2013).

Voda se vyznamné podili na hodnotach vodni aktivity. V potravindich ma vliv
na fyzikalni vlastnosti, chovani potravin pfi zpracovani, mikrobidlni rist, stabilitu, fdzové
ptechody a organoleptické vlastnosti (Rifna et al., 2022). Voda usnadiiuje transport latek
do bunky a z builky, véetné zivin a odpadnich latek. Mikrobidlni buiky také mezi sebou
soutézi a komunikuji s butikami svého druhu a dalSimi mikroorganismy prostiednictvim
rozpustnych a hydrofobnich latek uvoliiovanych do vodného extracelularniho prostredi

(Hallsworth, 2022).

Ke snizeni vodni aktivity potravin se pouzivaji metody zahfivani, suSeni, lyofilizace
nebo zména osmotické koncentrace. SniZeni aktivity vody v potravinach zabrafuje rlstu
vegetativnich mikrobidlnich buné¢k, kli¢eni spor a produkci toxind plisnémi a bakteriemi.
SniZeni aktivity vody prodluzuje lag fazi mikroorganismi a snizuje rychlost ristu (Erkmen

a T. Faruk Bozoglu, 2016).

1.1 Vlastnosti potravin s nizkou aktivitou vody

Aktivita vody (aw) potraviny popisuje stupen ,,vaznosti obsazené vody v potraviné a je
méfitkem jeji dostupnosti plisobit jako rozpoustédlo a podilet se na chemické pisobeni nebo
biochemickych reakcich. Aktivita vody je i hlavnim faktorem v prevenci nebo omezovani
mikrobidlniho ristu. V nékolika ptipadech je aw primarni parametr zodpovédny za stabilitu
potravin, modulujici mikrobidlni odezvu, a urceni typu mikroorganismt vyskytujicich se

v potravinach (Barbosa-Canovas et al., 2007).

Mezi potraviny s nizkou aktivitou vody patii zejména suSené ovoce a zelenina, Caj,

kava, suSené¢ houby, suSené¢ masné vyrobky, susené rybi vyrobky, susend vejce, obilna zrna
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a mouka, koteni a byliny (celé a v prasku), susené lusténiny, suSené ofechy, susené mléko a

prasky pro kojeneckou vyzivu (Chitrakar et al., 2019).

Obecn¢ se uznava, ze v suSenych potravinach mikroorganismy nerostou kvili
nedostatku vody k udrzeni rGstu. Mikroorganismy vSak mohou byt stale Zivotaschopné a
schopné reprodukce pfi dehydrataci, coz predstavuje potencialni riziko pro lidské zdravi a
zaméteni pozornosti na dekontaminacni procesy pro susené produkty, jako jsou prasky, které

maji byt rehydratovany na vysoky obsah vody (napft. susené mléko) (Barbosa-Céanovas et
al., 2007).

Minimalni hodnoty ay, pfi které mohou mikroorganismy rast (tj. hodnota aw, pod kterou
jsou naruseny fyziologické aktivity nezbytné pro bunééné déleni je 0,60. Minimalni aw pro
rist vétSiny bakterii je ptiblizn€ 0,87, ackoliv halofilni bakterie mohou rast i pfi aw 0,75

(Beuchat et al., 2013).

Tabulka 1: Aktivita vody riiznych potravin a minimalni pozadavky na a, mikrobialnich

skupin.
Potravina Aw Mikroorganismy Minimalni ay

Ovoce, zelenina, maso a ryby >0.98 Vétsina bakterii >0.91

Varené maso a chleba 0.98-0.95 Vétsina kvasinek 0.88

Nasolené maso a syr 0.95-0.91 VétSina plisni 0.80

Parky 0.91-0.87 Halofilni bakterie 0.75

Mouka, ryze, fazole a hrach 0.87-0.90 Xerofilni plisné 0.71

Dzemy a marmelady 0.80-0.75 Osmofilni kvasinky 0.62-0.60

Cukrovinky 0.75-0.65
SuSené ovoce 0.65-0.20
Kofeni a susené mléko 0.60-0.20

Zdroj: (Erkmen a T. Faruk Bozoglu, 2016)

VétSina potravin ma aktivitu vody vyssi nez 0,95 a to zajiStuje dostate¢ni mnoZstvi
vyuzitelné vody pro rist bakterii, kvasinek a plisni. Naptiklad patogenni bakterie zpravidla
nemilZzou rust pfi aw pod 0,85 (Erkmen a T. Faruk Bozoglu, 2016). Kvasinky a plisné€ jsou
tolerantnéjsi ke sniZzen€ aw, ale obvykle nerostou pod hodnotou aw 0,62 (Barbosa-Canovas et

al., 2007).

Potraviny s vysokym obsahem vody (jako ovoce, zelenina, maso a ryby) maji hodnotu
aw 0,98 nebo vyssi (Erkmen a T. Faruk Bozoglu, 2016). Mezi tuhle skupinu spadaji
potraviny podléhajici rychlé zkaze (Barbosa-Canovas et al., 2007). Mikrobiologicka stabilita

mnoha potravin s hodnotami aw 0,7-0,85 (dzemy, klobasy atd.) zavisi i na dalSich
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konzervacnich zakrocich (nizké pH, konzervaéni latky, pasterizace atd.). Potraviny s nizkym

obsahem vody maji aw jesté nizsi nez 0,60 (Erkmen a T. Faruk Bozoglu, 2016).

1.2 Moznosti sniZeni vodni aktivity potravin

Pro odstranéni vody z potraviny (tj. snizeni vodni aktivity) se pouzivaji rizné metody.
Odstranéni vody ma negativni vliv na rist a pfeziti riznych mikroorganisml v potravinach
a zpomaluje kazivost potravin. Jak uz bylo zminé€no, nékteré mikroorganismy mohou
piezivat v prostfedi s nizkou a, eliminace takovych mikroorganismt je kritickym krokem
pro bezpecnost potravinarskych vyrobkl. Nejbéznéjsi metodou pouzivanou k dosazeni
vysokého obsahu suSiny v potravindch je odpafovani ¢asti vody pusobenim tepla.
Jiné metody pro suSeni potravin jsou lyofilizace, membranova separace, osmoticka
dehydratace (pomoci cukru nebo soli), suseni horkym vzduchem, mechanické suSeni, suSeni
pénou a uzeni (Erkmen a T. Faruk Bozoglu, 2016). Mezi nejstar$i techniky, které se
pouzivaly ke konzervaci potravin, patfi suseni na slunci nebo ptidani cukru a soli (Barbosa-

Cénovas et al., 2007).

Prediprava potravin pfed vstupem do kroku snizeni a, mulze inaktivovat
mikroorganismy a enzymy. Tfidéni, prani s nebo bez dezinfek¢nich prostiedkd, loupani,
kréajeni nebo fezani na pozadovanou velikost a tvar a blanSirovani miize zménit zastoupeni a

pocet pritomnych mikroorganisml (Erkmen a T. Faruk Bozoglu, 2016).

1.2.1 SuSené potraviny

SuSeni je proces konzervace potravin, pii kterém se snizuje mnoZzstvi volné vody.
Mezi pouzivané dehydratacni techniky patfi zahustovani a suSeni. Dehydratace znamena
odstieni vody prostfednictvim pfenosu teplota a hmoty béhem ohtevu, pficemz klicovymi

faktory jsou teplota, vlhkost a proudéni vzduchu (Barbosa-Canovas et al., 2007).

Béhem suSeni neni klesajici aktivita vody jediny stres pusobici na mikroorganismy.
V zavislosti na pouzité technologii mohou byt mikroorganismy vystaveny zméné teploty a
tlaku, zmén€ atmosféry, jako je mnapf. zvySeni koncentrace CO2 a Nz nebo

elektromagnetickym vlndm (Chitrakar et al., 2019).

Mechanické suSeni je fizeny proces trvajici od ne€kolika sekund po nekolik hodin.
PouZivané metody zahrnuji tunelové suSeni, pfi némz potraviny prochazeji tunelem proti
proudéni horkého vzduchu; vélcové suseni, kde se tekuté potraviny nanaseji v tenké vrstvé

na vyhiivany buben a rychle schnout; a suSeni rozpraSovanim, pfi kterém jsou kapaliny
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rozstiikovany do proudu horkého vzduchu o teploté az 260 °C. Tato metoda se vyuziva
k suseni zeleniny, ovoce, ovocnych stav, mléka, kavy, ¢aje a masa. Mikroorganismy mohou
byt béhem suseni usmrceny nebo subletalné poSkozeny, pficemz podminky skladovani
ovlivituji jejich dalsi pieziti. Spory zlstavaji zivotaschopné a piezivsi mikroorganismy
byvaji Casto termodurické, jsou schopné piezit pasterizaci. Pfesto i nékteré gramnegativni
bakterie mohou pfezit a nasledné¢ plsobit kazeni potravin. (Erkmen a T. Faruk Bozoglu,

2016).

Konvenc¢ni suSeni vzduchem spociva v zahtivani potravin horkym vzduchem, ¢imz se
odstranuje vodni para. Parametry zahrnuj teplotu vzduchu mezi 50 °C a 95 °C, relativni
vlhkost 10—40 % a rychlost vzduchu 1-4 m/s. Mezi pouzivani systémy patii rotacni suSarny
pro granulované pevné latky, kontinudlni tunelové a pasové suSarny ¢i parni suSarny

vyuzivajici pfedehiatou paru (Barbosa-Canovas et al., 2007).

Béhem suseni muze odstranéni vody znehodnotit DNA a zaroven zpisobit rozpad
RNA, denaturaci proteinti, zmény cytoplazmatické membrany a poSkozeni bunécné stény.
Nicméné mnoho sloucenin obsazenych v ovoci a zeleniné mulze zvySit preziti
mikroorganismu. Cukry, polypeptidy, polyalkoholy, aminokyseliny, glycerol a karboxylové

kyseliny prokazateln¢ ochraiuji bakterie béhem suseni (Chitrakar et al., 2019).

1.2.2 Lyofilizované potraviny

Lyofilizace je metoda konzervace potravin, ktera kombinuje rychlé zmrazeni s naslednym
suSenim ve vakuu. Tento proces umoziuje odstranéni vody sublimaci, ¢imZ se zachovava
plvodni tvar, velikost a struktura potravin. Povrch lyofilizovanych potravin je nachylny
k poskozeni a chemickym reakcim, proto je dtlezité jejich skladovani v parotésnych obalech

a inertni atmosféfe pro zpomaleni oxidace (Erkmen a T. Faruk Bozoglu, 2016).

Tt hlavni kroky pfi lyofilizaci jsou zamrazeni produktu, sublimace ledu a odstranéni
vodni pary. V lyofilizatorech (obr. 1) jsou zmrazené potraviny umistény na vyhiivané police
ve vakuové komorte. Aplikované teplo umoziuje sublimaci vody bez jejiho tani, ¢imz se
piedchazi deformaci a smrsténi. Konec¢ny obsah vody v produktu dosahuje ptiblizné 2—8 %,
ale produkty jsou nachylné k oxidaci, proto se Casti pouziva vakuové nebo inertni baleni.
Komercné se lyofilizuji naptiklad kava, ovoce, moiské plody a maso (Barbosa-Canovas et

al., 2007).
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Vyhiivana deska

Podnos na produkt

Susici komora

Nekondenzovatelné
plyny

Tok pary Kondenzator Vakuova pumpa

Obrazek 1: Schéma systému lyofilizace (Barbosa-Céanovas et al., 2007)

Vakuové suSeni vyuziva nizky tlak ke snizeni bodu varu vody, ¢imz umoziiuje suseni pfi
nizsi teplotach (50-100 °C). Suseni se uskuteciiuje vedenim tepla z vyhfivanych desek
(obr. 1), pticemz rychlost procesu se postupné zpomaluje vlivem izolaéni vrstvy suchého
materidlu. Vysledkem je produkt s minimélnimi zménami ve struktufe, coz umoziuje
rychlou a téméf uplnou rehydrataci, coz je kliCové napiiklad pro instantni potraviny

(Barbosa-Canovas et al., 2007).

Nevyhodou procesu lyofilizace je vysokd energetickd ndrocnost, coz omezuje jeji
vyuziti na draz$i potraviny. Proces vyZaduje 3—8krat vice energie nez jiné metody. Soucasny
vyzkum se zamétuje na zefektivnéni procesu, naptiklad pomoci mikrovinného ohfevu nebo
cyklické lyofilizace s inertnimi plyny, které urychluji sublimaci ledu. ZlepSeni
rehydratacnich technik by mohlo déale zvysit jeji potencial, nebot nékteré produkty
rehydratuji snadno, zatimco jiné vyZaduji optimalizaci sloZeni rehydratacniho roztoku a

rychlosti zmrazovani (Troller, 2012).

1.2.3 Zména osmotické koncentrace

Intracelularni vodni aktivita bunék je o néco nizsi nez u vnéjsiho média, takze buiiky jsou
schopny udrzet tlak turgoru. Je-li vodni aktivita externiho média snizena, buiky jsou
vystaveny osmotickému Soku a rychld ztrata vody zplsobi proces zvany plazmolyza

(Sperber, 1983).

Konzervace potravinafskych produkti pomoci ponoieni produktu do hypertonického
roztoku (tj. roztok cukru, soli, sorbitolu nebo glycerolu) je zndmé jako osmoticka

dehydratace. Osmotické dehydratacni systémy se skladaji pfedevsim ze skladovaci nadrze,
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kde je pfipraven roztok a Cerpadlo pro fizeni pratoku. Produkt je umistén v nadrzi, kde je

osmoticky roztok ¢erpan konstantni rychlosti. (Barbosa-Céanovas et al., 2007).

Osmotickd dehydratace potravin ma vyhody pii zpracovani ovoce a zeleniny. Tato
metoda produkuje potraviny trvanlivé s nizkym obsahem vody. Rozpusténa latka neni
schopna difundovat pfes membranu do bun¢k. Osmotické dehydratace bunék 1ze dosdhnout
pridanim solutl do potravin. Latky, jako jsou NaCl, sachardza, glukdza a invertovany cukr
se pouzivaji k tpraveé potravin. Osmoticky dehydratovany potravinaisky produkt mtize byt
dale zpracovavan za ucelem ziskani stabilniho produktu pro skladovani nebo slouzi jako
preduprava pro konzervovani, zmrazeni a dal$i zpracovani (Erkmen a T. Faruk Bozoglu,

2016).

Po soleni masnych vyrobku zpravidla nasleduje suseni a zrani, ¢imzZ se snizuje obsah
vody a aw, coz ovliviluje enzymatickou aktivitu, mikrobidlni riist a stabilitu produktu.
Suché solni se pouziva i u zeleniny, napt. kysaného zeli, kde stl podporuje rozklad bunck a
naslednou fermentaci mléénymi bakteriemi. Mokré soleni spociva v ponofeni produkti
(maso, syry, zelenina) do solného roztoku o koncentraci 2-25 % (w/v), dle pozadovanych
vlastnosti. Kone¢né koncentrace soli zavisi na typu suroviny, velikosti, dob¢ soleni produktii

a teplotg, stejné jako vlastnosti soli, v¢éetné velikosti jejich ¢astic (Prakash et al., 2016).

Cukry se vyuzivaji ke konzervaci zejména ovocnych produktii, zlepSuj organoleptické
vlastnosti a slouzi jako substrat pro fermentaci. DZemy a ovocné konzervy vyzaduji
cukernou koncentraci 65 % nebo tepelné oSetieni pro stabilitu. Kandované ovoce vznika
postupnou impregnaci cukernym roztokem, ¢imz se zabrani mikrobidlnimu rastu. Cukry

mohou byt soucasti solnych roztokli pro podporu fermentace (Prakash et al., 2016).

Proces osmotické dehydratace v potravinarském primyslu ma nékolik vyhod, a to
zlepseni kvality produktu (pokud jde o barvu, chut’ a texturu), snizeni nakladd na baleni a
distribuci, odstranéni potteby chemického oSetieni, stabilitu a zadrzeni Zivin béhem

skladovani (Erkmen a T. Faruk Bozoglu, 2016).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

2 MIKORORGANISMY NACHAZEJICI SE V POTRAVINACH
S NiZKYM OBSAHEM VODY

2.1 Vybrané gramnegativni ty€inky pritomné v potravinach s nizkym

obsahem vody

2.1.1 Enterobacter spp.

Enterobacter je rod v ramci Celedi Enterobacteriaceae. Bakterie rodu Enterobacter jsou
gramnegativni ty¢inky, obvykle pohyblivé (bicikaté), fakultativné anaerobni, netvoii spory
a jsou oxidaza negativni. Enterobacter spp. byl nalezen v Siroké Skale potravin. Bakterie
nepiezivaji pasterizaci, ale byly nalezeny v pasterizovaném mléce a smetan¢, coZ naznacuje,
ze doslo ke kontaminaci po procesu. Nejcastéji izolované druhy FEnterobacter jsou ze

suSenych mlécnych vyrobku (Iversen, 2014).

Ptitomnost B-laktamdz u Enterobacter spp. je primarni mechanismus antimikrobialni
rezistence. P-laktamézy mohou hydrolyzovat p-laktamovy kruh v penicilinu a

cefalosporinech (Ramirez a Giron, 2023).

2.1.2 Cronobacter spp.

Cronobacter pattici rovnéz do cCeledi Enterobacteriaceae je gramnegativni fakultativni
anaerob, ktery mulze produkovat adenosintrifosfat (ATP) v pfitomnosti kysliku
prostiednictvim aerobniho dychani a miize pfejit na fermentaci za vzniku ATP
v nepfitomnosti kysliku (Bourdichon et al., 2021). Je pohyblivy, jelikoz mé peritrichdlni
biciky, je oxiddza negativni a netvoii spory. Cronobacter spp. maji Siroky teplotni rozsah
rustu, ktery se pohybuje od 6 do 45 °C, s optimalnim rozsahem 37-43 °C (Abdesselam a
Pagotto, 2014). Byla zjiSténa rezistence na mnoho klinicky vyznamnych antibiotik, véetné

penicilinu, klindamycinu, cefalosporinu, vankomycinu a tetracyklinu (Ling et al., 2022).

Cronobacter sakazakii, ditive zndmy jako Enterobacter sakazakii, je podminéné
patogenni organismus. Tento mikroorganismus byl poprvé charakterizovan v roce 1929.
V 80. letech 20. stoleti byl tento patogen klasifikovan jako novy druh, a bylo zjiSténo, ze

muze zplisobovat onemocnéni kojencli a novorozenct (Abdesselam a Pagotto, 2014).

Patogen byl izolovan z celé tfady dalSich potravin s nizkou hodnotou vodni aktivity a
slozek potravin, v€etné suSen¢ho mléka, cerealii, semen, ofechti, bylinek, koteni, mouky

nebo kakaového prasku (Beuchat et al., 2013). Praskova kojenecka vyziva je vehikulum,
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které je pfevazné spojovano s propuknutim infekci u kojencii a novorozencti. Mozné zdroje
kontaminace zahrnuji i slozky, které se pridavaji do vyzivy bez predchoziho tepelného

oSetieni (Abdesselam a Pagotto, 2014).

Cronobacter muze zpusobit bakteriémii a sepsi, hromadéni mozkomisniho a
peritonedlniho moku, mozkové abscesy, tvorbu cyst, meningitidu a nekrotizujici
enterokolitidu. Kojenci, kteti pteziji infekci, Casto trpi opozdénymi neurologickymi ptiznaky

(opozdénym vyvoje mozku, mozkovymi abscesy nebo hydrocefalem) (Feeney et al., 2015).

Cronobacter je dle ICMSF (2001) uveden mezi patogeny v kategorii ,,vazné nebezpeci
pro omezené skupiny populace, zivot ohrozujici nebo zpiisobujici chronické ¢i dlouhodobé
infekce®, coz znamena, ze piedstavuje zavazné riziko zejména pro kojence, seniory a osoby

s oslabenou imunitou (Chitrakar et al., 2019).

2.1.3 Pseudescherichia vulneris

Pseudescherichia vulneris (dtive Escherichia vulneris) je gramnegativni, oxiddza negativni,
fermentativni, pohybliva tyCinka nalezici do celedi Enterobacteriaceae. Mezi
charakteristické pozitivni biochemické reakce lze zafadit testy na methylovou cerven,
malonat a lysindekarboxyldzu. Produkuje kyseliny z D-mannitolu, L-arabindzy, rafinozy,
L-ramnozy, D-xylozy, trehalozy, celobidzy a melibidzy. Negativni testy byly pozorovany
na Voges-Proskauer (detekci acetoinu), indol, mocovinu, H»S, citrat, ornitindekarboxylazu,
fenylalanindeaminazu a DNézu. VétSina kmenti dava negativni nebo opozdéné pozitivni
reakce v testech na laktozu, sachar6zu a KCN (Cabral et al., 2025). Optimdlni rast nastava

pfi teplotach mezi 35-37 °C (Podstawka, 2024).

2.1.4 Acinetobacter spp.

Acinetobacter jsou gluk6za-nefermentativni, aerobni gramnegativni kokobacily, obvykle se
vyskytujici v diploidni formaci nebo v fetizcich rizné délky nalezici do celedi
Moraxellaceae. Jsou nepohyblivé, katalaza-pozitivni a oxiddza-negativni (Van Looveren a
Goossens, 2004). Optimalni teplota rtistu pro vétSinu kmena je 30-35 °C. VétSina kment

roste dobie 1 pii 37 °C. Potravinové izolaty dokéazou rist 1 pfi teploté 5 °C (Kampfer, 2014).

Acinetobacter je heterogenni skupina organismi, které jsou typicky volné Zijicimi
saprofyty. Rizné druhy rodu jsou vSak obecné spojeny s riznymi stanovisti (ptida, voda,
¢lovek, potraviny a zvitata). Acinetobacter spp. je uznavan jako diilezity podminény patogen

predevsim u imunokompromitovanych pacientl (Van Looveren a Goossens, 2004).
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A. baumannii je soucasti komplexu Acinetobacter calcoaceticus—baumannii, ktery
zahrnuje 4. baumannii, A. pittii, A. nosocomialis a A. calcoaceticus. Prvni tfi jsou spojeny
s infekcemi, zatimco Ctvrty je ziidka prokdzéan jako virulentni. Komplex roste pfi teplotach
mezi 35 °C a 37 °C. Jedinym druhem skupiny schopnym piezit i pii 44 °C je A. baumannii
(Milani et al., 2021).

Nedostatecna pozornost vénovand hygienickym postupim béhem vyroby nebo
zpracovani potravin muze zpusobit kontaminaci rliznymi patogennimi nebo kaZeni
zpusobujicimi bakteriemi, mezi nimi 1 zastupci rodu Acinetobacter. Nékteré studie
naznacuji, ze proteolytické a lipolytické enzymy produkované Acinetobacter spp. a dalSimi
bakteriemi izolovanymi z mléénych potravin by mohly pfiznivée pfispivat k chuti, viini nebo
struktute produktu. Jiné studie vSak popisuji druhy Acinetobacter jako potencialni patogeny
v potravinach, vcetné vzorkl kravského a koziho mléka a mléénych vyrobka (Malta et al.,
2020). Lze je zachytit i v dalSich potravinach jako je ovoce nebo syrova zelenina (Elbehiry
et al., 2021). Bézn¢ se vyskytuji v chlazenych Cerstvych produktech. Jejich hlavnimi zdroji
jsou piida a voda. V syrovém mléce byva Casto vysoké mnozstvi Acinetobacter spp., pficemz
nekteré kmeny tvoii kapsularni polysacharidy a zplsobuji slizovaténi mléka. Tyto bakterie

mohou tvorbou slizu na povrchu negativné ovlivnit i syry a tvarohy (Kampfer, 2014).

2.2 Faktory ovlivitujici rist mikroorganismi v potravinach s nizkou
vodni aktivitou
Faktory ovliviiujici mikrobidlni riist v potravinach urcuji povahu znehodnoceni a ptipadnych

zdravotnich rizik. Manipulace s vice faktory k inhibici riistu mikroorganismil se pouziva

jako technologie pii konzervaci potravin (Erkmen a T. Faruk Bozoglu, 2016).

2.2.1 Aktivita vody

Voda je pritomna bud’ ve ,,volné“ nebo ,,vazané“ forme. Aktivita vody (aw) je méfitkem

dostupnosti vody pro biologické funkce a tyka se vody ve volné formé (Prakash et al., 2016).

Aktivitu vody v potraviné lze vyjadfit pomoci poméru parcialniho tlaku vodni pary
potraviny (p) k parcidlnimu tlaku ¢isté vodni pary (po) pfi stejné teploté dle vztahu: (Erkmen

a T. Faruk Bozoglu, 2016)
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Cista voda ma hodnotu aktivity vody (aw) rovnu 1,0. Pokud se mnoZstvi vody dostupné

pro mikroorganismy v potraving snizi, klesne i hodnota aw pod 1,0 (Bursova et al., 2014).

Aktivita vody ovlivitluje mnoho fyzikalné-chemickych procesii v potravinach,
naptiklad neenzymatick¢ hnédnuti, oxidace lipidi a degradaci vitamini rozpustnych
ve vodé. Hraje také roli v enzymatickych reakcich, denaturaci proteinti a ovlivituje texturni

vlastnosti potravin (Bursova et al., 2014).
Vliv aktivity vody na riist mikroorganismu v potravinach je popsan v kapitole 1.1.

Mezi faktory ovliviiujici rist mikroorganismu patii také zména osmotické koncentrace
tzv. osmotické dehydratace, ktera Gizce souvisi s aktivitou vody (Erkmen a T. Faruk Bozoglu,

2016). Tento jev je popsan v kapitole 1.2.3.

222 pH

pH ovliviiyje stabilitu makromolekul, funkci enzymi a bunéfnou aktivitu. Odpovida
zépornému logaritmu koncentrace vodikovych iontt: pH = -logH" (Erkmen a T. Faruk

Bozoglu, 2016).

Kazdy mikroorganismus ma optimalni pH pro rist. Mnoho mikroorganismii roste

optimalné blizko pH 7 a vétSina roste dobie i mezi pH 5 a 8 (Silliker et al., 1980).

Bunky se pfed nevyhovujicimi hodnotami pH chrani tfemi mechanismy:
homeostatickou odpovédi (odCerpani protoni), acidotoleran¢ni odpovédi (produkce
ochrannych proteintl) a syntézou acidickych Sokovych proteinti. VétSina potravin obsahuje
slabé organické kyselin, které c¢astecné disociuji a ovliviluji mikrobidlni rist. Nedisociované
kyseliny pronikaji do bunék, kde uvolnéné protony snizuji pH cytoplazmy a inhibuji tim
mikroorganismy (Erkmen a T. Faruk Bozoglu, 2016).

Kyselost hraje roli pti konzervaci fermentovanych potravin nebo mtize byt doplikovym

faktorem kombinovanym s jinymi faktory (konzervacni latky, teplota, vodni aktivita.)

(Silliker et al., 1980).

2.2.3 Slozeni atmosféry

Modifikovana atmosféra a fizena atmosféra se zménou slozeni plynti v obalu — sniZuje se
02, zvysuje se CO2 nebo se pridavaji dalsi plyny (napt. dusik, etylen, etanol), ovliviiuji rast

mikroorganismi a zvysi se tim trvanlivost potraviny. CO2 brani mnoZeni aerobnich mikrobi,
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jako jsou plisng, kvasinky ¢i nékteré bakterie — vyuziva se hlavné u ovoce a zeleniny

(Erkmen a T. Faruk Bozoglu, 2016).

Vakuové baleni omezuje rast aerobnich mikroorganismi (napt. Pseudomonas,
Bacillus, plisn€) tim, Ze se odstranuje kyslik. V takovém prostiedi se ale muze dafit
anaerobnim a mikroaerofilnim bakteriim, véetné toxigennich Clostridium, coz mize byt

rizikem pfi del$im skladovani (Bursova et al., 2014).

2.2.4 Teplota

Kazdy jednotlivy mikroorganismus mé také své definované rozmezi teploty riistu, a to —
teplotni maximum, minimum a optimum. Kdyz teplota, pii které organismus roste, stoupa,
rychlost chemickych reakei v bunice se zvySuje, rust se zrychluje a dosahuje maxima
pfi optimdlni ristové teploté. Kdyz teplota piekro¢i optimum, metabolické reakce se zaénou
zpomalovat v disledku poSkozeni enzymil a membran burniky. Optimalni teplota pro rist je
tedy teplota, pfi které je mikrobidlni rist maximalni za ptevladajicich podminek (Bhat et al.,

2012).

V ptiznivém prostiedi riist bakterii normalné probiha tak, jak je zndzornéno obrazku 2.
Po kratké adaptacni fazi (lag fdze) dochazi k rychlému, exponencidlnimu ristu, ktery se
nazyva logaritmicka riistova faze. Vyc€erpani zivin a jejich hromadéni toxickych metabolitt
nakonec zpomali rychlost rGstu do bodu, kdy bunééné déleni a bunécnd smrt jsou
v rovnovaze. Populace ziistdva nehybna urcitou dobu, této fazi se tfika stacionarni. Poté

nasleduje obdobi, kdy populace postupné klesa v diisledku smrti bunék (Silliker et al., 1980).

logio poétu Zivych mikrobidlnich
bunék

1
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40
Cas (h)

Obrazek 2: Optimalni riistova kiivka bakterii (Silliker et al., 1980)

S ohledem na jejich zékladni rtistovou teplotu lze mikroorganismy rozdélit do skupin.

Psychrofilni mikroorganismy maji optimalni teplotou pro rtst 10-15 °C. Tato skupina ma
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vliv na kazeni potravin skladovanych pfi chladirenskych a mrazirenskych teplotach.
Psychrotrofni mikroorganismy rostou rovnéz pti chladirenskych teplotach, ale jejich teplotni
optimum je v rozmezi 2040 °C a maximum kolem 43 °C. (Bhat et al., 2012). Mezi
psychrotrofy tfadime rody Pseudomonas a Enterococcus, které znehodnocuji chlazené

vyrobky jako naptiklad maso, driibez a zelenina (Demirci et al., 2020).

Mezofilni mikroorganismy se pfizpusobily zivotu v télech cloveka a teplokrevnych
zivoc¢ichii. Optimalni teplota rtastu je 30—40 °C. VétSina mikroorganismu, které zptisobuji

kaZeni potravin a alimentarni onemocnéni, patii do této kategorie (Bhat et al., 2012).

U termofilni bakterii je optimalni teplota pro rast obvykle mezi 55-65 °C s maximem
pro nékteré az 75-90 °C a minimem asi 35 °C (Silliker et al., 1980). Tyto bakterie jsou ¢asto

spojovany s kazenim tepeln¢ oSetfenych konzerv (Demirci et al., 2020).

Existuji dal§i mikroorganismy, které mohou optimalné rist pfi teplotdch mezi 80 a
110 °C, oznacované jako hypertermofilni. Jejich enzymy maji jedinecnou strukturu a funkéni
vlastnosti, které poskytuji vysokou tepelnou stabilitu a optimalni aktivita pii teplotach nad

70 °C (Demirci et al., 2020).

Vysoké teplota, jenZ méa smrtici ¢inek mikroorganismy se nazyva letalni teplota.
Vegetativni buniky jsou zniceny pii 100 °C béhem 10 minut. Naproti tomu bakterialni spory
jsou mnohem odoln¢;j$i vici teplu. Tepelné zpracovani potravin pii teplotach do 100 °C se
obecné oznacuje jako pasterace, je-li potravina vystavena teplot¢ nad 100 °C, proces se
nazyva sterilizace. Odolnost mikroorganismil vici teploté zavisi i na pH potraviny, a proto
kyselé potraviny lze oSetfit 1 pii nizSich teplotach neZ potraviny s neutrdlnim pH. (Bursova

etal., 2014).

Smrtici Gi€inek ochlazeni nebo zmrazeni zavisi na organismu. Nékteré mikroorganismy
zUstavaji zivotaschopné po dlouhou dobu po zamrazeni. Obecné plati, ze grampozitivni
bakterie jsou odolngj$i vic¢i zmrazeni neZ gramnegativni. Nejcitlivéj$i na mrazeni jsou

buiiky v exponencialni fazi ristu (Silliker et al., 1980).

2.2.5 Oxidacné redukéni potencial

Oxida¢né-redukéni potencidl (En) substratu je schopnost substratu ziskdvat nebo ztracet
elektrony. Pfenosem elektront vznika potencialovy rozdil mezi slou€eninami, je méfeny

v jednotkach milivoltid (mV) (Bhat et al., 2012).
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Oxidace je ztrata elektrond, zatimco redukce je zisk elektront. Kdyz je jedna latka
oxidovana (tj. ztraci elektrony), jina je vzdy soucasné redukovana (tj. pfijima elektrony).
Tyto reverzibilni oxida¢né-redukcni procesy jsou zivotné dilezité pro zivé bunky (Silliker
et al., 1980). Oxidace muze byt zptisobena také pridanim kysliku, ale pfitomnost kysliku

neni nutna pro redoxni reakce. (Bhat et al., 2012).

Mikroorganismy se 1isi svou zavislosti na kysliku, coz ovliviiuje i jejich pozadavky na
redoxni potencial. Aerobni mikroorganismy pottebuji rozpustény kyslik a vysoké hodnoty
En (pozitivni potencial). Naproti tomu fakultativné anaerobni mikroorganismy snaseji jak

pozitivni, tak negativni hodnoty redoxniho potencialu (Bursova et al., 2014).

2.2.6 Teorie prekazek

K zajiSténi bezpecnosti a trvanlivosti potravin se vyuzivd fada metod konzervace, které
reguluji rist mikroorganismt. Mezi hlavni faktory ovliviiujici mikrobidlni aktivitu patii
teplota, aktivita vody, pH, oxida¢né-redukéni potencial nebo ptidavek konzervacnich latek.
Kazdy z téchto fakt ma specifickou urovné, pii niz dochéazi k ac¢innému potlaceni ristu

mikroorganismi (Erkmen a T. Faruk Bozoglu, 2016).

Teorie piekéazek (obr.3) predstavuje dilezity ptistup k vyrobé bezpecnych, trvanlivych
a vyzivnych potravin. Spociva v cilené kombinaci vnitfcich a vnéjSich faktort, které
spolecné plsobi na mikroorganismy a tim zajist'uji Gc¢innou konzervaci (Bursova et al.,

2014).

'_."_m \'v'l ay K;H\ /E-h\ Q_v

AN L
i . -~ ~, T -
@ ! Ay /! * K N e - Lo
/ NS Ny \ 4 N, -~
J v N L L
H Y 1 v v
! y/ \ \ \
i ) Vi ¥ \
: ¥ ¥ ¥ ¥
t H 2y pH £h 1 pres,
/{ b -~ A\ i
© N \ P s e,
/ y NS L Y Lo
; / . .
\ \ \

Obrazek 3: Teorie piekazek (¢ — teplota, a, — sniZzend aktivita vody; pH — sniZena hodnota
pH; Eh — snizend oxidoreduk¢ni potencidl; pres — konzervacni latky; V' — vitaminy; N —
nutrienty) (Leistner a Gorris, 1995)
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II

PRAKTICKA CAST
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3 CIiLE PRACE

Cilem bakalaiské prace bylo vypracovat literarni reSerSi zaméienou na vyskyt
gramnegativnich tyCinek v potravindch mlééného piivodu s nizkou vodni aktivitou
vyrobenych z koziho mléka. Prace byla zamétfend na gramnegativni tyCinky a faktory
ovlivitujici jejich rast.

Cilem praktické¢ c¢asti bakalaiské prace bylo identifikovat gramnegativni tyCinky
izolované z testovanych vzorku potravin se snizenou vodni aktivitou. Nasledné u vybranych
izolovanych ty¢inek popsat nésledujici vlastnosti:

e rust v zavislosti na teploté (25 °C, 30 °C a 45 °C),

e antibiotickou rezistenci,

e schopnost tvorby biofilmu.
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4 MATERIAL

4.1 Mikroorganismy

Mikroorganismy, které byly pouzity v bakalaiské praci, byly izolovany z mlé¢nych potravin

s podilem koziho mléka se snizenou vodni aktivitou. Izolaci bakterii provedla v ramci

probihajici studie Ing. Pavlina PiSova.

4.2 Pomicky, zafizeni a pouzité chemikalie

Ptistroje a pomucky:

Biohazard box (Faster S.R.L, Italie)

Inkubator (Memmert, Némecko)

MikrovInna trouba (Electrolux, Svédsko)

Centrifuga (Eppendorf, Némecko)

Biologicky termostat BT 120 (Laboratorni pfistroje Praha, CR)
Vahy KERN 440-45N (KERN, Némecko)

Binokularni mikroskop (Olympus, Japonsko)

Vortex Mixer (Labnet, USA)

Vortex V-1 (Biosan, LotySsko)

Termoblok Bio TDP-100 (BioSan, LotySsko)

Spektrofotometr Tecan Infinite M200 PRO (Tecan, Svycarsko)
Aura PCR box (BioAir, Italie)

PCR termocykler (Aeris™, Singapur)

Elektroforetickd vana s vikem (Multi SUB, Velké Britanie)
UV transiluminator InGenius (Syngene, Velkd Britanie)
Fluorometr DeNovix QFX (DeNovix, USA)

Denzitometr (Densi-La-Meter, CR)

Osobni bioreaktor RTS—1C (Biosan, LotySsko)
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e Automatické pipety — 20 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl, a 10 ml (Eppendorf, Némecko)
e Sterilni plastové zkumavky 50 ml (TubeSPin® Bioreactor, TPP, Svycarsko)

e 96jamkové mikrotitraéni desticky s vicky (GAMA, CR)

e Magneticka desticka (SPRI Plate 384, Beckman Coulter, USA)

e Sterilni 15ml polystyrenové zkumavky se zatkou (GAMA, CR)

e Bé&zné laboratorni vybaveni: sterilni Petriho misky @ 60 mm a @ 90 mm, pipetovaci
Spicky bez filtru a s filtrem rGzné velikosti, eppendorfové mikrozkumavky,
laboratorni sklo, kahan, sterilni mikrobiologické klicky a hokejky, rukavice, pinzeta,
sklenéné a plastové zkumavky, stojanek na zkumavky, podlozni a kryci skla, 1zice,

jehla
Chemikalie:
e Destilovana voda
e Fyziologicky roztok (4,3 g rozpusténo ve 500 ml vody)
e Etanol 85% (PENTA, CR)
e Kirystalova violet (PENTA, CR)
e Lugollv roztok (5 g jodu, 10 g jodidu draselného a 85 ml destilované vody)
e Safranin
e Imerzni olej
e Komer¢ni izolacni kit DNeasy® Blood and Tissue Kit 250 (Qiagen, Némecko)
o Obsah kitu: PBS, proteinaza K, Buffer AL, pufr W1, pufr W2, elu¢ni pufr
e Red Taq 2x Master Mix (VWR®, USA)
e Forward primer FD1 (Metabion international AG, Némecko)
e Reverse primer RD1 (Metabion international AG, Némecko)
e Sterilni PCR voda
e Gel red barvivo (Biotium, USA)

e Agardza (SeaKem® LE)
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Ix TAE pufr (Tris-acetat-EDTA)

100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientifiic, USA)
SPRISelect (Beckman Coulter, USA)

Mueller Hinton Broth (HIMEDIA, Indie)

BHI agar (HIMEDIA, Indie)

Agar Type I (HIMEDIA, Indie)

Antimikrobni latky (ampicilin, amikacin, aztreonam, cefepime, ceftazidim,
ciprofloxacin, doripenem, imipenem, levofloxacin, pipercilin, tikarcilin, tobramycin)

(vSechny HIMEDIA, Indie)
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S METODIKA

5.1 Identifikace bakterii Sangerovou metodou sekvenovani

5.1.1 Kontrola ¢istoty kolonii

Mikrobidlni kultury, které byly pouzity v bakalaiské praci izolovala z potravin Ing. Pavlina
PiSova v ramci své disertacni prace. Kultury byly izolovany ze susenych détskych mlék a

kasi s podilem koziho mléka.

Ke spravné identifikaci a nasledujici praci s bakteriemi bylo potieba, aby kultury nebyly
kontaminované. Bakterie byly kiiZovym roztérem naockovany na Petriho misky, kde se
po 24hodinovém rustu zhodnotila jejich morfologie. Bylo dulezité, aby vSechny kolonie
izolované kiizovym roztérem mély stejny charakteristicky vzhled. Dal§im krokem ke

zjisténi, zda jsou kultury cisté, bylo Gramovo barveni.

Vybrané kolonie byly pieneseny na podloZni skli¢ko, kde se nachdzela kapka
destilované vody a byly ponechany na vzduchu zaschnout. Nésledn¢ doslo k fixaci, kdy bylo
sklicko protahnuto plamenem kahanu. Na zafixovanou kolonii byla képnuta krystalova
violet, ktera byla nechana pusobit 60 sekund. Skli¢ko bylo kratce oplachnuto destilovanou
vodou. Preparat byl pfevrstven Lugolovym roztokem, ktery téz plsobil 60 sekund.
Po rychlém oplachu doslo k odbarveni acetonem, ktery byl na preparat aplikovan po dobu
30 sekund. Nasledné byl preparat dobarven barvivem safraninem, ktery plsobil jednu
minutu. Osusené sklicko s preparatem bylo vloZzeno pod mikroskop, kde pod imerznim
objektivem bylo moZzné vyhodnotit ¢istotu danych mikrobialnich kultur. Mikroorganismy

zbarvené Cervené byly gramnegativni, zatimco zbarvené modie byly grampozitivni.

5.1.2 1Izolace DNA

DNA z testovanych bakterialnich kultur byla izolovana pomoci komer¢niho kitu uréené¢ho

pro rychlou extrakci (DNeasy Blood & Tissue Kit).

Nejprve bylo do eppendorfkové mikrozkumavky napipetovano 1,5 ml bakteridlni
kultury. Obsah byl nasledné po dobu 3 minut centrifugovan (14 500 ot./min.). Supernatant
byl peclivé odstranén tak, aby nedoslo ke ztraté peletky. Peleta byla resuspendovana ve
200 ul PBS pufru a nésledné bylo ptidani 20 ul proteinazy K a 200 ul AL pufru. Aby doslo
k dikladnému promichani, byl obsah promichan na vortexu a zkumavky byly vlozeny do

termobloku, kde doslo k inkubaci pfi teploté 56 °C po dobu 10 minut.
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Po inkubaci bylo ke smési ptidano 200 pl 96% ethanolu a opét promichano. Cely objem
byl pfenesen na kolonku s membranou a podroben centrifugaci (8 000 ot./min., 1 minuta).

Sbérna kolonka byla vyprazdnéna a vracena pod kolonku s membréanou.

Nasledovalo promyti kolonky 500 ul AW1 pufru, odsttedéni (8 000 ot./min., 1 minuta)
a vyliti sbérné kolonky. Poté bylo ptevedeno dalsi promyti 500 pl AW?2 pufru, nésledované

odstiedéni (14 500 ot./min., 3 minuty) a vyprazdnéni sbérné kolonky.

Kolonka byla pfenesena do sterilni 1,5ml eppendorfkové mikrozkumavky a eluce DNA
byla provedena piidanim 100 ul AE pufru na stfed membrany, ptfi¢emz bydlo dbano na to,
aby se pipetovaci $picka nedotkla membrany. Po 10 minutové inkubaci pii pokojové teploté
byla kolonka opét odstiedéna na centrifuze (8 000 ot./min., 1 minuta) a eluat obsahujici DNA

byl zachycen do sterilni 1,5ml mikrozkumavky.

Koncentrace a Cistota izolované DNA byla stanovena pomoci spektrofotometru Tecan
Infinite M200 PRO. Nejprve bylo na spektrofotometrickou desticku pipetovano 2 pl
eluéniho pufru (blank). Po zméfeni absorbance a nasledném ocisténi desticky etanolem bylo
aplikovéani 2 pl vzorku DNA. Timto zplGsobem byla absorbance vzorkli stanovena vuci
blanku. Méteni absorbance probihalo pfi vinovych délkach 260 nm a 280 nm. Pro ideélni

Cistotu plati pomér A260/a280 — 1,7 — 1,8.

5.1.3 Amplifikace genu

V PCR boxu byla v 1,5ml ependorfkové zkumavce ptipravena PCR smés, tzv. mastermix,
ktery obsahoval MgClz, (NH4)2SO4, Tween 20, Tris-HCl, dNTPs a Taq polymerazu.
Celkovy objem reakce byl 25 pl a pti ptiprave se postupovalo dle navodu vyrobce. Slozeni

smési je shrnuto v tabulce 2.

Tabulka 2: SloZeni PCR smési pro amplifikaci jednoho vzorku DNA na sekvenaci genu
pro 16S rRNA

Reakéni slozka Mnozstvi [pl]
Taq DNA Polymerase Master Mix | 12,5
Sterilni PCR voda 10,5
Reverse primer RD1 1
Forward primer FD1 1
Templatova DNA 1
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Mnozstvi jednotlivych slozek potiebnych pro jednu reakci bylo vynasobeno celkovym
poctem vzorkl,, véetné rezervy a negativni kontroly, ktera misto templatové DNA
obsahovala 1 pul PCR vody. Timto zpisobem bylo uréeno celkové mnozstvi reakéni smeési 1
jednotlivych slozek pro vSechny PCR reakce. Aby nedoslo ke kontaminaci, smés byla

pfipravovana v dekontaminovaném PCR boxu.

Pted rozpipetovanim do jednotlivych mikrozkumavek byla smés diikladné promichana
na vortexu. Do pfipravenych a popsanych mikrozkumavek spojenych do stripii bylo
pipetovano 24 pul smeési a 1ul templatové DNA. Pii ptripravé negativni kontroly byla
templatové DNA nahrazena PCR vodou. Vzorky byly ndsledné promichany a umistény

do PCR termocykleru. Prubéh PCR je uveden v tabulce 3.

Tabulka 3: Pritbéh PCR pro amplifikaci 16S rRNA genu

Faze Teplota [°C] Cas [s]
Pocatecni denaturace 95 180
Denaturace 95 30
Annealing primert 63 30
Elongace 72 90
ZaveéreCna extenze 72 360
Chlazeni pro PCR 4 neomezené

5.1.4 Vizualizace DNA

Vizualizace amplifikované DNA z pfedeSlého kroku byla provedena pomoci agarézové
elektroforézy. Pro detekci bylo potteba ptipravit 1,5% (w/v) gel. Do Erlenmayerovy baiiky
bylo navazeno 3,75 g agarozy, kterd byla rozpusténa zalitim 250 ml 1x koncentrovaného
TAE pufru Po Gplném rozvateni v mikrovinné troubé bylo do rozpusténé agardzy piidano
5 kapek Gel Red barviva. Po promichani byl roztok vylit do pfedem pfipravené nadoby
s hfebinkem. Bylo diileZité, aby byl gel bez bublin.

Po zatuhnuti pti pokojové teploté byl hiebinek opatrné vyjmut a gel byl vlozen do
elektroforetické vany naplnéné 1x TAE pufrem tak, aby byl gel ponoten. Do prvni a posledni
jamky gelu byly napipetovany 3 pl hmotnostniho standardu (100 bp DNA Ladder), nasledné
bylo do dalSich jamek pipetovano 5 pl vzorku véetné negativni kontroly. Po uzavieni vikem
byla vana pfipojena k stejnosmérnému proudu. Separace probihala pod napétim 90 V
po dobu 45 minut. Produkty elektroforézy byly vizualizovany pomoci transiluminatoru

InGenius a pocitace se softwarem GeneSnap.
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5.1.5 Purifikace

Ziskana DNA z ptedchozich krokt byla purifikovana pomoci kitu na bazi magnetickych
kulicek (SPRIselect Bead-Based Reagent.). Do plastového stojanku bylo pipetovano 20 ul
vzorku, ke kterému piidano 16 pl roztoku SPRIselect. Suspenze byla ditkladné promichéna
automatickou pipetou. Stojanek byl umistén na magnetickou desticku, kde se magnetické
kulic¢ky s navdzanou DNA usadily v blizkosti magnetu (obr.4). Po usazeni ¢astic s navazanou
DNA byl supernatant odstranén tak, aby nedoslo k odstranéni magnetickych kulicek.
Nasledné byl do jamek pipetovan 85% etanol o objemu 180 pl. Desti¢ka byla vlozena do
termobloku (65 °C, 5 minut), kde doslo k odpaieni etanolu. Aby doslo k eluci DNA, bylo do
jamek desticky pipetovano 30 ul PCR vody a desticka byla znovu umisténa na magnetickou
desti¢ku po dobu, dokud kapalina uvnitt jamek nebyla zcela vy&etena. Ciry roztok s DNA

byl pipetovan do Cistych sterilnich mikrozkumavek.

Obrézek 4: Prabeh purifikace DNA (horni fada — vzorek s roztokem SPRIselect,
dolni fada — vzorek s PCR vodou)

Opét byla zkontrolovana koncentrace a Cistota vzorku pomoci fluorometru DeNovix.
Nejprve byl pripraven pracovni roztok ptidanim 10 pl fluorescen¢ni barvy do 1 ml pufru.
Pro kazdy vzorek bylo zapotiebi 190 pl této smési, na zdkladé ¢ehoz bylo vypocitano
celkové mnozstvi potfebného roztoku. Ke 190 pl pufru byly nésledné ptidany 2 pl
purifikované DNA. Pfed méfenim ve fluorometru byla vysledna smés diikladné promichéna

pomoci vortexu.

5.1.6 Identifikace izolovanych mikroorganismi sekvenaci produkti PCR

Purifikované vzorky byly ditkladné popsany a odeslany na sekvenaci do spole¢nosti SEQme
s. 1. 0. Vysledky byly dodany v elektronické podobé v souboru fasta. Ziskané sekvence byly
vyhodnoceny pomoci programu DNA Baser Assembler, kde bylo mozné upravovat
nukleotidovou sekvenci. Vzorky byl porovnany s mezinarodni databazi sekvenci U.S.

National Library of Medicine dle algoritmu BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool).
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5.2 Sledovani ristu gramnegativnich ty¢inek

U vybranych kment bakterii byl sledovan rist v zavislosti na teploté. Byly zvoleny tii
teploty — 20 °C (simulace pokojové teploty), 30 °C (piedpokladana optimalni teplot) a 45 °C

(pro zajisténi piipadné termorezistence izolati).

Vybrané kmeny byly pfeockovany do BHI bujonu, kde doslo k pomnozeni bunék
pii teploté¢ 37 °C po dobu 24 hodin. Za aseptickych podminek byla pfipravena suspenze
bunék overnight kultury ve fyziologickém roztoku odpovidajici hodnoté 0,5 podle

McFarlandovy stupnice. Odpovidajici hodnota byla ovéfena pomoci denzitometru.

Do sterilni centrifugaéni zkumavky byl ptidan nutrient bujon o objemu 30 ml, ktera byl
inokulovan 50 pl vySe uvedené bakteridlni suspenze. Zkumavka byla zaviena vicek
s membranovym filtrem propustnym pro plyny. Nésledné¢ byly zkumavky umistény
do bioreaktoru RTS-1C, kde byl v programu RTS-1 nastaven kultiva¢ni proces a zahajena

48 hodinova kultivace. Parametry kultivace jsou popsany v tabulce 4.

Tabulka 4: Parametry kultivace testovanych izolatl v bioreaktoru RTS-1

Parametry
Intervaly méfeni (min) 30
Podet otacek za minut (ot/min’!) | 2000
Teploty kultivace (°C) 20/30/45
Celkovy objem média 30
Frekcence reverznich otacek 1

Ptistroj kontinualné méfil optickou hustotu (OD) bakterialni suspenze béhem kultivace
ve stanovenych Casovych intervalech pii vlnové délce 850 nm. Na zéklad¢ ziskanych dat
byla sestavena rlstova kiivka. Rlist mikroorganismil byl pti kazdé teploté testovan ve dvou

opakovanich.

5.3 Stanoveni antibiotické rezistence diskovou difuzni metodou

Diskova difizni metoda je jednim z nékolika fenotypovych testt, které 1ze pouzit k urceni
antimikrobialni rezistence. Stanoveni rezistence bylo provedeno dle organizace EUCAST
(European Committee on antimicrobial susceptibility testing). Pfehled pouzitych antibiotik

s jejich koncentraci, zkratkou a testovaného rodu se nachézi v tabulce 5.
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Tabulka 5: Pouzité antibiotika pro testovani rezistence

Antibiotikum | Zkratka | Koncentrace [pg] Testovana celed’
Amikacin AK 30 Moraxellaceae
Ampicilin AMP 25 Enterobacteriaceae
Aztreonam ATM 30 Enterobacteriaceae
Cefepime FEP 30 Enterobacteriaceae, Moraxellaceae
Ceftazidim CAZ 10 Enterobacteriaceae, Moraxellaceae

Ciprofloxacin CIP 5 Enterobacteriaceae, Moraxellaceae
Doripenem DOR 10 Moraxellaceae
Imipenem IPM 10 Enterobacteriaceae, Moraxellaceae

Levofloxacin LE 5 Enterobacteriaceae, Moraxellaceae

Piper-tazobaktam | PIT 10 Enterobacteriaceae, Moraxellaceae
Tikarcilin TI 75 Moraxellaceae
Tobramycin TOB 10 Enterobacteriaceae, Moraxellaceae

Pomnozené mikroorganismy v nutrient bujonu pfii teplot¢ 37 °C po dobu 24 hodin byly
ztedény ve fyziologickém roztoku tak, aby byla ziskdna bakteridlni suspenze o zakalu

0,5 McFarland.

Na plotnu s Mueler Hinton agarem bylo nao¢kovano 200 pl natfedéné suspenze bunék.
Inokulum bylo pomoci sklenéné hokejky rozprostieno krouzivymi pohyby tak, aby bylo
rovnomérné rozmisténo po celém jejim povrchu. Papirové disky o primeéru 0,6 cm napusténé
antibiotiky byly na povrch média pokladany sterilni jehlou. Misky byly kultivovany
pfi teploté 37 °C po dobu 24 + 2 hodin.

Po kultivaci byly méfeny primeéry inhibi¢nich zén vytvotfené v okoli antibiotického
disku. Citlivost mikroorganismi vi¢i riznym antibiotikim byla vyhodnocena
dle referen¢nich limitnich hodnot stanovenych organizaci EUCAST pro Enterobacteriaceae
nebo Acinetobacter spp. (EUCAST, 2024). Zony antibiotika tikarcilinu byly vyhodnoceny
dle hrani¢nich hodnot pro Pseudomonas spp. dle metodiky EUCAST z roku 2022. Zoény
antibiotika ceftazidimu byly vyhodnoceny dle hrani¢nich hodnot pro Pseudomonas spp.

dle metodiky EUCAST z roku 2023.

5.4 Stanoveni schopnosti tvorby biofilmu Christensenovou metodou

Biofilm je spolecenstvi, na kterém se podileji mikroorganismy a jimi produkované biotické
latky. Mikrobidlni biofilmova spole€enstvi jsou problémem 1 v potravindiském primyslu,

kde patogenni mikroorganismy uvolnéné z biofilmové struktury mohou zplisobovat
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kontaminace potravin nebo surovin. Problémem je také jejich zvySena resistence vici

sanitacnim a dezinfekénim prostfedkiim (Schlegelova a Karpiskova, 2007).

Po stanoveni schopnosti tvorby biofilmu byla zvolena Christensenova metoda, kde se

tvorba biofilmu zkoumala v mikrotitra¢ni desticce.

V ramci metody byla nejprve provedena kultivace mikroorganismi v BHI bujonu
pti 37 °C po dobu 24 hodin. Nasledné bylo do jamek sterilni 96jamkové mikrotitracni
desticky pipetovano 200 pl BHI bujonu a 10 pl narostlé bakteridlni suspenze, ktera byla
pripravena tak, aby odpovidala zékalu o hodnoté¢ 1,0 McFarlandovy stupnice.

Kazdy mikroorganismus byl testovan ve tfech opakovanich. Soucasné s testovanymi
vzorky byla pfipravena negativni kontrola, ktera obsahovala pouze bujon bez bakteridlni
kultury. Desticka byla inkubovana pfi teploté 30 °C po dobu 48 hodin. Po inkubaci byl obsah
jamek odstranén a jamky byly dvakrat promyty destilovanou vodou. Biofilm byl nasledné
fixovan 200 pl 96% etanolu. Poté byly vzorky obarveny 200 pl krystalové violeti. Desticka
byla ponechana 20 minut pti pokojové teploté. Piebytecny barvici roztok byl vylit a jamky
nckolikrdt promyty destilovanou vodou. Po poslednim promyti byla krystalova violet
rozpu$téna v 200 pl 96% etanolu. Absorbance byla nasledné¢ méfena spektrofotometrem
Tecan Infinite M200 PRO pfi vlnové délce 595 nm. BHI bujon byl pouzit jako blank (Pleva
et al., 2022)

Nasledné byla urena hrani¢ni hodnota (ODc), definovand jako soucet primérné
hodnoty OD u negativnich kontrol a trojnasobku smérodatné odchylky (SD). Na zékladné
porovnani namétenych hodnot OD s vypoctenou hrani¢ni hodnotou byly vysledky rozdéleny

do tfi kategorii: (Stepanovi¢ et al., 2007)
e Kmen netvorici biofilm: OD < ODc
e Kmen slabé tvorici biofilm: ODc < OD <2 ODc

e Kmen silné tvofici biofilm: OD > 2 ODc
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Identifikace bakterii metodou sekvenovani genu pro 16 rRNA

Izolované bakterialni kmeny byly identifikovany s pouZzitim sekvenace genu pro 16S rRNA.
Mezi dulezity krok patfi ovétfeni Cistoty a koncentrace izolované DNA, ktera byla dale

amplifikovana pomoci PCR.

Tabulka 6: Koncentrace a Cistota DNA izolované z testovanych kment bakterii

Izolat Koncentrace Cistota Izolat Koncentrace Cistota
[ng/pl] [ng/pl]
P14 33,7 1,93 H3 29,5 1,88
P58 12,03 2,02 H4 26,1 1,91
P59 14,8 1,97 28 12,2 1,88
P63 17,3 1,89 28A 12,6 1,88
P65 2,8 2,02 4C 11 2,08
P66 49,2 1,97 16B 10,6 1,93
P68 25 1,87 2 12,11 1,55

Z tabulky 6 vyplyva, ze izolace DNA byla témét u vSech vzorkl uspésna, jelikoz Cistota
vzorkll odpovidala hodnotdm nad 1,8. Pouze vzorek 2 disponoval mensi ¢istotou o hodnoté

1,55; to mohlo byt zplisobeno ptitomnosti proteind.

Pro posouzeni Cistoty DNA se pouzivd pomér absorbance pii 260 a 280 nm. Pomér 1,8
je obecn¢ akceptovan jako Cistd DNA. Pokud je pomér znatelné nizsi (<1,6), muze to

znamenat piitomnost proteini nebo jinych kontaminantli (Lucena-Aguilar et al., 2016).

4C H3 H4 16B 28 28A Pl4 P59 P66 P65 P69 P68 P63 N

W v Y Y W
_—— - —

L

Obrazek 5: Vysledek elektroforézy s amplifikovanym genem pro 16S rRNA

Legenda: M — marker velikosti fragmenttl, Cisla 2 - P63 — oznaceni izolatu; N — negativni kontrola
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Po amplifikaci genu in vitro byla provedena vizualizace pomoci gelové elektroforézy.
Z obrazku 5 je patrné, ze amplifikace genu byla tispé$nd u vsech vzorkd kromé vzorku 2 a
16B. U vzorku 2 ani opakovand PCR nevedla k amplifikaci. Ostatni vzorky byly porovnany
s markerem (M), kde ocekavana velikost produktu byla okolo 1500bp. Negativni kontrola
(N) neobsahovala zadné produkty, coz potvrzuje dodrzeni aseptickych podminek.
Nasledovala purifikace ziskaného produktu a nasledné byla znovu stanovena koncentrace a
Cistota ziskané DNA. Amplifikovana DNA m¢la dostateCnou koncentraci a Cistotu a byla

nasledn¢ odeslana k sekvenaci do firmy SEQme s. r. o

V tabulce 7 jsou zaznamenany vysledky hodnoty shody v procentech s

identifikovanymi bakteriadlni kmeny dle Sangerova sekvenovani.

Tabulka 7: Vysledky identifikace bakterii sekvenaci genti pro 16S rRNA

Testované bakterie | Identifikovany mikroorganismus | Shoda (%)
P14 Cronobacter sakazakii 99,39
P58 Acinetobacter nosocomialis 91,62
P59 Acinetobacter nosocomialis 99,53
P63 Acinetobacter baumanii 98,02
P65 Acinetobacter nosocomialis 99.47
P66 Acinetobacter nosocomialis 99,56
P68 Bacillus subtillis 99,85
H3 Pseudescherichia vulneris 99,03
H4 Pseudescherichia vulneris 99,24

28 Acinetobacter radioresistens 98,21
28A Acinetobacter radioresistens 97,40
4C Bacillus stratosphericus 99,63
16B Enterobacter sp. 99,67

Z celkovych 13 izolatd bylo identifikovano 11 bakterii jako gramnegativnich. Dvé bakterie
byly identifikovany jako grampozitivni (Bacillus subtilis a Bacillus stratospherius), a proto
s nimi nebylo dale pracovano. Vétsina izolathh doséhla shody vyssi néz 99 %, coz naznacuje

velmi vysokou pravdépodobnost spravné identifikace.
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6.2 Riist kmeni pfi riiznych teplotach

Rast bakteridlnich kultur byl vyhodnocen na zakladé¢ méfeni optické hustoty (ODsgso)
v zavislosti na Case, piicemz z namétenych dat byly sestaveny ristové kiivky. Na obrazcich
jsou znazornény rustové kiivky jednotlivych testovanych bakteridlnich kment, které byly

kultivovany pfi teplotach 25 °C, 30 °C a 45 °C.
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Obrazek 6: Rust Cronobacter sakazakii P14 pti raznych teplotach

Na obrazku 6 je zndzornén prub¢h ristové kiivky Cromobacter sakazakii pti rtiznych
teplotach. Nejkrats$i faze byla zaznamendna pii 45 °C a trvala piiblizn€¢ 3 hodiny.
Nasledovala strma log faze, kterd doséhla vrcholu kolem 12. hodiny kultivace, kde hodnota
optické denzity (OD) méla hodnotu 1,40. Po kratké stacionarni fazi doslo po 16. hodiné
kultivace k postupnému odumirani buné€k. Pti 30 °C trvala lag faze zhruba 4 hodiny, pfi¢emz
exponencialni faze zacala po 5 hodinach kultivace a vrcholu dosahla v 16. hodiné pti OD
1,8. Opét nasledovala kratkd stacionarni faze, po které nasledoval pokles poctu zivych
bun¢k. Naopak nejdel§i Gvodni faze byla pozorovana pii 25 °C, kterd trvala ptiblizné
6 hodin, kde exponencidlni rist nasledoval aZz po 6. hodin¢ a vrcholu dosahl kolem
20. hodiny kultivace, pficemZ hodnota OD byla 1,8. Celkové je z grafu patrné, Ze pii
teplotach 20 °C a 30 °C ma bakterie podobny riist, zatimco pii 45 °C byl nejrychlejsi, ale

trval nejkratsi dobu a bunky dosahly nejmensi hustoty.
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Obrazek 7: Rust Acinetobacter nosocomialis P58 pii riiznych teplotach

Na obrazku 7 je znadzornén pribéh ristové kiivky bakterie Acinetobacter nosocomianlis a
na prvni pohled je patrné, Ze nejlepsi rust nastal pfi teploté 30 °C, kde lag faze trvala ptiblizné
5 hodin a poté nastala exponencialni faze, ktera trvala do 18. hodiny kultivace vysledna OD
byla ptes 1,6. Nasledné od 20. hodiny dochéazelo k timrti bun¢k. Nejstrmé&jsi exponencialni
faze se projevila pfi kultivaci pfi teploté 25 °C, kde exponencialni faze nastala po 6. hodiné
kultivace a skoncila kolem 16. hodiny, kdy se OD rovnalo 1,5. Po 18. hodiné kultivace doSlo

k fazi umrti bunék. Pti teploté 45 °C neni pozorovan rast.
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Obrazek 8: Rist Acinetobacter nosocomialis P59 pii riznych teplotach
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Obrazek 9: Rist Acinetobacter nosocomialis P65 pii riznych teplotach

Obrazky 8 a 9 téz zaznamenavaji rust bakterie Acinetobacter nosocomialis. U obou kmenii
1ze vidét lepsi rist pii teplote 30 °C, kde lag faze trvala nejkratsi dobu a to ptiblizné 5 hodin.
Nasledné nastal strmy exponencidlni rist, ktery trval asi 6 hodin a vyslednd OD u obou
kment se po 12 hodinach rovnala 2,0. U izolatu P59 trvala stacionarni faze asi 8 hodin,
zatimco u izolatu P65 trvala stejna faze jen 6 hodin. U teploty 25 °C dochézelo k obdobnému
rustu jako pfi teploté 30 °C, ale lag faze trvala delsi cas a to pfiblizn€ 7 hodin. Po strmé
exponencialni fazi, kde se OD rovnalo 1,8, doslo k f4zi umrti bunék, kterd trvala az do konce

Vv v

kultivace. Pti teploté 45 °C nedoslo k témét Zzadnému rastu ani u jednoho z kmen.
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Obrazek 10: Rist Acinetobacter nosocomialis P66 pii raznych teplotach
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Na obréazku 10 je znadzornén rust kmene Acinetobacter nosocomialis P66 sledovany pfi tech
ruznych teplotach: 25 °C, 30 °C a 45 °C po dobu 48 hodin. Pfi 30 °C mikroorganismus
vykazoval nejrychlejsi nastup ristu a dosahl nejvyssi maximalni OD (2,0), kterd odpovida
nejvyssi biomase. Po dosaZeni této hodnoty se rust stabilizoval ve staciondrni fazi, coz
naznacuje, ze Slo o optimalni teplotu pro rist daného organismu. Naopak pfti 25 °C byl rist
pomalejsi, maximalni OD byla nizsi (1,6) a stacionarni faze nastala pozdéji. To znaci, ze
niz$i teplota rist zpomalila, ale mikroorganismu byl schopen rist bez vyraznych problémi.
Nejvyraznéjsi rozdil byl pozorovan pii 45 °C. Ackoliv rust zatal pomérné rychle, OD
dosahla nizsi hodnoty (1,3) a nasledné prudce klesla. To mize indikovat bunécny stres a

uhyn bun¢k nebo autolyzu, kdy doslo k naruseni bunécnych struktur vysoké teploty.

2,0
1,6
- 1.2
o "’ °
8 25°C
05 30°C
— 5 °C
0,4
0,0
0 6 12 18 24 30 36 42 48

Doba kutlivace (h)

Obrazek 11: Rist Acinetobacter baumanii P63 pii riznych teplotach

Acinetobacter baumanii P63 (obr. 11) mél pfi teploté 25 °C pomalejsi nastup rustu (lag faze
trvajici pfiblizné do 6. hodiny). Nasledovala exponencidlni faze s prudkym néristem OD
do pfiblizné 13. hodiny, kdy OD dosahla maxima, a to 1,9. Poté nastoupila stacionarni faze
a postupné faze tthynu, kdy OD pozvolna klesala. Rist pti 30 °C byl vyrazné rychlejsi. Lag
faze byla krat$i a exponencialni riist zacal jiz kolem 4. hodiny. Maximalni OD bylo dosaZeno
kolem 10. hodiny a jeho hodnota byla 1,9. Nasledna staciondrni faze byla o néco delsi pro
rust dané bakterialni kultury. Ale jak z obrazku vyplyva, ristové kiivky pfi téchto teplotach
maji podobny pribéh. Pfi teploté 45 °C nebyl zaznamenan Zadny vyznamny rist. OD
zlstavala po celou dobu kultivace téméf neménna a blizkéd nule. To sv&dci o tom, Ze tato

teplota je pro dany mikroorganismus inhibi¢ni nebo letalni.
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Obrazek 12: Ruast Acinetobacter radioresistens 28 pti riznych teplotach
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Obrazek 13: Rist Acinetobacter radioresistens 28 A pii riiznych teplotach

Na obrazcich 12 a 13 Ize pozorovat rust kmenl Acinetobacter radioresistens 28 a 28A.
Vysledky ukazaly, ze oba kmeny maji velmi podobné ristové chovani. Nejvyraznéjsi a
nejrychlejsi rast nastal pfi teplot€¢ 30 °C. Lag faze trvala ptiblizn€ 5 hodin a nasledovala
exponencialni faze, kdy bakterie dosdhly maximalni OD pfiblizn€ 1,7 b&hem prvnich 10
hodin kultivace. Rist pii 25 °C byl mirné pomalejsi, lag faze trvala asi 6 hodin a od této
hodiny nastal strmy rust a konecné hodnoty OD byly téméf totozné s témi pii 30 °C, coz
byla hodnota 1,7. Po dosazeni hodnoty OD doslo ke stabilizaci riistu a OD mirné klesalo az
do 30. hodiny kultivace. Naopak pfi teploté 45 °C se u Zadného z kment neprojevil prakticky

zadny rast.
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Obrazek 14: Ruast Pseudescherichia vulneris H3 pti riznych teplotach
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Obrazek 15: Rust Pseudescherichia vulneris H4 pti riznych teplotach

Ristové kiivky bakterii Pseudesherichia vulneris byly sledovany pfi tech rznych teplotach:

25 °C, 30 °C a 45 °C. Vysledky jsou zobrazeny na obrazcich 14 a 15.

Pti teploté 25 °C byla pozorovéna lag faze piiblizn€ do 6 hodin kultivace, po které
nasledovala rychla exponencialni faze. Maximalni opticka hustota (OD) dosahla kolem 2,4,
pfiCemz staciondrni faze nastala pfiblizné mezi 12-30 hodinami. Po této dobé dochéazelo
k pozvolnému poklesu OD, coz znac¢i pfechod do faze uhynu bun¢k. Pti 30 °C zacal rist
diive, lag faze byla velmi kratka, trvala pfiblizné€ do 3. hodiny kultivace. Exponencialni faze
byla velmi strmé4 a maximalni OD bylo dosaZeno jiZ kolem 10—12 hodin, a to na hodnoté

ptiblizn€ 2,1. Stacionarni faze byla patrnd, nasledovala mirnym poklesem optické hustoty.
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I kdyZ maximalni OD bylo nizsi nez pti 25 °C, bakteridlni kultura dosahla téhle hodnoty
rychleji, coz svédci o rychlejsim riistu pti teploté 30 °C. Naopak pii 45 °C nebyl téméf zadny
rust pozorovan. OD ziistavala po celou dobu kultivace nizka (pod 0,2), coz naznacuje, ze

tato teplota je pro rtst bakterii nevhodna.
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Obrazek 16: Rust Enterobacter sp. 16B pii riiznych teplotach

Rist Enterobacter sp. 16B je znazornén na obrazku 16. Optimalnich riistovych parametrt
bylo dosazeno pfi teploté 25 °C, kdy kultivace vedla k nejvyssi dosazené hodnoté optické
denzity a zaroven k dlouhodobé stabilni stacionarni fazi. Lag faze trvala pfiblizn¢ 6 hodin,
po které nasledoval strmy rist mezi 6. a 12. hodinou kultivace s vyslednym OD 1,9. Od 14.
hodiny do konce kultivace se kiivka ustaluje (stacionarni faze) a pozd¢ji dochazi k mirnému
poklesu. Pti 30 °C byl sice pozorovan rychlejsi nastup ristu (lag faze trvala pouze 5 hodin),
nicméné maximalni optické denzita byla niz$i (1,7) a nasledné doslo k pozvolnému poklesu
bunécné hustoty, coz mize poukazovat na ¢asteCné stresové pusobeni této teploty nebo
urychlené¢ starnuti bunck. Kultivace pii 45 °C byla nelspés$nd, jelikoz nedoSlo
k vyznamnému mnozeni buné€k, coz naznacuje, Ze tato teplota piekracuje teplotni toleranci

dané¢ho mikroorganismu.

6.3 Antibioticka rezistence testovanych kment

Cilem bylo zjistit citlivost izolatd k danym antibiotikim. Pro testovani rezistence
izolovanych gramnegativnich ty¢inek byla pouzita standardizovana difuzni diskova metoda

dle EUCAST (2024). Postup metody a pouzitd antibiotika jsou popsana v kapitole 5.3.
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Hodnoceni probihalo na zdkladé¢ priméru inhibi¢nich zén (obr. 17). Hodnoty byly
porovnany s limitnimi hodnotami stanovenymi metodikou dle referen¢nich limitnich hodnot
stanovenych organizaci EUCAST pro celed’ Enterobacteriaceae nebo Acinetobacter spp.
(EUCAST, 2024). Z6ny antibiotika tikarcilinu byly vyhodnoceny dle hrani¢nich hodnot pro
Pseudomonas spp. dle metodiky (EUCAST, 2022). Zoény antibiotika ceftazidimu byly
vyhodnoceny dle hrani¢nich hodnot pro Pseudomonas spp. dle metodiky (EUCAST, 2023).

Obrazek 17: Vysledky diskové difuzni metody pro Acinetobacter nosocomialis P65
V tabulkach 8 a 9 jsou zelenou barvou zaznaeny bakteridlni kmeny citlivé (S) k danému
antibiotiku, zlutou barvu kmeny vykazuji citlivost pfi zvysené expozici (I) a ¢ervenou barvou
kmeny, které vykazovaly rezistenci (R) pro dané antibiotikum. Vysledky jsou pro lepsi

pfedstavu zaznamenany i na obrazcich 18 a 19.

Tabulka 8: Hodnoceni antibiotické rezistence kmenu z ¢eledi Enterobacteriaceae

Prumér inhibi¢ni zony [mm]
(disky 6 mm)
Antibiotikum P14 H3 H4 16B
Ampicilin
Piper-tazobaktam
Cefepim
Ceftazidim
Imipenem
Ciproflaxacin
Levoflaxacin
Tobramycin
Aztreonam

Legenda: P14 = Cronobacter sakazakii, H3, H4 = Pseudoesherichia vulneris, 16B = Enterobacter spp.
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Obrazek 18: Zastoupeni citlivych, intermediarnich a rezistentnich izolat z celedi
Enterobacteriaceae

Legenda: AMP = ampicilin, PIT= piper-tazobaktam, FEP = cefepim, CAZ = ceftazidim, IPM = imipenem, CIP
= ciproflaxacin, LE = levoflaxacin, TOB = tobramycin, ATM = aztreonam

Vysledky ukazaly znacnou rezistenci k cefalosporinovym antibiotikiim, a to hlavné
k antibiotiku cefepimu, kde 4 ze 4 vySetifovanych kment byly vii¢i antibiotiku rezistentni.
Mezi dals$i antibiotikum tadici se mezi cefalosporinové antibiotika patii ceftazidim, na které
jsou vSechny, kromé¢ jednoho kmenu citlivé. U monobaktamovych antibiotik byl
zaznamenan jeden kmen jako intermediarni. Jinak u zbylych skupin antibiotik (peniciliny,
karbapenemy, florochinolony a aminoglykosidy) byla pozorovana citlivost u vSech 4

testovanych kmend.

Tabulka 9: Hodnoceni antibiotické rezistence kmenu rodu Acinetobacter

Prumér inhibi¢ni zony [mm]
(disky 6 mm)
Antibiotikum P58 P59 P65 P66 P63 28 28A
Ticarcilin 24 25 25 25 25 27 21
Piper-tazobaktam 19 23 20 19 21 26 22
Cefepim
Ceftazidim
Imipenem
Doripenem
Ciproflaxacin
Levoflaxacin
Amikacin
Tobramycin

Legenda: P58, P59, P65, P66 = Acinetobacter nosocomialis; P63 = Acinetobacter baumanii; 28, 28A =

Acinetobacter radioresistens
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Obrazek 19: Zastoupeni citlivych, intermediarnich a rezistentnich izolat rodu
Acinetobacter

Legenda: TI = titraciklin, PIT= piper-tazobaktam, FEP = cefepim, CAZ = ceftazidim, IPM = imipenem, DOR
= doripenem, CIP = ciproflaxacin, LE = levoflaxacin, AK= amikacin, TOB = tobramycin
Dalsi vysledky téZz naznacuji rezistenci vic¢i cefalosporinovym antiblokim. Ze 7
vySetfovanych kmenti bylo vii¢i cefalosporinovym antibiotikiim cefepimu a ceftazidimu
rezistentnich vSech 7 testovanych. U penicilinovych antibiotik byly vSechny kmeny
intermediarni. Z vysetfovanych kment bylo vici karbapenemovym antibiotikum imipenem
6 kment citlivych a 1 kmen intermediarni, vici doripenemu bylo vSech 7 kmenti
intermediarnich. Mezi testovana florochinolonovéd antibiotika byl na ciprofloxacin
rezistentni jeden kmen a zbylych 6 bylo intermediarnich a na levofloxacin byly vSechny
kmeny citlive. Naopak pfi testovani aminoglykosidovych antibiotik amikacinu a

tobramycinu byly shledany pouze citlivé kmeny.

6.4 Schopnost tvorby biofilmu

Tvorba biofilmu byla u vSech bakteridlnich izolath zkoumana v BHI bujonu
Christensenovou metodou v 96jamkové mikrotitrani desti¢ce. Pro zjiSténi hrani¢ni hodnoty
(ODc) urcujici, zda je dany kmen biofilmpozitivni, byly vypoc€itany limitni hodnoty, které
jsou uvedeny v tabulce 10. Na ziklad¢ nasledného porovnani hodnoty ODc s absorbanci
vzorkll (Asos) byly izolaty rozd€leny do tii kategorii, a to kmen netvoti biofilm: OD < ODc,
kmen slabé tvoti biofilm: ODc¢ < OD < 2 ODc a kmen silné tvoii biofilm: OD > 2 ODec.
Vysledky tvorby biofilmu jsou uvedeny v tabulce 11 a na obrazku 20.
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Tabulka 10: Limitni hodnoty pro hodnoceni tvorby biofilmu

A (-) Kategorie
0-0,406 Netvorii biofilm
0,406 - 0,812 Slab¢ tvori biofilm

Tabulka 11: Vyhodnoceni tvorby biofilmu u testovanych gramnegativnich ty¢inek

Kmen Identifikace A (-)
H3 Pseudescherichia vulneris 0,223
H4 Pseudescherichia vulneris 0,286

28 Acinetobacter radioresistens 0,452
28A Acinetobacter radioresistens 0,555

Z celkovych 11 testovanych kment bylo 7 kmenti hodnoceno jako biofilm pozitivni, 2
kmeny netvoftily biofilm a 2 kmeny spadaly do kategorie slab& tvorici biofilm. Nejvyssi
tvorba biofilmu ze vSech testovanych kment byla pozorovana u izolatu Cronobacter

sakazakii P14 s hodnotou absorbance 1,936.

= intenzivné tvofi biofilm
= netvoii biofilm

slabé tvori biofilm

Obrazek 20: Vyhodnoceni podilu testovanych kment podle schopnosti tvorby biofilmu

Nejvyssi pocet kment s tvorbou biofilmu byl zaznamenan u bakterii rodu Acinetobacter,

kde pét ze sedmi kmenti tvofilo intenzivné biofilm. Nejvétsi naméfena hodnota absorbance
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byla u kmene Acinetobacter baumanii P63, a to 1,747. Mezi slab¢ tvorici biofilm patii
kmeny A. radioresistens 28 a 28A, kde se hodnota absorbance pohybovala kolem hodnoty

0,5. Mezi izolaty netvotici biofilm lze zatadit kmeny Pseudesherichia vulneris H3 a H4.

6.5 Souhrnna diskuze

Potraviny s nizkou aktivitou vody (aw < 0,70), v¢etné¢ suSenych vyrobkt, byly tradicné
povazovany za mikrobiologicky bezpecné. Nové studie vSak prokazaly jejich potencilni
kontaminaci alimentarnimi patogeny. Klicovymi faktory jsou mikrobiologicka kvalita
surovin, podminky zpracovani a samotny susici proces. Bezpe¢nost susenych potravin by
méla byt podpofena systematickou kontrolou surovin, spravnym fizenim vyroby, zavedenim
HACCP a dodrZovanim spravné vyrobni praxe, vcetné¢ hygieny provozu a persondlu.
Vzhledem k novym poznatkiim jiZ nelze suSené potraviny povazovat za bezpecné pouze

na zéklade¢ jejich nizké vodni aktivity (Chitrakar et al., 2019).

V praskové kojenecké vyzivé byly identifikovany bakterie rodu Acinetobacter,

Cronobacter a Enterobacter (Juma et al., 2016).

Pti sledovani vlivu kultivaéni teploty na rist gramnegativnich bakterii byly sledovany
tii teploty (25 °C, 30 °C a 45 °C). Izolaty rodu Acinetobacter vykazovaly velmi dobry rtst
pii teplotach v rozmezi 25-30 °C. Zajimavosti je, Ze kmen Acinetobacter nosocomialis P66
byl schopen ristu i pii 45 °C. Optimalni ristové teploty vétSiny kmenl se pohybuji
mezi 33 a 35 °C (Betts, 2006). Tyto poznatky odpovidaji 1 zjist€énim, podle nichz kmeny
Acinetobacter nosocomialis a A. baumannii dosahovaly nejintenzivngj$iho ristu pfi teploté

30 °C.

Kmen Cronobacter sakazakii P14 rostl pfi vSech tfech testovanych teplotach. Tyto
vysledky potvrzuje i studie (Bursova et al., 2025), kde byl sledovén rist bakterie po dobu
30 hodin pfi teplotach 24 °C, 30 °C a 44 °C.

Bakterie rodu Enterobacter obvykle rostou optimalné pfii teplotdch mezi 30 a 37 °C,
pfi¢emz jsou schopné rustu i pii teplotach az do 44 °C (Rogers et al., 2016). Pfesto vSak
izolat Enterobacter sp. 16B vykazoval nejlepsi rast pii 25 °C. Podobné u izolath
Pseudescherichia vulneris H3 a H4 byl pozorovan nejintenzivngjsi riist rovnéz pii teplote
25 °C, a to navzdory tomu, Ze optimalni ristova teplota této bakterie se bézn¢ pohybuje

mezi 35 az 37 °C (Podstawka, 2024).
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V ramci testovani antibiotické rezistence byla u vSech izolata zjisténa rezistence viici
cefalosporinovym antibiotikiim, coz potvrzuje i studie, kterd upozoriiovala na narast

rezistence gramnegativnich bakterii viici antibiotiku cefepim (Najafi et al., 2012).

Ve studii (Parra-Flores et al., 2018) byly ve Spojenych stitech testovany bakterie
Cronobacter a Enterobacter spp., izolované z praskové kojenecké vyzivy. Jeden z kmenti
Enterobacter vykazoval rezistenci vuci antibiotiku cefepimu, zatimco Cronobacter
sakazakii byl citlivy na vSechna testovana antibiotika. Naopak nové¢jsi studie provedena
v Teheranu (Pakbin et al., 2022), kde byl Cronobacter sakazakii izolovan z bézné dostupné
kojenecké vyzivy, ukdzala, ze az 92 % izolatl bylo rezistentnich na cefepim. Tento vysledek

podporuje zavéry uvedené v bakalarské praci.

Ve vyzkumu (Shobrak a Abo-Amer, 2014) byla sledovdna antibiotickd rezistence
u Pseudecherichia vulneris izolované ztaznych ptakd. Vzhledem k tomu, Ze kmeny
pochazely z volné Zzijicich zvifat, vznikaji obavy z potencionalniho rozvoje multirezistence
a snadného prenosu gend rezistence. Presto vSak byla u testovanych antibiotik (ampicilin,
ciprofloxacin, pipercilin) prokézéna citlivost, coz je v souladu s vysledky bakalaiské prace.
Novéjsi studie zabyvajici se rezistenci kmenit Pseudesherichia vulneris izolovanych

z potravin bohuzel dosud chybi.

U testovanych antibiotik doSlo ke zjisténi, Ze vSechny izolaty rodu Acinetobacter jsou
rezistentni vici testovanym cefalosporinovym antibiotikiim (cefepimu a ceftazidimu).
Ve studuji (Cho et al., 2018), ktera se zabyvala kmeny Acinetobacter izolovanymi ze
suSené¢ho mléka vyrobeného v Némecku, bylo 21 kmenti (z celkovych 47) rezistentnich vici

antibiotiku cefepimu.

Ptitomnost antibioticky rezistentnich kmena Acinetobacter spp. mize byt rizikem pro
vetejné zdravi (Carvalheira et al., 2021). Zatimco nékteré studie (Mari-Almirall et al., 2019)
uvadéji nizkou miru rezistence izolath Acinetobacter baumannii na klinicky vyznamna
antibiotika, jiné zjistily, ze komplex Acinetobacter baumannii byl nejcastéjSim druhem

rezistentnim na cefalosporiny tieti generace (Carvalheira et al., 2021).

Tvorba biofilmi alimentarnich patogenti na povrSich pfichazejicich do styku
s potravinami muize vést k vaznym rizikiim pro lidské zdravi. Buniky v biofilmu je obtizné
zcela eliminovat, Casto perzistuji a slouzi jako dulezity zdroj trvalé kontaminace
v potravinarskych produktech (Ye et al., 2015). Tato kompaktni struktura zaroven ztézuje

pronikani latek, jako jsou biocidy a dezinfek¢ni prostfedky, dovnitf a zastaveni jejich rastu.
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Vzhledem k tomu, Ze biofilm obsahuje vysoky podil vody, chrani také buiky pired
vysychanim. Nedostate¢na hygiena zafizeni a ploch, které ptichdzeji do kontaktu

s potravinami, mtize formovani biofilmu vyrazné napomahat.

V ramci praktické casti bylo provedeno testovani schopnosti tvorby biofilmu
u bakteridlnich izolatli gramnegativnich tyCinek nalezicich do Celedi Enterobacteriaceae a
rodu Acinetobacter. Nejvys§i pocet biofilm-pozitivnich izolath byl zjistén u rodu
Acinetobacter, kde tvorba byla prokazana u vsSech izolatd. Nejvétsi tvorbu biofilmu
vykazoval izolat Acinetobacter baumanii. Ve studii (Ababneh et al., 2022) zkoumali tvorbu
biofilmu u Acinetobacter baumnaii izolovaného z riznych potravin, kde zjistili, ze skoro
vSechny izolaty tvofi intenzivné biofilm. Nékolik studii (Lee et al., 2008) ukazalo, ze
Acinetobacter spp. tvoii silné biofilmy ve srovnani s ostatnimi bakteriemi. Tahle studie

muze mit i spojitost mezi antibiotickou rezistenci a tvorbou biofilmu. (Roy et al., 2022).

Tvorba biofilmu u bakterie Acinetobacter radioresistens je ve srovnani s jinymi druhy
Acinetobacter, zejména Acinetobacter baumannii, omezena. Nekteré studie (Clay S.
Crippen et al., 2018) vSak zkoumaly jeho genetické vlastnosti a potencidl pro tvorbu

biofilmu.

Studie (Nyenje et al., 2013) se zabyvala tvorbou biofilmu kmenem FEnterobacter
1zolovanym z potravin (zelenina, brambory, ryze, kolace, hovezi a kuteci gulés). Ve studii

potvrdili tvorbu biofilmu, coz téz koresponduje s vysledky bakalaiské prace.

Nejvétsi tvorba biofilmu byla zaznamenana u bakterie Cronobacter sakazakii, hodnota
absorbance byla 1,936. Cronobacter je znamy tvorbou biofilmu, ve studii (Ye et al., 2015)
byly pii kultivaci 28 °C vSechny izolaty biofilm pozitivni. Ve studii (Motkova et al., 2015),
kde téz zkoumali tvorbu biofilmu Christensenovou metodou pattil Cronobacter sakazakii

mezi intenzivni producenty biofilmu v BHI bujonu.
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ZAVER

Tato bakalafskd prace se veénovala charakterizaci vybranych gramnegativnich tyCinek
izolovanych z mlécnych potravin s podilem koziho mléka se snizenou vodni aktivitou.
V ramci charakteriza¢nich studii byl sledovan vliv kultiva¢ni teploty na riist téchto

mikroorganismu, analyzovana byla schopnost tvorby biofilmu, bylo provedeno testovani

citlivosti na antibiotika pomoci diskové difuzni metody.

Identifikace izolata byla provedena pomoci sekvenace genu pro 16S rRNA, Metodou
byly identifikovany bakterie pattici do rodi Cronobacter, Acinetobacter, Enterobacter a

Pseudescherichia. Nejvétsi zastoupeni mél Acinetobacter nosocomialis.

U vSech izolath byl pozorovan riist pfi teplotach 25 °C a 30 °C. U kmene Cronobcater
sakazakii P14 a jednoho kmene Acinetobacter nosocomialis P66 bylo mozno sledovat riist 1

pti teploté 40 °C.

U izolati byla provedena diskova difizni metoda v ramci testovani antibiotické
rezistence. Bylo zjiSténo, Ze vSechny kmeny vykazuji rezistenci vic¢i testovanému
antibiotiku cefepimu. U izolath Acinetobacter byla zjiSt€na sniZena citlivost na vétSinu
testovanych antibiotik. Naopak zastupci celedi Enterobacteriaceae projevili citlivost
k vétSin€ pouzitych antibiotik.

Tvorba biofilmu byla ovéfena Christensenovou metodou, kde z 11 testovanych
mikroorganismi byla silné tvorba biofilmu prokézana u 7 izolatl a nejvic vykazovala tvorbu

bakterie Cronobacter sakazakii P14.
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