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ABSTRAKT

Tato diplomovd prace se zabyva charakterizaci vybranych grampozitivnich koku
izolovanych z mikrobiologicky nerizikovych potravin. Cilem bylo izolovat grampozitivni
koky ze vzorkl suSeného a lyofilizovaného ovoce a masovych konzerv a néasledné provést

charakterizaci jejich urcitych vlastnosti.

V ramci charakterizace byl sledovan rist izolatti v rtiznych teplotnich podminkéch, byla
zjisStovana tvorba biofilmu pomoci modifikované Christensenovy metody. Dale byla
diskovou difuzni metodou testovana citlivost izolatii na vybrana antibiotika a na zaklad¢

fenotypu byla provedena detekce prislusnych genti rezistence pomoci klasické PCR metody.

Vyzkumem bylo zjisténo, Ze v analyzovanych vzorcich se vyskytovaly rody Staphylococcus,
Kocuria, Micrococcus, Aerococcus a Rothia. Z vysledkl vyplyva, Ze vétSina testovanych
grampozitivnich kokl rostla v rozmezi testovanych teplot 2040 °C, vétSina vykazovala
rezistenci k vice skupindm antibiotik zaroven a u zastupct Staphylococcus a Kocuria byla
prokazéna multirezistence. VétSina testovanych gentll byla u grampozitivnich kokt pfitomna,
nejcastéji detekovanym genem antibiotické rezistence byl gen blaZ determinujici rezistenci
k B-laktamovym antibiotikim, gen ermA podmiiujici rezistenci k erytromycinu a gen nor4
determinujici fluorochinolonovou rezistenci. Tvorba biofilmu byla prokazana u zastupct
Staphylococcus a Kocuria. Tato prace pfispéla k rozsiteni povédomi ohledné vyznamu

vyskytu grampozitivnich kokli v mikrobiologicky nerizikovych potravinach.

Klicova slova: suSené ovoce, lyofilizované ovoce, konzervované masné vyrobky,

grampozitivni koky, antibioticka rezistence, biofilm, PCR



ABSTRACT

This diploma thesis deals with the characterization of selected Gram-positive cocci isolated
from microbiologically safe foods. The aim was to isolate gram-positive cocci from dried
and freeze-dried fruit and canned meat samples and then to characterize their specific

properties.

As part of the characterization, the growth of the isolates was monitored under different
temperature conditions, and biofilm formation was investigated using the modified
Christensen method. In addition, the susceptibility of the isolates to selected antibiotics was
tested by the disc diffusion method and the detection of the corresponding resistance genes

was performed based on the phenotype using the classical PCR method.

The study revealed that the genera Staphylococcus, Kocuria, Micococcus, Aerococcus and
Rothia were present in the analysed samples. The results show that most of the tested gram-
positive cocci grew in the tested temperature range of 20-40 °C, most of the tested cocci
showed resistance to multiple antibiotic groups simultaneously, and multidrug resistance
was demonstrated in Staphylococcus and Kocuria species. Most of the tested genes were
present in Gram-positive cocci, with the most frequently detected antibiotic resistance genes
being blaZ gene determining resistance to B-lactam antibiotics, the ermA gene conferring
resistance to erythromycin and the nor4 gene determining fluoroquinolone resistance.
Biofilm formation was demonstrated in some species of Staphylococcus and Kocuria. This
study has contributed to the widespread awareness of the importance of gram-positive cocci

in microbiologically safe foods.

Keywords: dried fruit, freeze-dried fruit, canned meat products, gram-positive cocci,

antibiotic resistance, biofilm, PCR
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UvVOD

Potraviny jsou bohatym zdrojem zivin a poskytuji vynikajici médium pro rist
mikroorganizmt zpisobujicich jejich kazeni nebo mohou byt u konzumenti plvodci
alimentarnich onemocnéni. Bezpecnost potravin je globalni problém a méla by byt hlavnim

cilem vSech provozovateld potravinaiskych podnikti produkujicich potravinaiské vyrobky.

Konzervované produkty jako susené ¢i sterilované vyrobky patii do skupiny
mikrobiologicky nerizikovych potravin. Popularita suSené¢ho a lyofilizovaného ovoce roste,
a to zejména diky jeho nizké hmotnosti, vysokému obsahu nutricné bohatych latek,
skladovatelnosti a dlouh¢ trvanlivosti, ktera je zajiSténa nizkym obsahem vody. Sterilované
konzervované produkty jsou oSetfeny termosterilaci, kterd zajiStuje trvanlivost produktu
az po dobu nékolika let. I ptes to, Ze tyto potraviny nepodporuji mikrobidlni rist, mohou byt
zdrojem mikrobioty zptsobujici jejich kazeni nebo muze dojit k jejich kontaminaci
patogennimi ¢i oportunné patogennimi kmeny. Mezi tyto mikroorganizmy lze zatfadit mimo
jiné také grampozitivni koky. Zminéné komodity mohou poskytovat vhodny substrat
pro dlouhodobé prezivani patogennich bakterii a mohly by tak predstavovat zdravotni riziko

pro spotiebitele.

S moZnou kontaminaci a ptrezivanim grampozitivnich kokl v potravinafskych produktech
nepodporujicich jejich rozvoj souvisi mimo jiné i jejich schopnost tvofit biofilm. Kromé
zvySené odolnosti bun¢k biofilmu vic¢i suchému prostfedi, zdhfevu, antimikrobidlnim
latkdm ¢i sanitaénim ptipravkim, by mohly biofilmy poskytovat vhodné prostiedi
pro horizontalni pfenos genil, v€etné gend antibiotické rezistence mezi mikroorganizmy
nachazejicimi se v biofilmu. Velkou hrozbu v dané problematice pak pfedstavuje zejména
pfenos genl antibiotické rezistence z nepatogennich druhii na druhy schopné vyvolavat
onemocnéni z potravin, napt. Staphylococcus aureus. Z téchto divoda je charakterizace
grampozitivnich kokli nezbytné pro pochopeni vyznamu jejich vyskytu v mikrobiologicky

nerizikovych potravinach.
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I. TEORETICKA CAST
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1 POTRAVINY S NiZKOU HODNOTOU VODNi AKTIVITY

v

Voda je nejhojnéjsi slozkou potravin a hraje dilezitou roli v riznych biochemickych
reakcich, ovliviiuje fyzikalni strukturu potraviny a ma velky dopad na organoleoptické

vlastnosti a skladovatelnost potravinaiskych vyrobkt (Malekjani, Jafari, 2023).

Mikrobialni buniky pro sviij rist vodu nezbytné potiebuji, jelikoz samotna bunka obsahuje
az 90 % vody, ktera pfedstavuje prostiedi, ve kterém probihaji veskeré metabolické pochody.
Voda je nezbytna napft. pro transport zivin do buriky a odstraiiovani odpadnich latek z bunky
ven. Pro zabranéni ztraté vnitrobunécné vody musi vnéjsi prostfedi obsahovat dostate¢né

mnozstvi vody (Doyle, Buchanan, 2013).

1.1 Vyznam vody v potravinach

Potravinarské produkty maji obecné slozitou strukturu a voda je v tomto systému vazana
na dalsi latky, ale mlze se vyskytovat i voln€. Voda se v potravinach vyskytuje volna nebo
vazana fyzikalnimi ¢i chemickymi vazbami. Schopnost vazat vodu maji napt. hydroxylové

skupiny polysacharidi ¢i aminoskupiny bilkovin.

Voda, ktera se nachazi v mezibunééném prostoru potravinovych matric a neni vazana
na slozky potravin, se nazyva voda volnad neboli dosazitelnd (Malekjani, Jafari, 2023).
Pro rtst mikroorganizm je dtlezita pravé voda dosazitelnd, tedy chemicky nevazand. Tuto
dosazitelnou vodu mohou mikroorganizmy vyuZzivat pro své bunééné pochody SniZzenim
obsahu vyuzitelné vody lze dosdhnout omezeni mikrobidlniho metabolizmu, mnozZeni
aprodlouzeni trvanlivosti potraviny (Doyle, Buchanan, 2013). Velmi wuzite¢nym
parametrem, ktery pomahd pochopit pohyb vodné faze z prostfedi do bunky a opacné,
je aktivita vody (Adams, Moss, 2016). Pusobeni aktivity vody na mikroorganizmy
je popsano v kapitole 3.2.1

1.2 Potraviny s nizkou vodni aktivitou

V ptipadé€ potravin s nizkou hodnotou aw se bavime o potravinach s aw 0,85 a nizsi. Do této
kategorie patii potraviny jako napft. cerealie, suSené ovoce, susena zelenina, mouka, krupice,

bylinky, kofeni, susené mléko a jiné (Beuchat et al., 2013).

Aktivitu vody lze snizit napt. suSenim, lyofilizaci, proslazovanim, solenim nebo zahu§ténim.
Témito procesy klesa aktivita vody a dochdzi ke zvySovani osmotického tlaku v kapalné

¢asti potraviny (Alp, Bulantekin, 2021). Pokles obsahu vody navic sniZzuje hmotnost
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produktu, usnadnuje ekonomické skladovani, pfepravu a nabizi tak $ir§i distribucni
potencidl. Snizend aktivita vody také inhibuje oxidac¢ni a enzymatické reakce, ¢imz vyrazné
prodluzuje trvanlivost produktu (Bourdoux et al., 2016). Klesa mnozstvi vyuzitelné vody
pro piitomné mikroorganizmy, u kterych nasledkem toho dochazi ke zpomaleni bunécného
metabolizmu. Poklesem aktivity vody v potraviné na urcitou urovenl je do zna¢né miry

zabranéno ristu a mnoZzeni vét§iny mikroorganizmi v potravinach (Beuchat et al., 2013).

Potraviny s nizkym obsahem aktivity vody by vSak nemeély byt povazovany za sterilni,
Ovoce ¢i zeleninu mizou mikroby kontaminovat jiz béhem procest prvovyroby, pfepravy
¢i béhem procesu suseni. Kontaminace by mohla nastat zejména tehdy, jestlize nejsou
dodrzovany spravné hygienické podminky a postupy. Potravina, u které nedojde
k dostatecnému sniZeni aktivity vody, mulze ptedstavovat vhodné podminky pro rist
a mnozeni mikroorganizmil. V suSenych potravindch mohou nékteré patogeny, kvasinky
a plisné rust i béhem skladovani, piepravy a transportu, az do prodeje a zpusobit tak jejich
kazeni. V ptipadé preziti dostatecného poctu zivotaschopnych choroboplodnych bunék

mohou konzumentovi pfivodit zdravotni problémy (Alp, Bulantekin, 2021).

I pfes urCity osmoticky stres mohou mikroorganizmy ziistat zivotaschopné. Jsou-li
mikroorganizmy vystaveny osmotickému stresu, jsou schopné produkovat a akumulovat
v bunééné cytoplazmé razné typy osmoprotektanti, které vazou vodu, avSak tyto
se neucastni metabolickych pochodii buiiky. Variabilita v tvorbé osmoprotektivnich latek
by tak mohla vysvétlovat rozdilnost v limitnich hodnotich aw pro mikrobidlni rist

(Doyle, Buchanan, 2013).

Potraviny a sloZky potravin s nizkou aw jsou v poslednich letech stale Castéji oznacovany
za nosice patogend, které by mohly vyvolat onemocnéni. Nekteré z téchto potravinovych
patogenii mohou v potravinach s nizkou hodnotou aw i po zpracovani potraviny piezivat
nckolik mésicl, dokonce i1 nékolik let. K témto patogenim Ize zatfadit mimo jiné
1 grampozitivni alimentarni patogeny. V suchych potravindch nebo suchych slozkach
potravin je prakticky nemozné tyto patogeny odstranit, aniz by se nezhorSila organolepticka
kvalita potraviny (Beuchat et al., 2013). Vzhledem k tomu je v soucasné dob¢ snaha
o produkci mikrobiologicky kvalitnich potravin a je nezbytné, aby byly zavedeny
a dodrzovany spravné hygienické postupy (SHP) a systémy zalozené na zdsadach analyzy

rizik a kontrolnich bodad HACCP (Beuchat et al., 2013).
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1.3 SuSené potraviny

Proces suSeni patfi mezi nejstarsi a nejbézné€jsi formy konzervace potravin. Historie tohoto
zpusobu konzervace potravin sahd az do pravéku, kdy lidé suSili potraviny na slunci
a dokazali tak uchovat potraviny del§i dobu. To jim umoznilo pfezit obdobi nedostatku

(Malekjani, Jafari, 2023).

Susenim se rozumi anabioticky proces konzervace, pii kterém dochazi vlivem pasobeni tepla
k odpafovani volné vody ze suSené hmoty na takovou uroven, kterda jiz neni vhodna
pro rozvoj mikroorganizmi ¢i degrada¢ni procesy enzymi. Jak jiz bylo zminéno vySe, voda
ovliviiuje fyzikalné-chemické vlastnosti potravin a je nezbytnd pro veskeré biochemické
a mikrobiologické pochody (Bourdoux et al., 2016). Pfi susSeni potraviny nejdiive dochazi
k odstranéni volné vody a poté fyzikdln¢ vdzané vody. Pfi intenzivnim suSeni se muze
odstranit i ¢ast vody chemicky vazané (Malekjani, Jafari, 2023). VétSinou vSak k odstranéni
chemicky vazané vody nedojde a tato voda zlstava v potraving i po ukonceni procesu susent.
Mikroorganizmy chemicky védzanou vodu pro svij rdst a mnoZeni vyuzit nemohou.

(Bourdoux et al., 2016).

I pres to, Ze proces suseni dokaze zajistit prodlouzeni trvanlivosti potravinarskych komodit,
do zna¢né miry ovliviiuje strukturu a kvalitu ptivodniho produktu. Pro zachovani nutri¢ni
hodnoty, optimalni struktury a celkové kvality, v¢etné¢ mikrobiologické jakosti suSenych
potravin, jsou vyuzivany rtizné metody suSeni, které jsou v soucasné dobé piredmétem

dalSiho zkoumani a procesii optimalizace (Malekjani, Jafari, 2023).

1.3.1 Proces suSeni

Proces odniméni volné vody se oznacuje také jako osmoanabidza. Principem osmoanabidzy
je pokles vody za soucasného zvySovani osmotického tlaku a koncentrace latek v potraving.
Cim niz§i mnoZstvi vody se v potraviné nachazi, tim vice je voda v potraviné pouténa
atim sus§i vzduch musi byt pouzity ktomu, aby dochdzelo ke snizovani vlhkosti
ve vysouseném materidlu. Zménu obsahu vody v potraviné v zavislosti na relativni vlhkosti

vzduchu okolniho prostiedi znazornuji sorpéni izotermy (Ingr, 2007).

Pfi suSeni se z pevného materidlu pilisobenim tepla a proudéni vzduchu odpatfuje voda.
Pti umisténi vlhkého materialu do prostfedi, kde tenze pary dosahuje nizSich hodnot

nez na povrchu materidlu, se nasledné¢ zpovrchu této potraviny zacne odpafovat
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voda (Dobiés, 2004). Pti procesu suSeni probihaji chemické pochody zvané Maillardovy

reakce. Krom¢ Maillardovych reakci probihaji také v jisté mite reakce oxidac¢ni (Ingr, 2007).

Rychlost suSeni je ovlivnéna nékolika faktory, véetné mechanizmu transportu vlhkosti
z potraviny, vlastnosti suSiciho vzduchu ¢i samotné povahy suSenych potravin

(Malekjani, Jafari, 2023).

1.3.2 Vyhody a nevyhody suSeni

Pii Setrném zplsobu suSeni si ovoce zachovava vysoké procento nutricné bohatych
a prospéSnych latek. U suSeného materidlu dochdzi ke snizovani objemu a zlepSeni
skladovatelnosti ¢i zvySeni efektivnosti piepravy, jelikoz susend potravina nezabird tolik
mista jako Ccerstva. Chut suSeného ovoce je mimo jiné intenzivnéjsi a plné&jsi

(Malekjani, Jafari, 2023).

Pii suSeni vysokymi teplotami Casto potravina, zejména ovoce, velmi ztvrdne, vlivem
procesu karamelizace a Maillardovy reakce hnédne a mize mit az nepiijemnou nahoiklou
chut’. PiiliSna vysoka teplota pak mize mit za nésledek degradaci vitamind (napf. vitaminl
skupiny B a vitaminu C) a jinych termolabilnich slou€enin a sniZeni nutri¢ni hodnoty susené
potraviny. Cim je teplota zahfivaného suseného materialu vys$si, tim intenzivnéji tyto

nezadouci zmény mohou probihat (Dobiés, 2004).

Obzvlasté dulezity je u potravin susenych vzduchem zptisob baleni a podminky skladovani.
Pouze pii rovnovaze vlhkosti prosttedi s vlhkosti susené potraviny lze zajistit vhodné
podminky, pfi kterych nebude dochéazet k dalSimu vysouSeni, popiipad¢ vlhnuti susené
potraviny a jejimu kaZeni. V piipad€ balenych suSenych potravin je nutna vzduchotésnost
obali. U potravin s velmi nizkou hodnotou ay je nezbytné baleni a nasledné skladovani

v hermeticky uzavienych obalech (Ingr, 2007).

1.3.3 SusSené ovoce

Dle Vyhlasky ¢. 397/2021 Sb. je suSené ovoce definovano jako ovoce konzervované susenim
bez pouziti pfirodnich sladidel. Tato vyhlaska téz upravuje pozadavky na konzistenci,
vzhled, barvu, chut a vini suSené¢ho ovoce, které jsou wuvedeny v tabulce 1

(Vyhlaska €. 397/2021 Sb.).
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Tabulka 1: Pozadavky na susené ovoce dle Vyhlasky ¢. 397/2021 Sb.

Potravina | Konzistence a vzhled Barva Chut’ a viiné
susené dostatecné vysuSené, bez | odpovidajici danému | typickd pro dany
ovoce znamek poskozeni skiidci s | druhu ovoce druh ovoce, bez
ojedinélym vyskytem suSeného bez cizich pacht a
cizich pfimési a znamek poskozeni chuti
nevyzralych plodi, bez sluncem
zneci§téni zeminou ¢i
prachem

Ovoce je jednou z komodit, kterd diky vysokému obsahu vody a sacharidd je velmi
neudrzna, a podléha rychlé zkaze. Cerstvé ovoce piedstavuje optimalni podminky
pro enzymatickou ¢innost a také podporuje riist mikroorganizmil. V potravinaistvi je proces
suseni ovoce nenahraditelnou konzervacni technologii, kterd umoziuje prodlouzeni jeho

trvanlivosti (Jayaraman, Gupta, 2020).

SuSeni ovoce bylo historicky provadéno na slunci nebo na vzduchu. Ovoce bylo nasekéno
na kousky a v tenké vrstveé rozloZeno na dievéné ¢i kamenné desky. Takto byly ponechany
nékolik dni, dokud nedosahly pozadovaného stupné vysuseni. V ptipad¢ suseni vzduchem

bylo ovoce zavéseno na provazech a suSeno v proudu vzduchu (Mani, Valarmathi, 2021).

SuSeni na slunci se v dneSni dobé vyuziva spiSe uz jen v tropickych a subtropickych
oblastech, kde je pocasi stabilni a umoziuje tak dostate¢né vysuseni ovoce na pozadovanou
vlhkost (Dobias, 2004). Pro konzervaci suSené¢ho ovoce ¢i dalSich suSenych vyrobkul
se v soucasnosti pouzivaji rizné technologické postupy zalozené na odnimani vlhkosti
z potraviny za pomoci tepla a proudéni vzduchu. Pfedev§im se pouzivd konvencni suSeni

teplym ¢i horkym vzduchem v riznych typech suSaren (Bourdoux et al., 2016).

Pii technologii suSeni je trendem optimalizace a standardizace procesu suseni pro zajiSténi
kvalitniho produktu z hlediska mikrobiologického ¢i organoleptického a zaroven je také
kladen diraz na energetickou narocnost zvolené technologie (Bourdoux et al., 2016).
Ve snaze snizit provozni naklady a minimalizovat spotfebu energie pii suseni jsou vyvijeny
nové trendy v postupech suSeni. Mezi nové vznikajici technologie patii hybridni suSici

systémy, infracervené ¢i mikrovlnné susici systémy (Chua, Chou, 2014).
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1.4 Lyofilizované potraviny

Lyofilizace je metoda zalozenad na procesu vakuové sublimace vody z materidlu. To ma
zanasledek snizeni hodnoty aktivity vody v lyofilizovaném produktu, ¢imz dojde
k zabranéni procest kazeni. V potravinarském primyslu je tato metoda hojné€ vyuzivana,
jelikoz se jednd o Setrnéj$i metodu nez klasické suSeni za pouziti vysokych teplot.
Lyofilizace je provadéna pii nizkych teplotach, ¢imzZ je zachovana barva, chut’, vzhled
potravin a degradace termolabilnich latek je zna¢n€ minimalizovana (Bourdoux et al., 2016;

Shah et al., 2022).

Metoda suSeni mrazem byla znama jiz od konce 19. stoleti. V pramyslovych odvétvich
se tato metoda zacala vyuzivat az po 2. svétové valce. Prvni komeréni aplikace lyofilizace
se objevily ve farmaceutickém primyslu pro konzervaci antibiotik ¢i krevni plazmy.
V potravinaiském prumyslu se lyofilizace zacala vyuzivat az koncem 50. let 20. stoleti

(Berk, 2013).

1.4.1 Proces lyofilizace

Principem lyofilizace je sublimace zmraZené vody z potravinového materialu. Sublimaci
se rozumi prechod z pevného skupenstvi piimo do skupenstvi plynného, aniz by doslo
k ptechodu do ptechodné kapalné faze. K sublimaci dochazi v ur¢itém rozsahu tlaki a teplot.
Pokud tlak par a teplota jsou niZsi nez trojny bod vody, pak miZze dochdzet k sublimaci ledu,

coz znazornuje fazovy diagram vody na obrazku 1 (Berk, 2013).

p (Pa)

Led

611.7Pa po == == o= o=

Sublimace
Vodni para

-

0,01°C  t(°C)

Obrazek 1: Fazovy diagram vody a podminky sublimace (upraveno dle Berk, 2013)
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Lyofilizace obecné zahrnuje tyto kroky: predmrazeni, zmraZeni, primdrni suSeni
a sekundérni suseni (Doyle, Buchanan, 2013). Obvykle je lyofilizovany material upraven,
co nejrychleji zmrazen na teplotu pod eutekticky bod (-40 °C), kdy dochazi k tvorbé velmi
malych ledovych krystalki. Nésledné¢ vlivem nizkého tlaku (kolem 10-50 Pa)
probiha primarni sublimacni suSeni, pii kterém sublimuje zmrzld voda. Timto zplisobem
dochazi k desorpci vétSiny vody z potraviny. Béhem primarniho suseni klesne obsah vody
v potraviné pfiblizné¢ na 15-20 %. Uvolnéna vodni para kondenzuje v podobé ledovych
krystali na povrchu kondenzatoru. V dalsi fazi nastava sekundarni, neboli desorp¢ni suSeni,
béhem kterého se zpotravinové matrice odstrani vétSina nezmrzlé vody

(Berk, 2013; Bourdoux et al., 2016).

1.4.2 Vyhody a nevyhody lyofilizace

Pti lyofilizaci se pouZzivaji pomérné nizké teploty, které umoziuji zachovani vlastnosti
potraviny, jako je vzhled, barva nebo chut. Nizké teploty lyofilizace také pfispivaji
k minimalizaci degradace termolabilnich slou¢enin, z nichz vétSina je zodpovédna za aroma
¢1 vyzivovou hodnotu produktu (Silva-Espinoza et al., 2020). Z metod suSeni je pravé
lyofilizace povazovéna za nejSetrnéjsi zptisob, jelikoz umoziuje rychlé suseni za soucasné¢ho
minimalniho poskozeni mikrostruktury suSen¢ho materidlu a nedochazi k vyznamnym

ztratdm nutri¢nich latek, jako napft. vitaminl (Prosapio, Lopez-Quiroga, 2020).

I ptes mikrobiologickou kvalitu lyofilizovaného produktu mize dojit ke zhorSeni jeho
fyzikalnich a chemickych vlastnosti. Lyofilizované produkty byvaji velmi porézni a obsahuji
velmi nizké procento vody. To umoziuje velmi snadnou interakci rozpusténych latek
se vzdusnym kyslikem, pfi kterych dochézi k fad¢ oxidacnich reakci. Lyofilizovany produkt
tak snadno podléha reakcim, pfi kterych mohou byt oxidovany bioaktivni slou€eniny, jako

napf. vitamin C, karotenoidy ¢i fenolické slouceniny (Silva-Espinoza et al., 2020).

Nevyhodou lyofilizace je pomérné¢ dlouha doba trvani a spolu s tim souvisejici vysoké
naklady na provoz. Naklady jsou vysoké i diky pouzivani nizkych tlaka pii procesu
sublimace. Pravé z téchto diivodl se donedavna pouzivala lyofilizace pouze ve specifickych
potravinaiskych odvétvich u produktl s vysokou pifidanou hodnotou. Vzhledem k tomu
je snaha o optimalizaci procesu lyofilizace vcetné zkraceni doby trvani lyofiliza¢niho

procesu (Silva-Espinoza et al., 2020).
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1.4.3 Lyofilizované ovoce

Prvni komer¢ni vyuziti lyofilizace pro prodlouzeni trvanlivosti potravin, jako jsou ovoce
a zelenina, je zaznamenano az v 50. letech 20. stoleti. Proces lyofilizace umoznil zachovat
barvu, chut’ a vini téchto potravin, aniz by bylo nutné pouziti konzervacnich latek ¢i cukru.
V soucasné dob¢ je lyofilizované ovoce popularni zejména pro jeho delsi trvanlivost
v porovnani s ¢erstvym ovocem, je lehce pfenosné a zachovava si vysoky obsah nutriéné

prospésnych latek (Berk, 2013).

Produkce lyofilizovanych potravin je na vzestupu a trh stémito produkty je znacné
diverzifikovan. Zajem o tyto vyrobky stale roste. Produkty jako lyofilizované ovocné kousky
¢i platky jsou Casto pouzivany do riznych potravinaiskych vyrobki, véetné cukrovinek,

snidafiovych cerealii, pekafskych vyrobku aj. (Bhatta et al., 2020).

Ovoce je doporucovano jako soucast zdravé vyZzivy a jeho pfiméfena konzumace hraje roli
v prevenci nékterych onemocnéni. Tyto ucinky Ize ptisuzovat mimo jiné vysokému obsahu
bioaktivnich latek, mezi které patii napt. nékteré vitaminy, flavonoidy, vldknina a dalsi latky.
Na druhou stranu je ovoce hiife drzné a dilezitym aspektem je 1 to, Ze Cerstvé ovoce neni
na trhu dostupné stile. Metoda lyofilizace je jednou z metod, kterd dokdze prodlouzit
udrznost ovoce pii soucasném zachovani jeho nutri¢nich vlastnosti a zajistit tak jeho

dostupnost po cely rok (Silva-Espinoza et al., 2020).
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2 TEPELNE OPRACOVANE POTRAVINY

Tepelné opracovani patii mezi fyzikdlni metody konzervace. Konzervace tepelnym
zahfevem spociva v piimé devitalizaci vegetativnich forem mikroorganizmu. Za urcitych
podminek sterilaéniho zakroku lze dosahnout také inaktivace mikrobidlnich spor. Vlivem
zahfevu na urcitou teplotu dochazi k denaturaci bilkovin, a proto mohou byt inaktivovany
také nezaddouci enzymy, at’ uz mikrobidlni ¢i v potraving piirozené se vyskytuji, které mohou
negativné ovlivnit vlastnosti daného produktu. Béhem tepelného zékroku nastava poskozeni
bunécné membrany bakteridlnich bunék, dochazi k denaturaci DNA, proteint a ke ztraté
funkénosti ribozomt. Dostate¢nym zéhfevem mohou byt inaktivovany i nékteré termolabilni

mikrobidlni toxiny (Doyle, Buchanan, 2013).

Plisobeni vysoké teploty je jednim z vnéjSich faktord, které ovliviiuji rlist a mnoZzeni
mikroorganizmil. Pokud teplota prostiedi piekroc¢i optimalni rozsah rastu mikroorganizmt,
metabolizmus a mnozeni mikroorganizmu se zpomali, az Gpln¢€ ustane. Dal$i zvySeni teploty
ma na mikrobidlni buniku destruktivni Uc¢inek, ktery vede az ke usmrceni bunky. Letalni
teplota je definovana jako minimalni teplota, ktera je schopné usmrtit dany mikroorganizmus
za urcity Cas. Tato teplota je pro rizné druhy mikroorganizmi rozdilna. Pribéh a podminky
termosterilace jsou ovlivnény také pocateCni kontaminaci, kyselosti a aktivitou vody
potraviny. (Doyle, Buchanan, 2013; Kadlec, 2003). Zavislost sterilacni doby na sterila¢ni

teploté zobrazuje diagram letality mikroorganizmi (obrazek 2).

Tepelny zéhfev za ucelem inaktivace mikrobioty potravin lze dle zvolenych podminek
zakroku rozd¢lit na pasteraci a sterilaci. Pasteraci se rozumi tepelné oSetieni, které¢ umoziuje
devitalizaci vegetativnich forem mikroorganizmii. Oproti tomu pfi sterilaci se pouZivaji
teploty vyssi, zpravidla nad 100 °C, a kromé& vegetativnich forem dochézi k inaktivaci také
vétSiny bakteridlnich spor. Sterilacni teplotou 120 °C a vyssi se konzervuji zejména nekyselé

potraviny (Kadlec, 2003; Vinnikova et al., 2019).
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i

Sterilacni teplota (°C)

60

Sterila¢ni doba (min)

Obrazek 2: Termoinaktivacni kfivky mikrorganizmil pro kyselé potraviny (upraveno dle

Konzervarenstvi, 2024)

(A — mikrobiota kyselych potravin, B — bakterie kyselych potravin, C — oxidoreduktazy ovoce,
E — Byssochlamys spectabilis)

Konzervy — masné vyrobky

Maso a masné vyrobky jsou pifiznivym prostiedim pro rozvoj a dlouhodobé prezivani fady
mikroorganizmu zpusobujicich kazeni ¢i patogennich mikroorganizmii schopnych vyvolat
onemocnéni ¢lovéka. Mikroorganizmy mohou primarné kontaminovat maso ¢i sekundarné

kontaminovat masny vyrobek béhem zpracovani (Vinnikova et al., 2019).

Dle Vyhléasky €. 69/2016 Sb. je konzerva definovana jako sterilovany vyrobek, neprodysné
uzavieny v obalu. Konzervy musi byt tepeln¢ oSetfeny ve vSech Castech na teplotu, jejiz
ucinky odpovidaji ucinkiim teploty +121 °C pusobici po dobu nejméné¢ 10 minut

(Vyhlaska &. 69/2016 Sb.).

Pro sterilaci nekyselych konzerv se nejcastéji pouzivaji autoklavy. Jednd se o tlakové
nadoby, ve kterych diky ptetlaku lze dosahnout sterilacni teploty vyssi nez 100 °C.

Sterilatory mohou pracovat kontinualné ¢i vsadkové (Kadlec, 2003).

Pti sterilaci konzerv nedosahujeme absolutni sterility, avSak jedna se o sterilitu obchodni,
kterd zarucuje sniZeni kontaminace na Uroven zarucujici zdravotni nezdvadnost produktu
po dobu jeho trvanlivosti. Pfi obchodni sterilité je dosazeno stavu, pii kterém jsou potraviny
zbaveny mikroorganizmu schopnych rozmnoZovani za béZznych podminek skladovani a také
zivotaschopnych mikrobialnich bun¢k nebo spor, které maji vyznam pro vetejné zdravi.
Cilem termosterilace konzervy je snizit riziko jejiho znehodnoceni na urcitou mez.

(Doyle, Buchanan, 2013).
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3 FAKTORY OVLIVNUJICI RUST A MNOZENI
MIKROORGANIZMU

Mikroorganizmy jsou zivé mikroskopické organizmy, které zahrnuji bakterie, viry,
kvasinky, plisné, fasy a prvoky. VsSechny tyto mikroorganizmy hraji v ekosystémech
¢ijinych organizmech urcitou roli, kterd mulze byt jak zadouci, tak nezadouci.
Mikroorganizmy vyuzivaji z potravin ziviny jako napft. bilkoviny, cukry, mineralni latky aj.,

jejichz rozkladem nasledné ziskavaji energii pro sviyj rist. (Erkmen, Bozoglu, 2016).

3.1 Bakterialni rust

Mikrobialni rist je autokatalyticky proces. Riist a mnozeni mikroorganizmi nenastane,
pokud nebude pritomna alespont jedna Zivotaschopna bunka. Rychlost ristu

se pak s mnozstvim Zivotaschopné biomasy zvysuje (Adams, Moss, 2008).

Rychlost ristu u bakterii a charakteristiky mikrobidlni populace lze urcovat pifimym
zjistovanim poctu bunék zejména metodami pocitani na miskach anebo nepiimou detekci
poctu bungk, a to napt. méfenim vytvoreného zékalu. Rust bakteridlnich populaci mtiizeme
jednoduse zjistovat pomoci ristové kiivky (obrazek 3). Rastova kiivka znézoriiuje zavislost
mnozstvi vzniklych bunék log x na Case (Erkmen, Bozoglu, 2016). Obvykle se rlistova
ktivka sklada ze 4 hlavnich rustovych fazi: lag faze, logaritmickd faze (exponencialni),
stacionarni faze a faze odumirani (Adams, Moss, 2008). Jednotlivé ristové faze

jsou popsany v nasledujicich podkapitolach.

3.1.1 Lag faze

Lag faze neboli adaptacni faze je charakterizovana tim, ze dochazi k pfizpiisobeni
mikrobidlnich bun€k na prostfedi tim, Ze zahajuji syntézu enzymil, dochézi k replikaci
chromozomt a plazmidi atd. Buniky opravuji jakdkoliv poskozeni, kterd byla zpiisobena
napf. zmrazenim, susenim ¢i zdhfevem. (Adams, Moss, 2008). Buiiky se v této pripravné
fazi nemnoZi a populace tak neptibyva. Udava se, ze délka lag faze zavisi mimo jiné na poctu
bunék, kdy s rostoucim poctem bunék klesa délka lag faze. Doba lag faze je zavisla také

na teploté, dostupnosti Zivin a na dalSich rastovych faktorech (Erkmen, Bozoglu, 2016).

3.1.2 Exponencialni faze

Po lag fazi nejdiive nasleduje pomalé navySovani poctu bunék, tato faze se nazyva faze

zrychleného rlstu. V tomto stadiu se mnozi pouze nékteré buiky. Mnozeni bun€k nasledné
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zrychluje az do faze exponencialniho rastu, kdy dochézi kbinarnimu déleni
jiz u vSech bungk, a proto je riist a mnozeni v této fazi nejrychlejsi (Erkmen, Bozoglu, 2016).
Béhem bunécného déleni vznikaji z 1 buiiky celkem 2 buiiky dcetiné, po uplynuti dalsi doby
zdvojnasobeni je celkovy pocet bunék 4, po dalsim nasledujicim zdvojeni se zvysi na 8§ atd.
Rychlost nartstu i celkovy pocet bunék se tedy s kazdym dal§im zdvojnasobenim v Case
zdvojnésobi. Generac¢ni doba je charakterizovana jako doba potiebna k rozdéleni jedné
bakterialni buiiky na buiiky dvé. V ramci bakteridlnich druhti i kment existuje jista diverzita
a rychlost rastu, stejn¢ tak 1 generacni doba se u jednotlivych zastupct lisi. Tento fakt
je dilezity zejména pro rozvoj metod konzervace potravin. Bakteridlni bunika s genera¢ni
dobou 20 minut rostouci v potraving je schopna béhem 8 hodin vyprodukovat populaci vyssi
nez 107bunék. AvSak nutno podotknout, Ze generaéni doba mikroorganizmii
je v potravinovych systémech obvykle delSi nez pii kultivaci v zivaych mediich

pii pokusech in vitro (Erkmen, Bozoglu, 2016).

Konec faze exponencialniho riistu nastava pii vycCerpani kli¢ovych zivin nebo miize dojit
k akumulaci metabolitl, které inhibuji rist mikrobt. Vyznam exponencialniho ristu tak neni
tteba zdiraziliovat a situaci jeSté navic komplikuje fakt, ze mikrobiota potravin

se pravdépodobné v zadném ptipadé nesklada z jediné Cisté kultury (Adams, Moss, 2008).

Na konci logaritmické faze je rychlost ristu zpomalovana. Tato faze se nazyva také jako
faze zpomaleného ristu. Dochazi k vyc€erpavani zivin v potraving a hromadéni toxickych

metabolitl, které rist mikrobt inhibuji (Adams, Moss, 2008).

3.1.3 Stacionarni faze

Faze, ktera nasleduje po fazi exponencidlni, a pfi které se po€et bunék neméni, je oznacovana
jako faze stacionarni. Po vycerpani vSech Zivin nastava faze odumirani bun¢k, kdy dochézi
k ubytku populace. Rychlost odumirani pak z&visi mimo jiné také na odolnosti bunék viici

nepiiznivym podminkam prostfedi (Erkmen, Bozoglu, 2016).

Stadium, kdy bunky i nadale odolavaji a pfeZivaji v nepfiznivych podminkach prostiedi,
se nazyva faze kryptického rastu. V této fazi mohou mikrobialni bunky ménit svij tvar,
muze dochazet k vétveni buiiky ¢i pozménéni bunécné struktury, napt. mize dojit ke ztrate

bunécné stény (Erkmen, Bozoglu, 2016).
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Faze zrychleného riistu

Lag faze
Log faze

Faze zpomaleného riistu
Stacionarni faze

Logaritmus poctu bunék

/

Obrazek 3: Rustova kiivka (upraveno dle Adams, Moss, 2008)

Cas

3.2 Faktory ovliviiujici rust a mnoZeni mikroorganizmii

Mikrobidlni riist v potravinach je ovlivnén vnitinimi a vnéjS$imi faktory, které zdroven urcuji
povahu kazeni, druhy zmén ¢i pifipadnd zdravotni nebezpeci. Tyto faktory lze rozdélit
celkem do 4 skupin: vnitini faktory (fyzikdlné-chemické) projevujici se zejména
pii zpracovani potravin, vnéjSi faktory Uzce souvisejici s podminkami skladovaciho
prostiedi dané potraviny, implicitni faktory (vlastnosti a interakce mikroorganizmi)
a faktory  procesni, mezi které patii napf. fyzikdlni Upravy  potravin

(Erkmen, Bozoglu, 2016).

3.2.1 Vnitini faktory

Jak jiz bylo zminéno vySe, vnitini faktory Uzce souvisi se sloZenim potraviny a projevuji
se pfi jejich zpracovani. Mezi vnitini faktory ovlivitujici rozvoj mikrobl patii zejména
sloZeni potraviny, aktivita vody, aktivni kyselost a pufra¢ni kapacita, redoxni potencial,

piirozené se vyskytujici antimikrobialni latky a dal$i (Adams et al., 2016).

3.2.1.1 Dostupnost Zivin

Potravinové slozky jsou mikroorganizmy vyuzivany jako zdroj Zivin a energie. Jsou zaroven
zdrojem esencialnich makronutrientl a mikronutrient, které si mikrobidlni bunky
nedokazou syntetizovat. Pfitomnost a koncentrace klicovych latek do jist¢ miry urcuje

rychlost mikrobidlniho rstu. VétSina mikroorganizmii potfebuje pro svij rist kromé
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zakladnich Zzivin i vitaminy. Obecné plati, ze grampozitivni bakterie jsou na potiebu

wevr

3.2.1.2 Aktivita vody

Zékladnim faktorem urcujicim skladovatelnost produktu je aktivita vody. Voda

vvvvvv

aktivity je znam jiz vice nez 100 let (Shams et al., 2022).

Aktivita vody je termodynamicka vlastnost a je definovana jako pomér tlaku vodni pary
v potravinovém systému k tlaku nasycené¢ vodni pary rozpoustédla pii urCité teploté,
viz rovnice 1 (Syamaladevi et al., 2016).

a, =—

Po

Rovnice 1: Vztah pro definici aktivity vody (upraveno dle Montville et al., 2012)

(aw — aktivita vody, p — tenze vodnich par nad potravinou, po — tenze vodnich par nad ¢istou vodou)

Hodnoty aw se pohybuji od 0 pro suché potraviny do 1,0 pro destilovanou vodu
(Barbosa-Canovas et al., 2020). Vliv aktivity vody na rozvoj rlznych druhli
mikroorganizmu se ¢asto lisi a jednotlivé mikroorganizmy jsou charakterizovany limitnimi
hodnotami a, pii kterych jsou jesté schopny rtstu. Dle hodnoty aktivity vody lze potraviny
rozdélit do 3 skupin. Potraviny s vysokym obsahem vody maji hodnotu aw>0,90.
Z konkrétnich produktii se jedna o mléko, maso, ryby, syry Cerstvé ovoce nebo Cerstvou
zeleninu. Jsou-li jiné faktory prostfedi pfiznivé, pak tyto komodity poskytuji velmi vhodné
prostiedi pro rist a mnozeni mikrobl. Aktivita vody stfedn¢ vlhkych potravin, jako
jsou napt. rozinky, dZemy, marmelady, nékteré uzeniny a sirupy, se pohybuje v rozmezi
0,65 az 0,90. Hodnota ay, 0,90 a niz§i znemoziuje rist vétsiny patogennich mikroorganizmi,
neosmofilni kvasinky jsou inhibovany pifi aw nizSim nez 0,88 a nékteré plisné
pti aw 0,75 anizSim. U suchych potravin, jako jsou suSenky, suSené mléko ¢i téstoviny,
je aw<0,65. Ay suseného ovoce se pohybuje v rozmezi 0,60-0,70. Potraviny s tak nizkou
hodnotou aw nepodporuji rast mikroorganizmi a vyznacuji se dlouhou trvanlivosti
(Doyle, Buchanan, 2013; Montville et al., 2012). Minimalni hodnoty aw nezbytné pro rist

mikroorganizmi jsou shrnuty v tabulce 2.
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Tabulka 2: Minimalni hodnoty a., pro rist mikroorganizmi (upraveno dle Montville et al., 2012)

Skupina mikroorganizmi Minimalni hodnota a,, (-)
VeétSina bakterii 0,91-0,88
Vétsina kvasinek 0,88

Nekteré plisné 0,80
Halofilni bakterie 0,75
Xerotolerantni plisné 0,71
Xerofilni plisn€ a osmofilni kvasinky 0,62-0,60

Gramnegativni bakterie jako napt. Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp. jsou méné¢ odolné
viéi nizkym hodnotam ay. VéEtSina zastupci vyzaduje pro svij rast alespon aw 0,96.
Grampozitivni nesporulujici bakterie jsou méné senzitivni k nizkym hodnotam ay, spousta
zastupcu Lactobacillaceae roste pii aw 0,94. Nekteti zastupci z Celedi Micrococcaceae
jsouschopni rist i pfi hodnotich nizSich nez aw 0,90. Ne&kteti zastupci rodu
Staphylococcus spp. rostou pifi minimalni hodnoté¢ aw 0,86; nicméné toxiny tvori
az pii aw 0,93 a vyssi. Rust vétSiny sporulujicich bakterii je inhibovan pii hodnotach nizsich
neZ aw 0,93. Minimalni aw pro germinaci spor Clostridium perfringens je v rozmezi
0,95 az 0,97. Nejvice odolné vii¢i nizkym hodnotdm ayw jsou xerofilni plisné ¢i osmofilni

kvasinky, které jsou schopny riistu pii aw 0,60 a niz§im. (Montville et al., 2012).

Existuje cela fada postupt, jak snizit aktivitu vody v potraving. Nejbéznéj$im postupem
odstraiiovani vody z potraviny je suSeni. Ke snizeni aktivity vody a omezeni dostupnosti
volné vody pro mikrobialni riist jsou do potravin pfidavany osmoticky aktivnich latky, mezi

které patii napt. cukr a stl (Doyle, Buchanan, 2013).

Vodni aktivita je ptfimo ovliviiovana relativni vlhkosti vzduchu. Pokud je relativni vzdusna
vlhkost pfilis vysokd, mize dojit ke zvyseni vlhkosti v suchych potravinach na Groven, ktera

umozni pomnozeni mikroorganizmu (Adams et al., 2016).

3.2.1.3 pH prostiedi

Aktivni kyselost, neboli pH, je definovana jako zéporny dekadicky logaritmus vodikovych
iontll. Koncentrace vodikovych iontl v prostfedi vyznamné ovliviiuje stabilitu enzymu
ataké metabolizmus mikroorganizmt. VétSina bakteridlnich bunék je schopna ristu
v neutrdlnim az mirné kyselém prosttedi (pH kolem 6,0-8,0). Existuji vSak bakterie, které

jsou schopny snaset 1 kyselejsi prostiedi (pH kolem 5,0) jako napt. bakterie mlééného
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kvaSeni. Optimalni pH pro rust kvasinek je v rozmezi 4,6-6,0. Plisn¢ jsou schopny rust

v prostiedi, kde se pH pohybuje kolem 3,5-4,0 (Adams et al., 2016).

Tabulka 3 ukazuje ptiblizné rozmezi pH nékterych vybranych potravin. Pfirozena kyselost
potraviny, zejména u ovoce a zeleniny, mize chranit pletiva pfed mikrobialni degradaci

(Grumezescu, 2017).

Tabulka 3: Rozmezi pH u vybranych potravin (upraveno dle Montville et al., 2012)

Potravina Rozmezi pH (-)
MIlécné vyrobky (jourt, maslo, mléko) 3,8-6,5
Maso (hovezi, kuteci) 5,1-6,4
Ryby a mekkysi (tundk, losos, krabi) 4,8-7,0
Ovoce (jablko, banan, limeta, pomeranc) 1,8-6,7

3.2.1.4 Redoxni potencial

Mikroorganizmy vykazuji riiznou miru citlivosti k redoxnimu potencialu prostfedi neboli
hodnoté Ey. V kazdém prostiedi se vyskytuji oxidaéni a reduk¢ni ¢inidla a vznika tak urcité
napéti zvané oxida¢né redukéni potencial. Hodnotu En ovliviiuje mimo jiné slozeni
potraviny, pfidavek antioxidantli, jako je napt. kyselina askorbova, uréité zpracovani

potraviny ¢i podminky skladovani (Grumezescu, Holban, 2018).

Mikroby maji riizny vztah ke kysliku a tim 1 rozdilné pozadavky na redoxni potencial.
Striktné aerobni €1 obligatn€ aerobni mikroorganizmy vyZaduji kladné hodnoty redoxniho
potencidlu. Tyto mikroorganizmy potiebuji pro svij rust kyslik a budou tak prevladat
na povrsich potravin vystavenych vzduchu nebo v§ude tam kde je vzduch dostupny. Zatimco
anaerobni mikroorganizmy maji tendenci rist pfi velmi nizkych aZ negativnich hodnotach
redoxniho potencidlu v prostiedi bez pfistupu kysliku. Fakultativné anaerobni bunky
pak mohou rist vprosttedi skladnym 1 zipornym redoxnim potencidlem
(Grumezescu, 2017). Anaerobni metabolizmus poskytuje niz§i energeticky vytézek

nez metabolizmus aerobni. (Adams et al., 2016).

3.2.2  Vnéjsi faktory

Vnéjsi faktory tizce souvisejici s podminkami skladovéani a uchovéavani potravin. K témto
faktorim patii napf. teplota, relativni vzdusna vlhkost, slozeni atmosféry obalu a dalsi

(Erkmen, Bozoglu, 2016).
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3.2.2.1 Teplota

Mikrobialni rist mize probihat v teplotnim rozmezi zhruba od -8 °C do 100 °C. Kazdy
mikroorganizmus ma definovany teplotni rozsah, ve kterém mutze rist, piicemz
je definovana teplota minimalni, optimalni a maximalni. Pfi minimalni teplot¢ dany druh
jeuz schopen rustu. Pokles pod tuto hrani¢ni teplotu ma za nasledek zpomalovani
metabolizmu buiiky, enzymatickych reakci a snizeni fluidity cytoplazmatické membrany.
Teplota optimalni je teplota, pii které je schopnost ristu bun¢k nejvyssi. Maximalni teplota
predstavuje horni hranici, pfi jejimz prekroCeni mize dojit az k denaturaci bunécénych

soucasti (Grumezescu, Holban, 2018).

Termostabilita mikroorganizml je zpravidla spojend s optimalni teplotou jejich ristu
a mezidruhové se lisi. Nejméné odolné vii¢i zdhfevu jsou mikroorganizmy psychrofilni, poté
mezofilni a nejodolnéjsi jsou termofilni. Mezi termostabilni mikroorganizmy patii bakterie
tvotici spory (Vinnikova et al., 2019). Tabulka 4 shrnuje kategorie mikroorganizmil

dle jejich teplotniho rozmezi ristu.

Tabulka 4: Kategorie mikroorganizmu dle jejich teplotniho rozmezi ristu (upraveno dle

Adams et al., 2016)

Teplota (°C)
Kategorie mikroorganizmu Minimalni | Optimalni | Maximalni
Termofilni 40-45 55-75 60-90
Mezofilni 5-15 3040 4047
Psychrofilni -5az+5 12-15 15-20
Psychrotrofni -5az+5 25-30 30-35

3.2.2.2 SloZeni atmosféry prostiedi

Pfitomnost kysliku a jeho vliv na redoxni potencial jsou dillezitymi aspekty pro mikrobialni
rust. Dle narokt na kyslik mizeme mikroorganizmy délit na: aerobni, fakultativné anaerobni

anaerobni a mikroaerofilni (Adams et al., 2016).

Rizeni atmosféry se uplatiiuje zejména pii procesu baleni potravin do obalil a také v rdmci
jejich skladovani ve skladovacich prostorech. Spravné sloZeni atmosféry v obalu potraviny
¢1 ve skladovacich prostorach, je klicové pro udrzeni jeji mikrobidlni, senzorické a nutri¢ni

jakosti (Adams et al., 2016).
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3.2.3 Implicitni faktory

Jako tfeti skupina faktort, kterd je dulezitd pro urCovani povahy mikrobidlni asociace
nachazejici se v potravinach, jsou popsany implicitni faktory. Tyto faktory se zabyvaji
predevsim vlastnostmi samotnych mikroorganizmd, jejich reakcemi na prostredi, ve kterém

se nachazi, nebo také jejich vzdjemnymi interakcemi (Adams, Moss, 2008).

Potraviny vétSinou obsahuji smiSenou populaci mikroorganizmi, diky tomu vznika
v potravin¢ konkurenc¢ni prostfedi. Konkurenceschopnost mikroorganizmt pak urcuje, ktery
druh bude [épe riist, stane se ve smisené kultuie dominantnim a zplsobi tak charakteristické
zmeény v potraving. V zavislosti na podminkach prostiedi se nékteré mikroorganizmy stanou

prevladajicimi pravé diky optimalnim podminkam pro jejich rist (Erkmen, Bozoglu, 2016).

Mezi mikroorganizmy existuji riizné vztahy. Nékteré vztahy mohou byt prospésné, jako
napf. synergicky rist, symbidéza, nebo komensalizmus. Existuji vSak vztahy,
kdy se mikroorganizmy vzajemné ovliviluji negativné, napf. antagonizmus, kompetice
o ziviny mezi rychle rostoucimi a pomalu rostoucimi mikroorganizmy, ¢i predace

(Erkmen, Bozoglu, 2016).

3.2.4 Procesni faktory

Tato skupina faktort je Casto zahrnovana mezi vnitini faktory. Mezi procesni faktory patii
napf. krajeni, myti, tepelna sterilace, ozafovani potravin ¢i ptidavek konzervanti.
Pti nékterych upravach miize dochazet k eliminaci casti mikrobidlni populace. Krajeni
naopak muze zplsobit poskozeni pletiv, a tim se mlzZe zvysit dostupnost Zivin pro pfitomné

mikroorganizmy (Adams et al., 2016).

3.3 Bariérova teorie

K zabranéni ristu a mnozeni mikroorganizmt se v soucasnych technologickych postupech
¢im dal Castéji pouziva kombinace nékolika riznych faktorti. Tento postup je oznacovan
jako ,hurdle” technologie neboli ptekazkovy efekt, ktery je zndzornén na obrazku 4.
Tato technologie pfedstavuje velmi efektivni néstroj pro konzervaci potravin, jelikoz
se ucinky jednotlivych parametrt sc¢itaji. Synergické interakce vedou ke kombinovanému
ucinku, ktery je vysSi nez ucinek jednotlivych piekazek aplikovanych samostatné.
Vyznam piekdzek pak zavisi na sloZeni potraviny a vlastnostech mikroorganizmu

(Erkmen, Bozoglu, 2016; Rahman, Leistner, 2020).
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Pro konzervaci potravin a inhibici nezddoucich mikroorganizmt jedinou konzervacéni
metodou je Casto za potiebi dosazeni vyssiho inhibi¢niho u¢inku. Vyhodou piekdzkového
efektu je jiz zminéné synergické pusobeni vicero faktor. To umozni u jednotlivych
piekazek snizit intenzitu jejich U¢inku (napf. pouzit niz$i teplotu). Bariérova teorie
tak poskytuje ucinné feSeni pro zajisténi bezpecnosti potravin za soucasného zachovani

velmi dobré organoleptické a nutri¢ni kvality potravin (Onyeaka, Nwabor, 2022).
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Obréazek 4: Bariérova teorie (upraveno dle Bariérova teorie, 2016)
3.4 Tvorba biofilmu

Biofilm je struktura tvofend komunitou riznych druhii bakterii, ktera je schopna pfilnout
k riznym biotickym ¢i abiotickym povrchiim. Jeho schopnosti je produkce exopolymernich
latek, které ochraiiuji buiiky pted vnéj$im stresem. Buiiky jsou diky biofilmu chranény pted
ucinkem antimikrobidlnich Cinidel, jako napf. antibiotik ¢i dezinfekcnich latek, a maji také
zvySenou odolnost vici tepelnému zahtevu. Bunky biofilmu mezi sebou ¢inn¢ komunikuji
Mechanizmus komunikace mezi buiikami biofilmu je oznacovan jako quorum sensing (QS)

(Lim et al., 2017).

Tvorba biofilmu zna¢né¢ komplikuje proces vyroby ¢i sanitace v potravinaiském primyslu.
Tvofi se na riznych povrsich, vCetné¢ vyrobnich zafizeni, ktera pfichazi do kontaktu
s potravinami, a mohou tak pfedstavovat trvaly zdroj kontaminace, v¢etn¢ kontaminace
patogennimi mikroorganizmy. V biofilmu se mezi buikami velmi dobie pfendsi geny,
coz miize predstavovat problém pii pfenosu genl rezistence v ramci bunc€k biofilmu.
Velkym problémem je pak pfenos genil rezistence na bunky patogennich druhi

(Zhu et al., 2022).
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4 VYSKYT GRAMPOZITIVNICH KOKU V POTRAVINACH
NEPODPORUJICICH MIKROBIALNI ROZVOJ

4.1 SuSené ovoce

Ovoce je osidlovano raznymi druhy mikroorganizmt jiz béhem vegetace. Ty se zde mohou
dostat z prosttedi pomoci prachu, vzduchu, hmyzu apod. Saprofyté se na povrchu zdravych
plod nemnozi, avSak ptezivaji az do doby, nez se naskytnou vhodné podminky pro jejich

rust, napt. pii poranéni plodi (Ingr, 2007).

Diky vysokému obsahu vody je ovoce vhodnym prostiedim pro mikrobidlni rozvoj nejen
bakterii, ale i kvasinek a plisni. U vyrobkt jako susené ovoce je ¢asta zejména sekundarni
kontaminace, kdy mikroorganizmy mohou kontaminovat potravinu béhem jejiho
zpracovani, baleni, ¢i skladovani a dalSich technologickych operaci, zejména
pfi nedodrzovéani spravnych vyrobnich a hygienickych postupi (Kiivska et al., 2019;
Motarjemi et al., 2014). I pfes nizky obsah vlhkosti mohou mikroorganizmy v suSeném
ovoci piezivat delsi dobu a pfi vhodnych podminkach miize dojit k jejich rozvoji. Vhodné
podminky pro jejich rdst mohou nastat pifi Spatnych skladovacich podminkach,
napf. pii kolisavé skladovaci teploté, vlivem které mlzZe zejména u balenych vyrobki

dochazet ke kondenzaci vody a zvyseni aktivity vody v potraviné (Skibsted et al., 2010).

Z divodu pouzivani nizkych teplot pfi sublimacnim suSeni neni G€inek na sniZovani poctu
ptili§ vyznamny. Proto se mohou v lyofilizovaném ovoci vyskytovat vysSi pocty
kontaminujicich mikroorganizmii nez v ovoci suSeném pii vysSich teplotach. Navic
zde hraje roli 1 pocatecni kontaminace suroviny, ¢i podminky, ve kterych je produkt
skladovan. Lyofilizované ovoce je navic cCasto baleno do ochranné atmosféry,
coz ptedstavuje  nevhodné  podminky pro rist aerobnich  mikroorganizmi.
Ale ani pii klasickém suSeni se nedosahuje tak vysokych teplot, aby byla suSena potravina

sterilni. (Kftivska et al., 2019).

Na rozdil od vétSiny bakterii, které¢ vyzaduji aw vyssi nez 0,85, byl u plisni zaznamenan
rust 1 pii aw 0,61 (Kiivska et al., 2019). Proto suSené ovoce poskytuje stdle vhodné podminky
pro riist xerofilnich plisni, napt. rodit Aspergillus ¢i Penicillium, ¢i osmofilnich kvasinek.
Susené ovoce muze byt vSak kontaminovano i1 bakteriemi rodl Staphylococcus, Escherichia
¢1 sporulujicimi tyCinkami rodu Bacillus (ICMSF: Microorganisms in food, 2011;

Ntuli et al., 2017; Shah et al., 2022).
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Ve vzorcich ovoce susené¢ho na slunci se mohou vyskytovat patogenni rody Salmonella
a Shigella (Ntuli et al., 2017). Susené ovoce by mohlo byt kontaminovano i dal$imi
patogennimi mikroorganizmy, jako napt. Staphylococcus aureus. Vyskyt indikatorovych
mikroorganizmu, jako napf. koliformnich bakterii rodu Enterobacteriaceae, v suSeném
ovoci, by mohl poukazovat na nedostatecné hygienické podminky pfi zpracovani

(Ktivska et al., 2019).

4.2 Konzervy

Nekyselé sterilované potraviny jsou baleny a skladovany v hermeticky uzavienych
nadobach a jsou oSetfovany teplotami vys$imi nez 100 °C, masové konzervy
jsou konzervovéany obecné pii teploté¢ 120 °C po dobu minimalné 10 minut. I pfes tepelné
oSetfeni vSak mohou konzervované potraviny podléhat mikrobidlnimu kaZeni. Pfi¢inou
mikrobialniho kazeni pak mtze byt kontaminace produktu béhem zpracovani, nedostate¢na
devitalizace béhem tepelného oSetfeni ¢i kontaminace produktu po tepelném oSetfeni.
Nedostatecné tepelné oSetfeni muize byt zplsobeno zvolenim Spatnych parametri
a podminek sterilace &i piili§ vysokou piivodni kontaminaci produktu. Uginek tepelného

osetfeni je vyznamné ovliviiovan kyselosti suroviny (Chekol, Ashenafi, 2009).

NezZadouci zmény mohou zpisobit mikroorganizmy, které kontaminuji konzervu diky
poskozeni ¢i netésnosti vicka, zdvadnym Sviim nebo pokud konzerva neni po sterilaci
co nejrychleji uzaviena a zchlazena. Mezi hlavni mikroorganizmy zplsobujici kazeni
masovych konzerv patii Thermoanaeribaterium  thermosaccharolyticum  (diive
Clostridium thermosaccharolyticum),  Clostridium  perfringens  ¢i  Geobacillus
stearothermophilus, které diky tvorb€ plynu zplisobuji zmény projevujici se vydutim vicek
konzerv neboli bombéze. Dale se v konzervovanych masnych vyrobcich mize vyskytovat

Clostirium botulinum ¢i Pseudomonas spp. (Dikeman, Devine, 2014).

Diky tvorbé termorezistentnich spor je Clostridium botulinum velkym nebezpecim
v souvislosti s konzervami, jelikoZ anaerobni prostiedi konzerv je pro néj vyhovujici. Tento
patogenni druh je odolny vii¢i tepelnému oSetieni a toxin, ktery produkuje, je pro ¢lovéka

smrtelny (Dikeman, Devine, 2014).
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4.3 Rod Staphylococcus

Stafylokoky patfi mezi grampozitivni nesporulujici kokovité bakterie patiici do celedi
Staphylococcaceae. Dle vztahu ke kysliku se ftadi mezi fakultativni anaeroby.
Rod Staphylococcus zahrnuje nékolik desitek druhii, které lze dle produkce koagulazy
rozdélit na koaguldza-negativni (KoN) a koaguldza-pozitivni (KoP), které jsou povazovany
za vice patogenni. Ke koaguldza-negativnim druhim patii zastupce S. epidermidis, ktery
je soucasti mikrobioty lidské ktize a sliznic, zarovein se jedna o oportunni patogen a byva
izolovéan také z pidy ¢i vody a je schopny tvofit biofilm. Do této skupiny patii také
S. warneri, S. hominis a S. equorum. Nejvyznamnéj$im koagulaza-pozitivni patogennim
druhem je S. aureus, ktery béZzn¢ osidluje lidskou kiiZi, sliznice a vyskytuje se 1 ve vzduchu,
prachu ¢i vodé (Bennett, Monday, 2003). U tohoto druhu bylo popsano velké mnozstvi
faktori virulence, jako je napf. tvorba plazmakoagulazy, proteiny umoznujici adhezi
k biotickym ¢i abiotickym povrchim a v neposledni fad¢ tvorba enterotoxind, diky kterym
tento druh predstavuje vyznamné riziko otravy zpotravin (Foster et al., 2014).
Stafylokokové enterotoxiny produkované primarné S. aureus zpusobuji zavazné alimentarni
intoxikace také diky tomu, ze jsou velmi odolné vuci tepelnému zakroku. Stafylokokové
enterotoxiny jsou schopné piezivat zdhifev na teplotu 121 °C po dobu 28 minut

(Sundararaj et al., 2019; Grispoldi et al., 2020).

Z bakteridlnich patogenl je S. aureus velmi dobfe adaptovan na prostiedi se sniZenou
hodnotou ay. Dle Mezinarodni komise pro mikrobiologické specifikace potravin miize
S. aureus za optimalnich podminek rtst jiz pti hodnoté aw nizsi nez 0,83 (ICMSF, 2024).
U vétSiny potravin je vSak uvddéna minimdlni hodnota ay 0,85. Novéjsi prediktivni model
ukazuje, ze spodni limit aw pro riist patogenu je ovlivnén mimo jiné i dalSim faktorem,
kterym je pH prostiedi potraviny, které by se pro idealni rist pii aw 0,85 mélo pohybovat
kolem hodnoty 7 az 7,5. Rozsah pH pro rist S. aureus se vSak pohybuje v rozmezi 4,5 az 9,0.
Kviili toleranci stafylokokl k nizké hodnoté aw jsou zavazné i stafylokokové intoxikace

(Beuchat et al., 2013).

Minimalni ristova teplota zastupct rodu Staphylococcus je udavana kolem 5 °C. Lze tedy
usuzovat, ze tyto mikroorganizmy porostou i v potravinach skladovanych pii chladirenskych
teplotach. Optimalni teplota pro stafylokoky je 37 °C a maximalni teplota, pfi které jsou tyto
bakterie jeSté schopny ristu, je az 45 °C (Bennett, Monday, 2003).
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Potraviny spojené s vyskytem stafylokoki jsou pfedev§im maso a masné vyrobky, salaty,
cerstvé ovoce, mlécné vyrobky a zpracované vyrobky, pficemz tyto potraviny mohou
byt kontaminovany béhem zpracovéni, z prostiedi vyrobni linky nebo diky nedostatecné
hygiené pracovnikli pfi poruseni spravné vyrobni ¢i hygienické praxe (Petri et al., 2014).
Je znamo, ze predevSim S. aureus a S. epidermidis jsou indikatorovymi mikroorganizmy
sekundérni kontaminace. Jsou zaznamenany piipady vyskytu S. aureus v suSeném mléce
a téstovinach (Bennett, Monday, 2003). Vyskyt stafylokokli byl prokazan také v suSeném
a lyofilizovaném ovoci. Z téchto potravin nepodporujicich mikrobialni rozvoj byly

izolovany druhy S. epidermidis a S. aureus (Kiivska et al., 2019).

4.4 Rod Micrococcus

Rod Micrococcus obsahuje nesporulujici grampozitivni aerobni koky pattici do celedi
Micrococcaceae. Vétsina druhtl, napt. M. luteus, se vyskytuje jako soucast kozni mikrobioty
Cloveéka a zvirat. Jsou také béznymi kontaminanty vzduchu a prachu. Jedna se o pomérné
halotolerantni mikroorganizmy Maji schopnost rlstu v prostfedi s 10 % soli a dokazi
piezivat pomérn¢ dlouhou dobu v prostiedi s nizkou hodnotou ay (Blackburn, 2006).
U M. luteus byl prokazan rast pii aw 0,93 a nékteré izolaty jsou schopné rist v pritomnosti
az 15 % soli (Wareing et al., 2010). Optimalni teplota ristu se pohybuje v rozmezi 25-37 °C
a vétSina druhl je psychrotrofni. Schopnost rlstu si zachovavaji i pii chladirenskych
teplotach. Viaci vysokym teplotdm jsou zastupci rodu Micrococcus pomérné odolni
a jsou schopni prezit ptisobeni teploty +63 °C po dobu 30 minut. Tento rod neni pfili§
spojovan s mikroorganizmy zpusobujici kazeni, i pfes to mohou pfispivat k nezadoucim
zménam  pasterovanych  produktl, napf. masnych ¢ mléénych  vyrobki

(Blackburn, 2006; Hamad, 2012).

Z potravin je nejcastéji izolovan druh M. luteus, ktery se vyskytuje mimo jiné na povrchu
masa a v masnych vyrobcich. Tento druh byl izolovan také z pasterované¢ho kravského
mléka ¢i pasterovanych vajecnych hmot. Ohledné vyskytu rodu Micrococcus v suSeném
ovoci ¢i sterilovanych konzervach mnoho informaci zatim neméame, avSak v pasterovanych
produktech s nizkym poc¢tem konkurenénich mikroorganizm® mohou byt tyto druhy velmi

problematické (Wareing et al., 2010).
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4.5 Rod Kocuria

Rod Kocuria byl vyc€lenén zrodu Micrococcus. V souCasné dobé patii do celedi
Micrococcaceae. Zahrnuje kokovité grampozitivni aerobni, koaguldza-negativni bakterie
s respiratornim typem metabolizmu. Vyjimku tvoii zastupce K. kristinae, ktery
je fakultativné¢ anaerobni (Matoulkova etal., 2018). Rod Kocuria byl pojmenovan
po brnénském  mikrobiologovi Miloslavu Kocurovi pusobicim na Ceské sbirce
mikroorganizmti a k roku 2021 zahrnoval zhruba 26 druhti. Teplotni optimum vétSiny
zastupcti rodu Kocuria se pohybuje vrozmezi 20-37 °C. Literatura udava, ze kmen
K. rhizophila pti teploté >40 °C jiz neroste. U nékterych zastupcti toho rodu byla prokazana
produkce biofilmu, coz ma pro potravinaistvi velky vyznam. Biofilm miiZze zvySovat
odolnost bunék vuci pasobeni tepla, napt. pii tepelném oSetfeni, a podporovat tak perzistenci

patogennich mikroorganizmi v daném prostfedi. (Ramos et al., 2021).

Rod Kocuria se vyskytuje jako soucast mikrobioty kiize a nosohltanu savct a ptaki
a vyskytuji se také ve vodé a pidé. Cast z nich je klasifikovana jako oportunni patogeny,
nicmén¢ nékteré byly zjiStény jako dualezité patogeny zpisobujici rliznd onemocnéni,

napt. endokarditidu (Ramos et al., 2021).

V posledni dobé& jsou diky piesnéjSim identifikanim metoddm zastupci tohoto rodu
izolovéani 1 z potravin. V potravinach jsou pfitomni pievazné jako komenzéalové. Tyto
bakterie byly izolovany napf.z mléka, mléénych vyrobkidi, motskych plodl
a fermentovanych masnych vyrobki (Ramos et al., 2021). Bakterie rodu Kocuria byly
1zolovany také z pasterovaného piva, kde byly pfitomny druhy K. varians a K. kristinae,
které by mohly byt plivodci kazeni této potravindiské komodity (Matoulkova et al., 2018).
Produkce biofilmu, a stejné tak i produkce lipolytickych a proteolytickych enzym, u druht
K. varians a K. kristinae ptedstavuje problém nejen pro mlékarensky pramysl. Ve studii
Machado et al., 2020 byla zjiSténa produkce biofilmu u 31 % K. varians izolovanych
z pasterovaného mléka. Druhy K. rhizophila, K. palustris ¢i K. carniphila byly nalezeny také

ve vzorcich masa (Becker et al., 2008).
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4.6 Rod Rothia

Rod Rothia zahrnuje nesporulujici, nepohyblivé, aerobni ¢i fakultativné anaerobni,
grampozitivni koky patfici do ¢eledi Micrococcaceae. Vykytuji se na sliznicich, v pude,
a pravdépodobné také ve stfevnim traktu lidi, prasat a hlodavct (Fatahi-Bafghi, 2021).

Izolace zastupct tohoto rodu z potravinatskych komodit vSak nebyla doposud hlasena.

Rod zahrnuje mimo jiné také druh R. amarae, izolovany v ramci této prace. Optimalni

rustova teplota této bakterie je udavana v rozmezi 30 az 37 °C (Fatahi-Bafghi, 2021).

4.7 Rod Aerococcus

Zastupci rodu Aerococcus jsou grampozitivni fakultativné anaerobni ¢i aerobni koky
charakteristické mléénym kvaSenim. Patii do ¢eledi Aerococcaceae a jsou charakteristické
rustem v prostiedi s 40 % zluci (IFIS, 2009). Jedna se o mezofilni bakterie s rozsahem ristu

22 a7 37 °C, pti 45 °C jiz bakterie nerostou (Williams et al., 1953).

Z potravin  jako napf. ryby <¢i zfermentované potraviny byl izolovan druh
Aerococcus viridans. Bézn¢ se zastupci rodu Aerococcus vyskytuji ve vzduchu a prachu
a jsou nejcastéji izolovani pievazné z klinického materidlu. Vétsina druht je klasifikovana
jako lidské patogeny zptsobujici Sirokou Skalu onemocnéni (Mohan et al., 2017). Bakterie

mlécného kvaseni 4. viridans byla nalezena také v syrech a uzeninach (Deak, Farkas, 2013).
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILE PRACE

Cilem prace bylo vypracovat literarni reSerSi zabyvajici se vyskytem mikroorganizmt
v potravinach mikrobiologicky nerizikovych, které neposkytuji vhodné podminky pro jejich
rozvoj. Prace se zaméfovala na grampozitivni koky a na faktory, které by mohly ovliviiovat
jejich riist a mnozeni.

Cilem experimentalni casti bylo izolovat zmikrobiologicky nerizikovych potravin
grampozitivni koky a nasledn¢ je identifikovat za pomoci metody MALDI-TOF a nasledn¢

1 za pomoci metody sekvenace Casti genu 16S rRNA.

Dalsim cilem byla charakterizace urcitych vlastnosti izolovanych grampozitivnich kokt

in vitro. V ramci charakterizace mélo byt u vybranych grampozitivnich kokl provedeno:
e sledovani ristu pfi raznych kultivacnich teplotach,
e zkoumani tvorby biofilmu,
e skrinink citlivosti na antibiotika a

e kvalitativni detekce genti kodujicich antibiotickou rezistenci.
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6 POUZITY MATERIAL

6.1 Testované bakterialni izolaty

Pro experiment bylo pouzito 29 bakteridlnich kultur izolovanych ze vzorki suseného ovoce
(n = 5) a lyofilizovaného ovoce (n = 18) ziskanych z potravinaiskych laboratoii FT
Univerzity TomaSe Bati ve Zlin¢ a dale z modelovych vzorki sterilovanych masovych
pomazéanek s pfidavkem hydrokoloidii (n = 6) vyrobenych pod vedenim prof. Buiiky,
Ing. Pétovou v Laboratoii vyzkumu jakosti a bezpecnosti potravin na Katedie logistiky
Fakulty vojenského leadershipu Univerzity obrany Brno. Izolaci bakterii ze suSené¢ho
ovoce provedla v ramci své bakalaiské prace Be. Sandra Labudovd, z masovych pomazanek
v ramci probihajici studie Ing. Ivana Hunova. Pro uplnost prace jsou vzorky suseného

a lyofilizovaného ovoce, ze kterych byly kultury izolovany shrnuty v tabulce 5.

Tabulka 5: Testované vzorky suseného a lyofilizovaného ovoce

Uprava Vzorek Uprava
¢. vzorku|Vzorek ¢. vzorku

SuSeni|Lyofil. Suseni|Lyofil.
1 Kiwi X 16  |Banan. platky X
2 Kiwi X 17 Brusinky X
3 Pitaya X 18  |Borivky X
4 |Pitaya X 19 [Svestky X
5 Banan X 20 Bortvky X
6 Banan X 21  |Bortvky X
7 Ananas X 22 Jablko X
8 Ananas X 23 Svestky X
9  |Mango X 24 |Svestky X
10 Mango X 25 Jablko
11  [Maliny X 26 Meruiika
12 Jahody X 27 Merunka X
13 | Visen X 28  |Hrusky X
14 [Mango X 29  |Hrusky X
15 Jable¢né platky| x

6.2 Kultiva¢ni média

V této praci byla pouzita kultivaéni média od spolecnosti HiMedia® (Indie). Seznam
pouzitych kultivacnich meédii je uveden v tabulce 6. Kultivatni média ve formé
dehydratovanych praskovych smési byla pfipravovana do lahvi se Sroubovacim uzdvérem,

navazky byly zvoleny dle ndvodu na obale danych produkti. Navazka praskové smési byla
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dokonale rozpusténa v daném mnozstvi destilované vody. Nésledné byla takto pfipravena
média sterilovana v autoklavu pii 121 °C po dobu 20 minut. Sterilizované kultivacni médium
bylo poté rozlito za aseptickych podminek do Petriho misek. Pidy byly ponechany
ve vodorovné poloze az do jejich zatuhnuti. V piipad¢ ptipravy bujoni byl objem lahve
pipetovan davkovacem do zkumavek po 4,5 ml, zkumavky byla uzavieny vicky a nasledné

sterilovany v autoklavu pfi 121 °C po dobu 20 minut.

Tabulka 6: Seznam pouzitych kultiva¢nich médii

Kultiva¢ni médium Zkratka [Vyrobce Pouziti

Brain Heart Infusion Broth BHI [Himedia (Indie) kultivace

Nutrient Broth N Himedia (Indie) kultivace
Miieller-Hinton agar MHA |Himedia (Indie) difuzni diskova metoda

6.3 Chemikalie a roztoky
e Etanol 96%
e Destilovana voda
e Krystalova violet
e Lugollv roztok
e Safranin

e Fyziologicky roztok (Navazka 4,3 g chloridu sodného byla diikladné rozpusténa
v 500 ml destilované vody. Nasledovala sterilace v autoklavu pii 121 °C po dobu

20 minut)
e Komercni izolaéni kit DNeasy® Blood and Tissue Kit 250 (Qiagen, Némecko)
e PBS pufr (Lonza, Svycarsko)
e Forward primer FD1 (Metabion international AG, Némecko)
e Reverse primer RD1 (Metabion international AG, Némecko)
e Specifické primery (Metabion international, Némecko), (viz tabulka 11)
e Sterilni PCR voda
e Go Tag® G2 Hot Start Green Master Mix (Promega corp., USA)

e VWR Red Taq 2x Master Mix (VWR International, USA)
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Ix TAE pufr (Tris-acetat-EDTA)

e 50x TAE pufr (Tris-acetat-EDTA)

e Red gel barvivo (etidiumbromid, 5 mg/ml)
e Agardza (SeaKem® LE, Lonza, Svycarsko)
e 100 bp Plus DNA Ladder (CR)

e SPRISelect (Beckman Coulter, USA)

Etanol 86%

6.4 Antimikrobialni latky

U izolovanych grampozitivnich kokli byla testovana citlivost na antimikrobidlni latky.
Pro testovani citlivosti byla pouzita komeréné vyrabéné antibiotika v podob¢ papirovych
diskii o priméru 6 mm od spole¢nosti HiMedia® (Indie). Antibiotika vybrana pro testovani
jsou uvedena v tabulce 7. Volba antibiotik byla provedena na zaklad¢ doporuc¢eného vybéru

dle EUCAST (Evropsky vybor pro testovani antimikrobialni citlivosti).

Tabulka 7: Seznam pouzitych antimikrobialnich latek

Skupina Antimikrobialni latka él:ll;;tka antimikrobialni g:;/ﬁf:lg ace
Peniciliny penicilin-G P (10 units)
ampicilin/sulbactam A/S 10/10
amoxicilin AMX 10
Cefalosporiny cefotaxim CTX* 30
cefazolin (074 30
Fluorochinolony levofloxacin LE 5
ciprofloxacin CIp 5
norfloxacin NX 5
Aminoglykosidy amikacin AK 30
gentamicin HLG 120
tobramycin TOB 10
streptomycin HLS 300
Linkosamidy klindamycin CD 2
Makrolidova ATB erytromycin E 5
Rifamyciny rifampicin RIF 5
Tetracykliny tetracyklin TE 10
doxycyklin DO 30
Nitrofurany nitrofurantoin NIT 300
Amfenikoly chloramfenikol c¥ 30
Glykopeptidy vankomycin VA 10
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6.5 Pomiicky a pristroje

Automatické jednokanalové a vicekanalové pipety (Eppendorf®, Némecko), sterilni

Spicky, pinzety a bakteriologické klicky, podlozni sklicka
Nitrilové rukavice

Laboratorni sklo: kadinky, sklenéné lahve se Sroubovacim uzavérem, Erlenmayerova

baiika, zkumavky

Sterilni eppendorfkové mikrozkumavky (Eppendorf®, Némecko)

Sterilni sklenéné Petriho misky (@ 90 mm)

Sterilni plastové Petriho misky (@ 60 mm, Anicrin, Italie)

Sterilni plastové Petriho misky (@ 90 mm, Anicrin, Italie)

Sterilni PCR mikrozkumavky ve stripech s vicky (Eppendorf®, Némecko)
Elektroforetickd vanicka, hiebinky, silikonové tésnéni

Sterilni 96jamkové mikrotitraéni desticky s vicky (GAMA®, CR)
Magnetické desticka (SPRI Plate 384, Beckman Coulter, USA)

Sterilni 50ml plastové zkumavky (TubeSPin® Bioreactor, TPP, Svycarsko)

Sterilni 15ml zkumavky se zatkou do DensiLametru (GAMA®, CR)

Z ptistrojového vybaveni bylo pouZito:

Centrifuga (MiniSpin Plus, Eppendorf®, Némecko)

Mikrocentrifuga (Z100M, Hermle, Némecko)

Stomacher (Stomacher® 400, Seward Limited, UK)

Termoblok (Bio TDP-100, BioSan, LotySsko)

Vortex Mixer (VX-200, Labnet, USA)

Bio vortex V1 (Biosan, LotySsko)

Destickovy spektrofotometr (Tecan Infinite M200 PRO, Tecan, Svycarsko)
Laminarni box (SCS Evo II-4, MERCI®, CR)

Dekontamina¢ni PCR box (Aura PCR, BioAir®, Italie)
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e MikrovInna trouba (Electrolux, Svédsko)

e (Chladnicka (Beko, Turecko)

¢ Binokularni mikroskop (Olympus SM 44, Japonsko)

e PCR termocykler (Aeris™, ESCO®, Singapur)

e Horizontalni elektroforeticka vana s vikem (Multi SUB, Cleaver scientific, UK)
e Zdroj stejnosmérného elektrického proudu (Consort EV243, Belgie)
e UV transiluminator (Syngene InGenius LHR2, Indie)

e Osobni biorekator (RTS — 1C, Biosan, LotySsko)

e Denzitometr (Densi-La-Meter®, CR)

¢ Biologicky termostat (Memmert, Némecko)

e Biologicky termostat (BT 120, CSR)

e Laboratorni autoklav (Tuttnauer, Izrael)
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7 METODIKA

Experimentalni ¢ast byla vypracovana v laboratofi mikrobiologie na Ustavu inZenyrstvi
ochrany Zivotniho prostfedi na FT Univerzity Tomase Bati ve Zlin€. V ramci této diplomové
prace byly izolované grampozitivni koky z potravin identifikovdny a nasledné byly
zkoumany jejich vlastnosti in vitro. V ramci charakterizace izolovanych mikroorganizmu
byl sledovan jejich riist za pouziti rizné teploty kultivace, byla zkoumana tvorba biofilmu,
dale byl proveden skrinink citlivosti na antibiotika a kvalitativni detekce genii kodujicich

antibiotickou rezistenci.

7.1 Izolace grampozitivnich kokii z potravin

Pro experiment byly pouzity grampozitivni koky izolované Bc. Sandrou Labudovou v ramci
jeji bakalarské prace. Nicméné pro uplnost prace je zde postup izolace mikroorganizmil
popsan. Mikroorganizmy byly izolovany ze vzorkli susené¢ho a lyofilizovaného ovoce
a masovych pomazanek. Potravinové matrice, ze kterych byly jednotlivé mikroorganizmy

izolovény, jsou uvedeny v kapitole 6.1.

Do sterilnich lahvi bylo navazeno vzdy 5 g vzorku. K navazce bylo ptidano devitinasobné
mnozstvi sterilniho fyziologického roztoku. Po uzavieni lahvi nasledovala diikladna
homogenizace na ttepacce po dobu 10 minut. Poté byla suspenze za aseptickych podminek
nafedéna desitkovym fedénim tak, Ze do zkumavky s 4,5 ml sterilniho fyziologického
roztoku bylo pipetovano vzdy 0,5 ml vychozi suspenze nebo piislusného fedéni. Zkumavka
byla promichdna pomoci vortexu. Timto zplisobem byla pfipravena celkem 4 ftedéni.
Jednotliva fedéni byla ockovdna na pevnd Zzivnd média (PCA) metodou roztéru,
kdy za aseptickych podminek byl do kazdé misky pipetovano 100 pl suspenze s naslednym
roztérem sterilni hokejkou. Zaockované plotny byly kultivovany pii 30 £ 1 °C po dobu
24 a7 48 hodin.

7.2 Identifikace grampozitivnich koku

U izolovanych bakteridlnich kultur byla nejprve ziskana cistd kultura opakovanym
pfeockovanim na BHI agar pomoci kiizového roztéru. Pomoci Gramova barveni s naslednou
mikroskopii byla provedena kontrola Cistoty kultury. Izolované grampozitivni koky byly
nasledn¢ identifikovany metodou MALDI-TOF a také pomoci molekularné-biologické

metody PCR s néslednou sekvenaci ¢asti genu pro 16S rRNA.
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7.2.1 Gramovo barveni

Pro zjisténi Cistoty kultury byly vzorky barveny dle Grama a nasledné byly podrobeny

mikroskopické analyze.

Z kolonie narostlé na BHI agaru bylo klickou odebréano piiméfené mnozstvi biomasy
a nasledn¢ bylo resuspendovano v kapce fyziologického roztoku na odmasténém podloznim
sklicku s naslednym rozetfenim. Po zaschnuti natéru byl preparat fixovan protazenim
nad plamenem. Poté nasledovala aplikace barvicich roztokti v pfesné¢ daném poradi.
Byla nanesena krystalova violet’ a ponechana plisobit 60 sekund. Preparat byl pfevrstven
Lugolovym roztokem a ponechan pusobit 60 sekund. Nésledovalo vymyvani acetonem
po dobu nejdéle 20 sekund, poté byl preparat dikladné oplachnut destilovanou vodou,
obarven safraninem (60 sekund) a opét nasledoval oplach destilovanou vodou.
Takto zhotoveny preparat byl jemné osusen a prohlizen v mikroskopu pod imerznim

objektivem.

7.2.2 Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF

Pro identifikaci izolovanych grampozitivnich kokl byla pouzita hmotnostni spektrometrie
s laserovou desorpci a ionizaci za uc€asti matrice s priletovym analyzatorem MALDI-TOF

MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight mass spectrometry).

K ptipravé vzorki byly pouzity Cisté 24hodinové bakterialni kultury narostlé na BHI agaru.
Z kultury byl sterilni klickou odebran pelet, ktery byl resuspendovan ve 150 pl sterilni
destilované vody v eppendorfkové mikrozkumavce. Poté bylo ke smési ptidano 450 pl
96% etanolu a promichdno. Vzorky bakteridlnich kultur byly zaslany na Slovenskou
pol'nohospodarskou univerzitu v Nitte do Vyskumného centra AgroBioTech, kde probehla

identifikace metodou MALDI-TOF za asistence prof. Ing. Miroslavy Ka¢aniové, Ph.D.

7.2.3 Sekvenace genu pro 16S rRNA

Identifikace izolovanych grampozitivnich koki byla provedena také pomoci molekularné-

biologické metody PCR s naslednou sekvenaci genu pro 16S rRNA.

Pro sekvenacni analyzu byla nejprve z bakteridlnich kultur izolovdna DNA. Nasledné
byl pomoci metody PCR amplifikovan specificky usek DNA. Pfitomnost PCR produktu byla
detekovana pomoci agardzové elektroforézy, poté byl PCR produkt purifikovan za Gcelem

zvySeni Cistoty pro néslednou analyzu sekvenovanim.
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7.2.3.1 Kultivace bakterii

Mikroorganizmy byly po dobu experimentu uchovavany na miskdch s BHI agarem. Vybrané
kolonie byly o¢kovany na misky s BHI agarem a byly kultivovany za aerobnich podminek
pii teploté¢ 37 °C po dobu 24 hodin. Pro dalsi kultivaci bakterialnich kultur byl pouzit
BHI bujon. Pomoci bakteriologické klicky byly kultury o¢kovany z misky do BHI bujonu
a inkubovany za aerobnich podminek pti 37 °C po dobu 24 hodin.

7.2.3.2 Izolace bakterialni DNA

Z testovanych bakteridlnich kultur byla izolovdna DNA pomoci komer¢niho kitu pro rychlou
extrakci (DNeasy Blood & Tissue Kit, 2023). Postup izolace DNA pomoci komeréniho kitu

je znazornén na obrazku 5.

Do eppendorfkové mikrozkumavky bylo napipetovano 1,5 ml 24hodinové kultury. Obsah
byl odstfedén pomoci centrifugy (14500 ot. /min, 3 minuty). Supernatant byl opatrné slity
tak, aby nebyl odstranén pelet. Pfipadny zbytek supernatantu byl opatrné odpipetovan.
Pelet byl resuspendovan ve 200 ul PBS pufru a smés byla promichana pomoci vortexu.
Ke smési bylo ptiddno 20 pl proteinazy K a 200 pl AL pufru. Po dikladném promichéni
pomoci vortexu byly zkumavky umistény do termobloku (56 °C) na dobu 10 minut. Ke smési
bylo nésledné ptidano 200 pl 96% etanolu a opét byl obsah diikladn€ promichan. Cely objem
zkumavky byl pipetovan na kolonku s membranou. Poté nasledovalo odstfedéni v centrifuze
(8000 ot. /min., 1 minuta). Spodni sbérna kolonka byla vylita do odpadu a umisténa
zpét pod kolonku.  Nasledovalo  promyti 500 pl  AWI1  pufru, odstiedéni
(8000 ot. /min., 1 minuta), vyliti sbérné kolonky a promyti 500 ul AW2 pufru, opét
odstfedéni (14500 ot. /min., 3 minuty) a vyliti sbérné kolonky. Pod kolonku byla umisténa
sterilni 1,5ml eppendortkova zkumavka. Eluce byla provedena pomoci 100 pul AE puftu,
ktery byl pipetovan na stied kolonky, tak aby se Spicka pipety nedotkla membrany. Kolonka
byla ponechédna 10 minut pii pokojové teploté. Nakonec byla kolonka opét odstfedéna
(8000 ot. /min., 1 minuta). Kapalina s DNA byla jimana do sterilni 1,5ml eppendorfkové
zkumavky (DNeasy Blood & Tissue Kit, 2023).
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1. Ziskani 2. Lyze 3.Vazba DNA 4. Promyvani 5. Eluce
peletu bunék na membranu DNA
LT 'E\ff{ \&
\\v N . > N
x-;-._\_:__ =y ———— = — j" \-'3;;__ ;;_3! --— — ]

Obrézek 5: Postup izolace DNA pomoci kitu (upraveno dle DNeasy Blood & Tissue Kit, 2023)

U izolované DNA byla zjisténa koncentrace a Cistota pomoci spektrofotometru Tecan
Infinite M200 PRO (Tecan, Svycarsko). Na spektrofotometrickou desti¢ku byly pipetovany
2 ul AE pufru (blank) a po zméteni absorbance a o€isténi desticky etanolem byly pipetovany
2 pl vzorku. Timto bylo dosazeno zméteni absorbance vzorkil oproti blanku. Absorbance

byla métena pii vinové délce 260 nm a 280 nm.

7.2.3.3 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pro amplifikaci poZzadovaného specifického tiseku DNA byla provedena PCR za pouZziti
templatové DNA izolované v pifedchozim kroku (kapitola 7.2.3.2). Amplifikaci byl ziskan
PCR produkt, ktery byl pouzity pro dalsi analyzu.

Koncentrované primery RD1 a FD1 byly nafedény sterilni PCR vodou v poméru 1:3
(1 dil primeru: 3 dily sterilni PCR vody) do 1,5ml eppendorfkové zkumavky a obsah

byl ditkladné promichan pomoci vortexu.

Pro kazdou PCR reakci byla ptipravena PCR smés o objemu 20 pl. Nejdiive byla sestavena
smés spolecnych reak¢énich komponent tzv. ,master-mix“. MnoZstvi jednotlivych
komponent pro 1 reakci byla vyndsobena poctem vzorkid, vcetné negativni kontroly
arezervy. Timto bylo zjisténo celkové mnozstvi pfipravované reakéni smési a mnozstvi
jednotlivych komponent pro vSechny PCR reakce. Spole¢né reakcni slozky pro 1 PCR reakei

jsou shrnuty v tabulce 8.
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Tabulka 8: Spole¢né reakéni komponenty pro amplifikaci jednoho vzorku DNA uréené k sekvenaci

Reak¢ni sloZzka MnoZstvi (ul)
Go Tag® G2 Hot Start Green Master Mix 10
Sterilni PCR voda 7
Reverse primer RD1 1
Forward primer FD1 1

Vsechny spolecné reakéni komponenty byly uchovavany v mraznicce. Po vytazeni
zmrazniCky byly komponenty ponechany pii pokojové teploté, aby doslo k jejich
rozmrazeni. DNA uchovavana pii mrazirenskych teplotach byla taktéz ponechéana
pii pokojové teploté. Jednotlivé reakéni komponenty byly pied pipetovanim fadné
promichény pomoci vortexu. Poté byly pipetovany do eppendorfkové zkumavky v potadi
dle tabulky 8. B&hem pipetovani byly dodrzovany zasady aseptické préace tak, aby nedoslo
ke kontaminaci vzorkl. Pfiprava vzorkli na PCR byla provedena v aseptickém prostredi

dekontamina¢niho PCR boxu.

Pfipravend smés byla promichdna pomoci vortexu a rozpipetovana po 19 pl do sterilnich
PCR mikrozkumavek spojenych do stripl. K pfipravené smési byl napipetovan
1 ul templatové DNA. Negativni kontrola byla pfipravena bez DNA matrice. Vzorky byly
nasledn¢ odstfedény pomoci mikrocentrifugy a umistény do PCR termocykleru. Poté
byl nastaven program PCR. Pribéh PCR je uveden v tabulce 9. Po ukonc¢eni PCR byly

vzorky uchovavany v PCR termocycleru pii 4 °C azZ do jejich dal$i analyzy.

Tabulka 9: Zvoleny program pro amplifikaci DNA urcené k sekvenaci

Sled reakci Teplota (°C) | Doba trvani (min)
Denaturace (Hot start) 95 3

35 cykli:

Denaturace 95 0,5
Annealing 63 0,5
Extenze 72 1,5

Po probéhnuti v§ech cyklu:

Zavérecna extenze 72 6

Uchovani vzorku 4 neomezené




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 50

7.2.3.4 Agarozova elektroforéza

Pomoci agar6zové elektroforézy byla provedena vizualizace PCR amplifikovaného

produktu.

Pro detekci PCR produktu byl ptipraven 1,5% agar6zovy gel. Gel byl pfipraven navaZzenim
1,5¢g agarézy do Erlenmayerovy banky a rozpusténim navazky ve 100 ml
1x koncentrovaného TAE pufru. Po rozpusténi byl roztok agardzy rozvaien v mikrovinné
troubé a po ochlazeni piiblizn¢ na 60 °C bylo pfidano par kapek etidiumbromidu
(fluorescencni barvivo Red gel). Etidiumbromid byl v roztoku dikladné rozmichan. Roztok
byl nality do ptfedem piipravené vanicky s hifebinkem a byl ponechan pii pokojové teploté
az do jeho zatuhnuti. Pfipadné bublinky byly odstranény pomoci sterilni Spicky. Poté
byl z gelu opatrné vyjmut hiebinek. Gel byl pfemistén do elektroforetické vany, tak aby
komurky byly umistény u zaporné katody pro zajiSténi migrace zaporné nabité DNA
ke kladné nabité anodé€. Gel byl pievrstven 1x koncentrovanym TAE pufrem tak, aby hladina

pufru byla 1 az 2 mm nad povrchem gelu.

Do komitrek gelu byly automatickou pipetou naneseny 3 pl srovnavaciho markeru
(100 bp Plus DNA Ladder), nasledné vzdy 4 ul vzorku s amplifikovanym produktem véetné
vzorku negativni kontroly (bez DNA matrice). Poté byla elektroforetickd vana ptikryta
vikem a pfipojena ke zdroji elektrického stejnosmérného proudu. Elektroforeticka separace
probihala pti 90 V, 300 mA, 50 W po dobu 60 minut. Po ukonfeni elektroforézy byl gel
opatrné¢ pfemistétn do UV-transiluminiatoru (Syngene InGenius LHR2, Indie),

kde byl nasvicen UV lampou a zdokumentovan.

7.2.3.5 Purifikace DNA

Vzorky s amplifikovanymi tseky DNA ziskané pomoci metody PCR byly nasledné
purifikovany za ucelem zvySeni Cistoty. Purifikaci byly odstranény ptipadné nespecifické
produkty ¢i zbylé PCR komponenty, jako napt. primery, nenavazané oligonukleotidy apod.
Purifikace byla provedena za pouZiti roztoku s magnetickymi kulickami SPRISelect

(SPRIselect User Guide, 2012).

K PCR produktiim v PCR mikrozkumavkach bylo ptidano vzdy 15 pl roztoku SPRISelect
(roztok s magnetickymi kulickami) a cely objem mikrozkumavky byl pipetovan
do 96jamkové mikrotitraéni desticky. Mikrotitraéni desticka byla umisténa na magnetickou
desticku SPRI Plate (Beckman) a byla ponechana pti pokojové teploté asi 10 minut, kdy byly
magnetické kulicky s DNA navazany na magnet desti¢ky (obrazek 6). Po uplynuté dob¢
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byl opatrné odpipetovan supernatant, tak aby nebyl odebran roztok magnetickych kulicek
s navazanou DNA. Poté bylo do jamek desticky pipetovano 180 pl 86% etanolu. Desticka
byla ponechédna pii pokojové teplot¢ 10 minut. Po opatrném odpipetovani etanolu byla
desticka umisténa na termoblok a vysouSena pii 60 °C po dobu 10 minut.
DNA byla ditkladné rozpusténa v 30 pl sterilni PCR vody a nasledné byla desticka umisténa
opét na magnetickou desticku, dokud kapalina uvnitf jamek nebyla zcela vycetena.
Cird kapalina s DNA byla pipetovana do ¢istych sterilnich PCR mikrozkumavek
(SPRIselect User Guide, 2012). Postup purifikace je zndzornén na obrazku 7.

Obrazek 6: Krok purifikace DNA za pouziti SPRISelect

Nasledovalo méteni koncentrace a Cistoty DNA pomoci spektrofotometru Tecan Infinite
M200 PRO. Na spektrofotometrickou desticku byly pipetovany 2 pl sterilni PCR vody
a po zméfeni absorbance a ociSténi desticky etanolem byly pipetovany 2 pl vzorku,
¢imz bylo dosazeno zméfeni absorbance vzorkli oproti blanku (sterilni PCR voda).

Mg¢teni probihalo pii vinové délce 260 nm a 280 nm.

Pridavek Selekce dle  Separace Promyti Eluce Transfer
SPRIselect velikosti ethanolem

Supernatant Ethanol

Obrazek 7: Postup purifikace DNA pomoci SPRISelect (upraveno dle SPRIselect User Guide,
2012)
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7.2.3.6 Sekvenace a uprava chromatogramii

Vzorky DNA, které byly v predchozim kroku ptecistény, byly zaslany na sekvenaci.
Sekvenaci provedla firma SEQme s.r.o. (Dobfis). Ziskané¢ chromatogramy byla nasledné
upraveny do formatu FASTA pomoci softwaru DNA Baser Assembler
(Automatic DNA Sequence Assembler). Upravou bylo umoznéno porovnavat nukleotidové
sekvence jednotlivych vzorki s mezinarodni databazi sekvenci U.S. National Library

of Medicine dle algoritmu BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool).

7.3 Charakterizace izolovanych grampozitivnich koki

U izolovanych a identifikovanych grampozitivnich kokt byla nasledné provedena série
experimentl s cilem charakterizace jejich vybranych vlastnosti. U grampozitivnich koku
bylo sledovano chovani v zavislosti na vnéjSich faktorech. V rdmci analyzy byl sledovan
rust bakterialnich kultur v zavislosti na riznych teplotnich podminkéch. Dale byla zkouména
schopnost tvorby biofilmu a také byl proveden test rezistence k antibiotiktim, v¢éetné detekce

genl kodujici tuto rezistenci.

7.3.1 Sledovani ristu grampozitivnich kokt

U vybranych izolati byl sledovan rist v zavislosti na teploté kultivace. Kultivace probihala
v zaznamnicich ristu (RTS-1C Bioreactor, Biosan) pii teplotach 25 °C, 30 °C a 40 °C.
Inkubace trvala riizné¢ dlouhou dobu v zdvislosti na ristu dané¢ho mikroorganizmu,
minimalné vSak 24 hodin. Postup analyzy byl zvolen dle doporuceni vyrobce bioreaktoru

Biosan (RTS-1C Personal Bioreactor, 2018).

Pro analyzu bylo nejdiive provedeno pomozeni mikroorganizmti v BHI bujonu pfi teploté
37 °C po dobu 24 hodin. Do sterilnich 50ml plastovych zkumavek (TubeSPin®, Bioreactor)
bylo za aseptickych podminek pipetovano vzdy 30 ml nutrient bujonu. Nésledné bylo
pipetovano 50 pl narostlé bakteridlni suspenze, ktera byla pifed pipetovanim dikladné
promichdna pomoci vortexu. Kazdou testovanou kulturou byly paralelné¢ ockovéany
vzdy dvé zkumavky. Zkumavky byly dikladné uzavieny vicky s membranovymi filtry
propustnymi pro plyny k zajis$téni aerobni kultivace ockovanych mikroorganizmi. Kultivace
mikroorganizmii byla provedena v bioreaktorech (RTS-1C Bioreactor, Biosan)
s patentovanou technologii michani bunééné suspenze Reverse-Spin®. Pomoci propojen¢ho
softwaru RTS control program (verze 2.7.4.3) byly navoleny parametry kultivace. Parametry

kultivace jsou shrnuty v tabulce 10.
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Tabulka 10: Parametry kultivace testovanych kment v RTS-bioreaktoru

Parametr

Interval méteni (min) 30
Pocet otacek RPM (ot/min™) 2000
Teplota kultivace (°C) 25/30/45

Objem vzorku (v€etné kultivacniho média) (ml)| 30
Frekvence reverznich otacek (s™) 1

Ptistroj provadél po dobu kultivace méteni optické hustoty (OD) ve zvolenych ¢asovych
intervalech. Méfeni probihalo pfi vinové délce 850 nm za pomoci NIR svételné diody.
Na zakladé zmény optické hustoty bakterialni suspenze v pribéhu kultivace byly nasledné

sestrojeny ristove kiivky.

7.3.2 Skrinink antibiotické rezistence u grampozitivnich koki

Izolaty byly testovany na rezistenci k vybranym antimikrobidlnim latkam. Fenotypovy
skrinink byl proveden pomoci difuzni diskové metody, v souladu s platnou
standardizovanou difuzni diskovou metodou dle EUCAST (European Committee

on Antimicrobial Susceptibility Testing); (EUCAST, 2023).

U bakteridlnich izolatl byla testovana rezistence k celkem 20 antibiotikim. Pro experiment
byla pouzita antibiotika v podobé papirovych diskti o priméru 6 mm od spole¢nosti

Himedia®. Seznam antibiotik vybranych pro testovani je uveden v kapitole 6.4.

Pro analyzu bylo provedeno pomnoZeni mikroorganizmil v nutrient bujonu pfi teploté 37 °C
po dobu 24 hodin. Nasledovala pfiprava bakteridlni suspenze o zakalu 0,5 McFarland
odpovidajici pfibliznému poétu bungk 1,5-2-10% CFU/ml. Vychozi suspenze
byla pipetovana do sterilnich 15ml zkumavek urc¢enych pro DensiLametr (GAMA®) a byla
fedéna sterilnim fyziologickym roztokem na poZadovany zédkal. Zakal byl mé&fen pomoci

denzitometru (DensiLameter, GAMA®).

Na plotnu s MH agarem byl za aseptickych podminek ockovan 1 ml nafedéné suspenze
s ndslednym rozlitim po povrchu média. Inokulum bylo rozlito krouzivymi pohyby misky
tak, aby bylo rozmisténo po celém jejim povrchu. Po zaschnuti inokula byly na povrch média
sterilni pinzetou podkladany papirové disky napusténé ptislusnymi antibiotiky (obrazek 8).

Misky byly kultivovany pii teploté 37 °C po dobu 24 + 2 hodin.
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Obrazek 8: Aplikace antibiotickych diski na zaockované plotné s MH agarem (vlevo), komerc¢ni

antibiotické disky (vpravo)

Po uplynulé dobé kultivace byly oproti tmavému pozadi méfeny priméry inhibi¢nich zon
vytvoifené v okoli antibiotického disku. Citlivost k testovanym antibiotikim byla
posuzovana dle referen¢nich limitnich hodnot stanovenych metodikou EUCAST

(EUCAST, 2023).

V préci byly pouzity referenéni hodnoty uréené pro hodnoceni citlivosti na antibiotika
u zastupcl rodu Staphylococcus. Stejné referencni hodnoty byly pouZity i pro vyhodnoceni
citlivosti na antibiotika u pfibuznych rodt grampozitivnich koktt Micrococcus, Kocuria
a Rothia, jelikoz pro tyto rody zatim nejsou definovany referen¢ni hodnoty, dle kterych

by bylo moZné posuzovat citlivost k antibiotikiim (Savini et al., 2010).

7.3.3 Identifikace pritomnosti genii antibiotické rezistence

Pomoci metody PCR byla provedena kvalitativni detekce vybranych geni kddujicich
rezistenci k antimikrobidlnim latkdm. Analyza zahrnovala vybér vhodnych primerd,
optimalizaci metody, v¢etné zjisténi optimalni teploty nasedani vybranych primeri pomoci
PCR v teplotnim gradientu. Amplifikace genti u jednotlivych vzorkl byla provedena pomoci
klasické PCR metody. Vznikly PCR produkt byl vizualizovan pomoci agardézové

elektroforézy v 1,5% agar6zovém gelu.

Pro analyzu byla pouzita izolovana templatova DNA (kapitola 7.2.3.2). Vybrané specifické
primery jsou shrnuty v tabulce 11. Primery byly nejprve natfedény ptisluSnym objemem PCR
vody dle ptibalového letaku na koncentraci 100 uM, diikladné promichany pomoci vortexu

a ponechany pii teploté 65 °C v termobloku po dobu 10 minut. Takto pfipravené zasobni



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 55

roztoky primertt byly nafedény na pracovni koncentraci 10 uM smichanim vzdy 90 pl

sterilni PCR vody a 10 pl pfislusného zasobniho roztoku primeru.

Tabulka 11: Sekvence primerti vybranych genti antibiotické rezistence, oCekavané velikosti

amplifikovanych produktd a pouzita teplota annealingu (Duran et al., 2012)

Velikost produktu | Annealingova

Kk r__r

Gen Sekvence (5'-3") (bp) teplota (°C)
ACTTCAAC ACCTGCTGCTTTC

blaZ 173 54
TGACCACTTTTATCAGCAACC
GCACATCAAATAACGCACCT

norAl 230 55
ATATTCAGTTGTTGTCTTAATAT
AAATACCGCTGCGTA

aph(3')-1lla 242 54
CATACTCTTCCGAGCAA
AAG CGG TAA ACC CCT CTGA

erm(A) 190 54

TTC GCA AAT CCC TTC TCA AC

CTATCTGATTGTTGAAGA AGGATT
erm(B) 142 54
GTTTACTCTTGGTTTAGGATGAAA

) |AATCGTCAATICCIG CATGT 290 “
erm TAA TCG TGG AAT ACG GGT TTG

GTA GCG ACA ATA GGT AAT AGT

tet(K) 360 54
GTA GTG ACA ATAAAC CTC CTA
CCT GCC ACT CAT CGC AGT

cat 623 58
CCA CCG TTG ATA TAT CCC

Pro PCR byla pfipravena reakéni smés se specifickou dvojici primert. Pro kazdou jednu
PCR reakcei byla ptipravena PCR smés o objemu 25 pl, kterd obsahovala 12,5 pl VWR Red
Taq 2x Master Mixu, 10,5 ul PCR vody, 0,5 ul reverse primeru, 0,5 pl forward primeru
a 1 pl templatové DNA. V 1,5ml zkumavce byly smichdny nejprve spolecné komponenty
(Master mix, PCR voda, primery). Pfipravend smés byla rozpipetovana po 24 ul do PCR
zkumavek a k této smési byl pfidan 1 pl templatové DNA. Zvoleny program PCR je uveden
v tabulce 12.
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Tabulka 12: Zvoleny program PCR pro amplifikaci tisekti genti antibiotické rezistence

Sled reakei Teplota (°C) Doba trvani (min)
Denaturace (Hot start) 95 3

35 cykli:

Denaturace 95 0,5
Annealing viz tabulka 11 0,5
Extenze 72 1,0

Po probéhnuti vSech cykli:

ZavereCna extenze 72 10

Po amplifikaci byly PCR produkty vizualizovany pomoci agarézové -elektroforézy

v 1,5% agar6zovém gelu postupem popsanym v kapitole 7.2.3.4.

7.3.4 Stanoveni schopnosti tvorby biofilmu Christensenovou metodou

U izolovanych grampozitivnich kokl byla déale zjiStovana schopnost tvorby biofilmu.
Pro priikaz tvorby biofilmu byla zvolena modifikovana Christensenova metoda za pouziti
polystyrenové 96jamkové mikrotitracni desticky. Postup metody je zndzornén na obrazku 9.
Metoda vyuziva schopnosti adherence bunék biofilmu na stény mikrotitracni desticky.
Tyto buniky jsou v dalSich krocich obarveny krystalovou violeti a uvolnény etanolem.

Intenzita zbarveni roztoku je nasledné méfena spektrofotometricky (Pleva et al., 2022).

V ramci metody byla nejprve provedena kultivace mikroorganizmti v BHI bujonu
pfiteplot¢ 37 °C po dobu 24 hodin. Do jamek sterilni polystyrenové
96jamkové mikrotitracni desti¢ky bylo pipetovano 200 pl BHI bujonu a 10 pl narostlé
bakterialni suspenze. Kazdy mikroorganizmus byl testovan vzdy ve 3 opakovanich.
Paralelné se vzorky byla pfipravena i negativni kontrola sestavajici z bujonu bez zaockovani
bakteridlni kulturou. Desticka byla inkubovéna pti 37 °C po dobu 48 hodin. Po uplynuti doby
inkubace byl obsah jamek vylit. Pro odstranéni planktonickych bunék byly jamky
2x promyty destilovanou vodou. Zbytek vody byl odstranén opatrnym vyklepnutim
na ubrousek. V dal§im kroku byl biofilm fixovan 200 pl 96% etanolu. Po sliti etanolu
a vysuseni jamek, byly vzorky obarveny 200 ul krystalové violeti. Desticka byla ponechana
20 minut pfi pokojové teploté. Po uplynuti této doby byl obsah jamek opét vylit. Jamky byly
nékolikrat promyty destilovanou vodou. Po poslednim promyti byla navazana krystalova
violet' rozpusSténa v 200 pl 96% etanolu. Intenzita zbarveni roztoku je pfimo Umérna

mnozstvi vzniklého biofilmu (Pleva et al., 2022).
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Obrazek 9: Postup Christensenovy metody v mikrotitra¢ni destic¢ce pro stanoveni tvorby biofilmu

(upraveno dle Campo-Pérez et al., 2023)

Nasledné byla métfena absorbance pomoci spektrofotometru Tecan Infinite M200 PRO

(Tecan, Svycarsko). Absorbance byla méfena pii 595 nm. Kazdy vzorek byl testovan

ve 3 opakovanich. Z hodnot absorbanci vzorkl a absorbanci negativnich kontrol (Ank) byly

vypocitany prumérné hodnoty absorbance. Odectenim zprimérovanych hodnot od primérné

hodnoty negativni kontroly byla ziskana vysledn4 hodnota absorbance Asos. Mezni hodnota

pro biofilmpozitivitu, tzv. cut-off value (CV), byla vypocitana jako soucet trojnasobku

smérodatné odchylky negativni kontroly a primérné hodnoty absorbance negativni kontroly

(Pleva et al., 2022).

Na zakladé¢ zjisténé limitni hodnoty byly izolaty rozdéleny do tii skupin:

e netvorici biofilm (Ases <CV),
e slabé tvoftici biofilm (CV <As595<2CV),

e intenzivné tvorici biofilm (As9s>2CV).
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8 VYSLEDKY

8.1 Identifikace bakterialnich izolatu

Identifikace izolatd byla provedena pomoci metody MALDI-TOF a metody sekvenace genu
pro 16S rRNA. Postup metody MALDI-TOF byl popsan v kapitole 7.2.2 a postup metody
sekvenace byl popsan v kapitole 7.2.3.

Ze vzorkil sterilované masové pomazanky bylo izolovano a identifikovano celkem
6 grampozitivnich kokt, pfi¢emz se jednalo o tyto druhy: Staphylococcus epidermidis
(n=1), Staphylococcus hominis (n = 2), Micrococcus Iuteus (n = 2),

Kocuria rhizophila (n = 1).

Z ovoce suseného horkym vzduchem bylo identifikovano 5 izolath: Staphylococcus warneri
(n=1), Staphylococcus aureus (n = 1), Staphylococcus hominis (n = 1), Kocuria rhizophila

(n=1) a Kocuria palustris (n=1).

Z lyofilizovaného ovoce bylo identifikovano celkem 18 izolatt: Staphylococcus warneri
(n= 2), Staphylococcus epidermidis (n = 2), Staphylococcus aureus (n = 4),
Staphylococcus equorum (n = 1), Aerococcus viridans (n = 1), Kocuria kristinae (n = 3),

Kocuria rhizophila (n = 2), Rothia amarae (n = 1) a Micrococcus luteus (n = 2).

8.1.1 MALDI-TOF

Presnost identifikace metodou MALDI-TOF se odvijela od skore, které se pohybovalo
v rozmezi 0 az 3. Nulova hodnota poukazovala na neshodu, pfi¢emz hodnota 3 predstavovala
velmi piesnou identifikaci. Cim vy$§i byla tedy hodnota skére, tim vy3si byla také
pravdépodobnost spravné identifikace. Hodnoty skore vyssi nez 2 bylo mozné pokladat

za pravdépodobné. Rozmezi skore a mira presnosti identifikace jsou uvedeny v tabulce 13.

Tabulka 13: Interpretace vysledkit MALDI-TOF

Skoére Presnost identifikace
2,300 — 3,000 vysoka pravdépodobnost identifikace druhu
2,000 — 2,299 jista identifikace rodu, pravdépodobné identifikace
druhu
1,700 — 1,999 pravdépodobna identifikace rodu

0,000 — 1,699 nespolehliva identifikace
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Hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF bylo na urovni rodu spolehlivé identifikovano

16 bakteridlnich kmenu.

Celkem

13 bakteridlnich kmend bylo

identifikovano

s pravdépodobnym urcenim rodu. Dosazena hodnota skore se pohybovala nad hodnotou

1,700, coz znaci, ze nespolehlivé nebyl identifikovan zadny izolat. Vysledky identifikace

metodou MALDI-TOF a dosazené skore jsou shrnuty v tabulce 14.

Tabulka 14: Vysledky identifikace izolovanych kmeni metodou MALDI-TOF

ffz(:)‘li'ku Potravinova matrice |Identifikovany izolat Skore

D1 masova pomazanka Staphylococcus epidermidis 1,768
11G lyofilizované maliny Staphylococcus epidermidis 1,960
6E lyofilizovany banan Staphylococcus epidermidis 1,993
E2 masovéa pomazanka Staphylococcus hominis 1,756
J1 masova pomazanka Staphylococcus hominis 1,986
22C suSené jablko Staphylococcus hominis 2,080
22B suSené jablko Staphylococcus aureus 2,130
25A lyofilizované jablko Staphylococcus aureus 2,076
9E lyofilizované mango Rothia amarae 1,867
14D lyofilizované mango Staphylococcus aureus 2,004
14E lyofilizované mango Staphylococcus aureus 1,835
4J susena pitaya Staphylococcus warneri 2,159
91 lyofilizované mango Staphylococcus warneri 1,871
1D lyofilizované kiwi Staphylococcus warneri 1,927
6A lyofilizovany banan Staphylococcus equorum 2,268
6B lyofilizovany banan Aerococcus viridans 2,048
E6 masova pomazanka Micrococcus luteus 2,211
F2 masova pomazanka Micrococcus luteus 1,879
1P lyofilizované kiwi Micrococcus luteus 2,261
14H lyofilizované mango Micrococcus luteus 2,248
9B lyofilizované mango Kocuria kristinae 2,266
9F lyofilizované mango Kocuria kristinae 2,141
1C lyofilizované kiwi Kocuria kristinae 2,149
4K susena pitaya Kocuria kristinae 2,216
4Q susend pitaya Kocuria palustris 1,963
F1 masova pomazanka Kocuria rhizophila 2,078
12B lyofilizované jahody Kocuria rhizophila 1,853
9H lyofilizované mango Kocuria rhizophila 2,149
9G lyofilizované mango Rothia amarae 1,863

Zelené je oznacena jista identifikace rodu a pravdépodobna identifikace druhu; zluté je oznacena

pravdépodobna identifikace rodu



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 60

8.1.2 Sekvenace 16S rRNA

Sekvenaci bylo na Grovni druhu spolehlivé identifikovano 29 izolovanych grampozitivnich
koki. U vétSiny izolati byla pravdépodobnost identifikace nad hodnotou 99 %,

coz lze povazovat za velmi pravdépodobny vysledek identifikace (tabulka 15).

Tabulka 15: Vysledky identifikace izolovanych kmenti metodou sekvenace

\Ifz(i)(li‘ku Potravinova matrice |Identifikovany izolat Shoda (%)
D1 masova pomazanka Staphylococcus epidermidis 98,0
11G lyofilizované maliny Staphylococcus epidermidis 99,6
6E lyofilizovany banan Staphylococcus epidermidis 98,8
E2 masova pomazanka Staphylococcus hominis 99,4
J1 masova pomazanka Staphylococcus hominis 99,5
22C susené jablko Staphylococcus hominis 99.4
22B susené jablko Staphylococcus aureus 98,9
25A lyofilizované jablko Staphylococcus aureus 99,4
9E lyofilizované mango Staphylococcus aureus 99,7
14D lyofilizované mango Staphylococcus aureus 99,4
14E lyofilizované mango Staphylococcus aureus 99,3
4J suSena pitaya Staphylococcus warneri 99,4
91 lyofilizované mango Staphylococcus warneri 99,9
1D lyofilizované kiwi Staphylococcus warneri 99,6
6A lyofilizovany banan Staphylococcus equorum 98,6
6B lyofilizovany banan Aerococcus viridans 99,4
Eo6 masova pomazanka Micrococcus luteus 99,6
F2 masové pomazanka Micrococcus luteus 99,5
1P lyofilizované kiwi Micrococcus luteus 99,5
14H lyofilizované mango | Micrococcus luteus 99,8
9B lyofilizované mango | Kocuria kristinae 99,5
9F lyofilizované mango | Kocuria kristinae 99,7
1C lyofilizované kiwi Kocuria kristinae 99,0
4K suena pitaya Kocuria kristinae 99,7
4Q susen4 pitaya Kocuria palustris 95,0
F1 masova pomazéanka Kocuria rhizophila 99,3
12B lyofilizované jahody | Kocuria rhizophila 99,9
9H lyofilizované mango Kocuria rhizophila 99,5
9G lyofilizované mango | Rothia amarae 99,6

Zelené je oznacena vysoka pravdépodobnost spravné druhové identifikace; zluté je oznacena mensi

pravdépodobnost spravné druhové identifikace
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Pouze u vzorku 9E doslo k rozdilné identifikaci ve srovnani s metodou MALDI-TOF.
Metodou MALDI-TOF byl tento vzorek identifikovan jako Rothia amarae a metodou
sekvenace byl identifikovan jako Staphylococcus aureus. U vzorku 4Q byla zjiSténa shoda

pouze 95 %, av§ak kmen byl identifikovan obéma metodami jako bakterie Kocuria palustris.

8.2 Sledovani ristu grampozitivnich koku

U vybranych bakterialnich izolati byl sledovan rist pfi teplotach 25 °C, 30 °C a 40 °C.
Postup analyzy byl popsan v kapitole 7.3.1. Pro analyzu byly vybrany nésledujici bakterialni
kmeny: Staphylococcus epidermidis DI, Staphylococcus hominis J1,
Staphylococcus aureus 22B, Staphylococcus warneri 4), Staphylococcus equorum 6A,
Aerococcus  viridans 6B, Micrococcus luteus F2, Kocuria kristinae 9B,
Kocuria rhizophila F1, Kocuria palustris 4Q a Rothia amarae 9G. Vysledky schopnosti
ristu bakteridlnich kultur pii danych teplotich jsou zpracovany do podoby graft
znazoriujicich zavislost optické hustoty na dobé¢ kultivace. Pro kazdou teplotu byla paralelné

se vzorkem zhotovena 1 kontrola.
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Obrazek 10: Rust Staphylococcus epidermidis D1 izolovaného z masové pomazanky pii riznych

teplotach

Na obrazku 10 je zobrazen prubéh rustové kiivky u Staphylococcus epidermidis D1
1zolovaného z masové pomazanky. Lag faze u tohoto kmene byla nejkratsi pii teploté 40 °C
a trvala 5 hodin, nasledovala strmé log faze, kterd dosdhla vrcholu kolem 17. hodiny
kultivace pii OD 1,20 a nasledné se faze preklenula do stacionarni faze. Nejdelsi lag faze

byla pozorovéna pfi teploté 25 °C v délce 15 hodin a néslednd log faze, jejiz vrchol nastal
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R4

hodnoty optické hustoty (OD), které se pohybovalo kolem 0,25. Z grafu je tedy patrné,
ze schopnost rtstu pii 25 °C byla velmi nizka. Lag faze pfti teploté 30 °C trvala okolo 7 hodin

a stacionarni faze nastala kolem 18. hodiny kultivace pti hodnoté optické denzity 0,33.
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Obrazek 11: Rust Staphylococcus hominis J1 izolovaného z masové pomazanky pfi riznych

teplotach

Na obrazku 11 lze pozorovat ristovou kiivku kmene Staphylococcus hominis J1 izolovaného
z masové pomazanky. Nejkrat§i doba lag faze byla opét zaznamenana pfi teploté 40 °C
s trvanim 4 hodiny, po které nastala strma log faze s vrcholem kolem 12. hodiny kultivace
a hodnotou OD 1,33. Nejdelsi lag fazi vykazoval tento kmen pfi teploté 25 °C. Lag faze
piitéto teploté trvala 14 hodin, po niZ nasledovala log faze, ktera dosdhla maxima
pfi 1,02 OD po 32 hodindch kultivace. Pomérmé dlouhd doba lag faze (11 hodin) byla
pozorovana i béhem kultivace pii 30 °C. Maximum log faze bylo zaznamenano pfi hodnoté¢

optické hustoty 1,11 po uplynuti 24 hodin kultivace.
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Obrazek 12: Rust Staphylococcus aureus 22B izolovaného ze suSeného jablka pti riznych

teplotach

Staphylococcus aureus 22B izolovany ze suSeného jablka vykazoval nejkratsi adaptacni fazi
lag pfi teploté 40 °C s pomérné kratkou dobou 3 hodiny (obrazek 12). Maximum log faze
pfi této teploté bylo dosaZeno asi po 8 hodinéach kultivace pti OD 1,35. NejvysSiho maxima
OD s hodnotou 1,88 ale bylo dosazeno pii teploté 30 °C kolem 12. hodiny kultivace. Oproti
rustu pti 40 °C vSak byla pfi teploté 30 °C sledovana pomalejsi adaptace, lag faze zde trvala
asi 4 hodiny. Schopnost ristu u izolatu S. aureus 22B byla oproti dvéma predchozim
izolathm pomérné dobra 1 pfi teploté 25 °C. Doba lag faze se zde pohybovala kolem 6 hodin

a na konci log faze (17 hodin kultivace) bylo dosaZzeno maximalni optické denzity 1,87.
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Obrazek 13: Rust Staphylococcus warneri 4) izolovaného ze suSené pitayi pii riznych teplotach
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Z obrazku 13 je patrné, Ze izolat Staphylococcus warneri 4] izolovany ze susené pitayi rostl
pomérné prijatelné pii vSech tfech zvolenych teplotach. Nejkratsi doba lag faze (4 hodiny)
byla pozorovana pfti teploté 40 °C, pficemz na konci exponencialni faze po 13 hodinach
kultivace byla naméfena hodnota 1,38 OD. Vyssi hodnotu OD (1,51) vykazoval kmen
po 19 hodinéch pfi testované teploté 30 °C. Lag faze u S. warneri 4] pfi teploté 30 °C trvala
5 hodin. Nejdelsi lag faze byla opét pozorovana pti teploté 25 °C. Lag faze pti 25 °C
trvala 8 hodin, po niZ nasledovala exponencialni faze, ktera dosahovala maxima pfti 1,26 OD

po 22 hodinéch kultivace.
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Obrazek 14:Rist Staphylococcus equorum 6A izolovaného z lyofilizovaného bananu pfi riznych

teplotach

Na obrazku 14 Ize pozorovat rustovou kiivku kmene Staphylococcus equorum 6A
izolovaného z lyofilizovaného bananu. Z grafu lze usoudit, Ze s klesajici teplotou
se prodluzovala doba lag faze, a naopak hodnota OD na vrcholu logaritmické faze s klesajici
teplotou rostla. Lag faze trvala pfi teploté 40 °C pouze 2 hodiny, pii 30 °C trvala 7 hodin
a pii 25 °C trvala 14 hodin. Nejvyssi hodnota optické denzity pii vrcholu exponencidlni faze
byla dosazena pii teplot¢ 25 °C po 33 hodiniach kultivace a nabyvala hodnoty 2,23.
Pti teploté¢ 30 °C konec logaritmické faze nastal po 21 hodinach kultivace s kone¢nou
hodnotou optické denzity 1,74. Pii teploté 40 °C nastal konec log faze po 10 hodinach

kultivace s dosazenou hodnotou OD 1,43.
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Obrazek 15: Rust Aerococcus viridans 6B izolovaného z lyofilizovaného bandnu pfi riznych

teplotach

Izolat Aerococcus viridans 6B puvodem z lyofilizovaného bananu vykazoval rist pouze
pfti teploté 25 °C (obrazek 15). Doba lag faze se pohybovala kolem 48 hodin, poté nésledoval
exponencialni narast optické hustoty aZz na maximalni hodnotu 1,62. Této hodnoty OD bylo
dosazeno az po 60 hodinach kultivace. Pii teplot¢ 30 °C a 40 °C izolat

Aerococcus viridans 6B nerostl vibec.
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Obrazek 16: Rust Micrococcus luteus F2 izolovaného z masové pomazanky pfi riznych teplotach
Z obrazku 16 je patrné, Ze Micrococcus luteus F2 izolovany z masové pomazanky vykazoval
u vSech 3 testovanych teplot podobnou délku lag faze. B€hem inkubace pfi teplotach 25 °C
a 40 °C trvala adaptacni faze kolem 7 hodin. Pti kultivacni teploté 30 °C faze adaptace trvala

5 hodin. Nejvyssi hodnota optické denzity ze tii testovanych teplot byla dosazena
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pfi teploté 25 °C, kdy se hodnota pohybovala po 21 hodinach kultivace kolem 1,67.
Pti teploté¢ 30 °C konec logaritmické faze nastal po 16 hodinach kultivace s hodnotou
OD 0,88. Pri teploté 40 °C nastal vrchol log faze po 15 hodinach kultivace s hodnotou
optické hustoty 1,44.
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Obrazek 17: Rust Kocuria kristinae 9B izolovaného z lyofilizovaného manga pfi riznych teplotach
Kmen Kocuria kristinae 9B izolovany z lyofilizovaného manga poskytoval podobné riistové
ktivky jako Staphylococcus equorum 6A, kdy s klesajici teplotou kultivace se doba lag faze
prodluzovala (obrazek 17). Pii 40 °C kmen K. kristinae 9B setrvaval v lag fazi pouze
2 hodiny, poté nastala exponencidlni faze, na jejimZ vrcholu (po 9 hodinach kultivace)
dosahovala opticka hustota hodnoty 1,33. Lag faze pfti teploté 30 °C byla u tohoto kmene
prodlouZena na 8 hodin a maximalni hodnota OD se pohybovala kolem 23. hodiny kultivace
na hodnoté 1,70. Nejdelsi doba lag fdze byla pozorovana pfi kultivaéni teploté 25 °C a trvala
15 hodin. Nésledovala pozvolna exponencialni faze. Pii této teploté byla pozorovana nejnizsi

hodnota 1,09 OD ze vSech tfi teplot. Tato hodnota byla zaznamenana v 33. hodin¢ kultivace.
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Obréazek 18: Rust Kocuria rhizophila F1 izolovaného z masové pomazanky pfi riznych teplotach
Na obrazku 18 lze pozorovat ristovou kiivku kmene Kocuria rhizophila F1 izolovaného
z masové pomazanky. Oproti izolatu K. kristinae 9B, vykazoval kmen nejkratsi lag fazi
pfi teploté 30 °C s trvanim 3 hodiny. Po této dobé& nastala logaritmicka faze, na jejimz konci
kolem 10. hodiny kultivace dosahovala optické hustota hodnoty 1,60. Lag faze pfi testovani
zbylych dvou teplot mély u tohoto kmene podobnou dobu trvani kolem 7 hodin.
Pti kultivacni teploté 40 °C konec logaritmické faze nastal po 15 hodinach kultivace
s hodnotou OD 1,24. Konec logaritmické faze pii kultivacni teploté 25 °C nastal o néco

pozdéji, kolem 19. hodiny a hodnota optické denzity dosahovala hodnoty OD 1,55.
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Obrazek 19: Rust Kocuria palustris 4Q izolovaného ze susené pitayi pfi riznych teplotach
Z obrazku 19 je patrné, ze izolat Kocuria palustris 4Q pivodem ze suSené pitayi vykazoval

rust pii kultivaéni teploté 25 °C a 30 °C. Ptipravnd lag faze u tohoto kmene trvala pomérné
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dlouhou dobu. Pfi teploté 25 °C izolat setrvaval v lag fazi 18 hodin a pti 30 °C byla lag faze
zkracena na 11 hodin. Kmen dosahoval pti 25 °C kultivaci na konci log faze vyssi hodnoty
optické hustoty (1,11 OD v 40. hodin¢ kultivace) nez pii 30 °C kultivaci
(0,71 OD v 25. hodin¢ kultivace). Pti teploté 40 °C kmen Kocuria palustris 4Q nerostl.
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Obrazek 20: Rist Rothia amarae izolovaného z lyofilizovaného manga pfi riznych teplotach
Na obrazku 20 lze pozorovat ristovou kiivku kmene Rothia amarae izolovaného
z lyofilizovaného manga. Z grafu Ize usoudit, Ze s klesajici teplotou kultivace rostla doba
lag faze, a naopak hodnota OD na vrcholu logaritmické faze s klesajici teplotou rostla.
Nejkratsi lag faze trvala pouze 2 hodiny a byla pozorovana pfi kultivacni teploté 40 °C.
V ramci logaritmicka faze vystoupala opticka hustota az k hodnoté 1,28 po 9. hodiné
kultivace. Lag faze trvala pti 30 °C 7 hodin. Kmen dosahoval pti 30 °C kultivaci maximalni
hodnoty 1,56 OD ve 22. hoding kultivace. Nejdelsi lag faze (10 hodin) byla pozorovana
pfi kultivacni teplot€¢ 25 °C a na konci log faze bylo dosazeno hodnoty OD 1,78
po 28 hodinach.

8.2.1 Souhrn sledovani riistu grampozitivnich koku

Nejkratsi doba lag faze, kterd trvala 2 hodiny, byla pozorovana u kment S. equorum 6A,
K. kristinae 9B a R. amarae 9G izolovanych z lyofilizovaného ovoce. Naopak nejdelsi
adaptacni fazi vykazoval kmen 4. viridans 6B izolovany z lyofilizovaného bananu, u kterého

faze lag trvala 48 hodin.

U vSech testovanych izolath rodu Staphylococcus klesala doba lag faze v zévislosti

na rostouct teploté kultivace, pfi¢emz nejkratsi lag fdze nastala pfi kultivacni teploté 40 °C.
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Pti kultivaéni teploté 25 °C byla u S. warneri 4] a S. aureus 22B izolovanych ze susené¢ho
ovoce zaznamenana poméerné kratsi doba lag faze v porovnani s izolaty S. epidermidis D1

a S. hominis J1 izolovanymi z masové pomazanky.

Nejvyssi hodnoty optické hustoty bun€k dosahoval kmen S. equorum 6A izolovany
z lyofilizovaného bananu pii kultivacni teplot¢ 25 °C, kdy hodnota OD ¢inila 2,23.
Testované stafylokoky S. epidermidis D1 a S. hominis J1 izolované z masové pomazanky
dosahovaly nejvysS§i hodnoty OD pfi teplot¢ 40 °C, piicemz stafylokoky izolované
ze suSen¢ho ovoce: S. aureus 22B a S. warneri 4] vykazovaly nejvyssi hodnoty OD
pii teploté 30 °C. Pti 30 °C byly pozorovany nejvyssi hodnoty OD také u K. kristinae 9B
izolované z lyofilizovaného manga a K. rhizophila F1 ptivodem z masové pomazanky.
Kmeny 4. viridans 6B, M. luteus F2, K. palustris 4Q a R. amarae 9G dosahovaly nejvyssich
hodnot OD pii teploté 25 °C.

8.3 Skrinink antibiotické rezistence u grampozitivnich koki

Pro testovani rezistence izolovanych grampozitivnich kokl k celkem 20 antibiotikim byla
pouzita standardizovana difuzni diskové metoda dle EUCAST (2023). Postup této metody
je popsan v kapitole 7.3.2. Rezistence byla testovana u vSech 29 bakterialnich izolati.
Hodnoceni probihalo na zékladé¢ primeéru inhibi¢nich zon (obrazek 21). Hodnoty byly
porovnany s referencnimi limitnimi hodnotami stanovenymi metodikou EUCAST (2023)
pro rod Staphylococcus. Pro zastupce rodi Micrococcus, Kocuria, Aerococcus a Rothia byly

pouzity na zaklad¢ fylogenetické piibuznosti referencni hodnoty pro rod Staphylococcus.

Obrazek 21: Testovani antibiotické rezistence diskovou difuzni metodou
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8.3.1 Antibioticka rezistence u Staphylococcus spp.

Antibiotickd rezistence byla testovana u celkem 15 izolatd Staphylococcus. Testované
kmeny a antimikrobialni latky jsou shrnuty v tabulce 16. Vysoka mira rezistence byla
zjisténa ke skupiné penicilini. Konkrétné na penicilin G byly rezistentni vSechny testované
izolaty (100 %, n = 15). Nakombinaci antimikrobidlni latky ampicilin-sulbaktam
bylo rezistentnich 47 % (n = 7) testovanych stafylokokt, konkrétné¢ se jednalo o:

o S epidermidis 11G izolovany z lyofilizovanych malin,

o S. epidermidis 6E izolovany z lyofilizovaného bananu,

e 2 kmeny S. hominis E2, J1 izolované z masové pomazanky,

o S. aureus 9E a S. warneri 91 izolované z lyofilizovaného manga,
e S warneri 1D izolovany z lyofilizovaného kiwi.

K amoxicilinu bylo rezistentnich 47 % (n = 7) izolatd. Jako amoxicilin rezistentni byly

vyhodnoceny kmeny:

o S epidermidis 11G izolovany z lyofilizovanych malin,

S. epidermidis 6F izolovany z lyofililizovan¢ho banéanu,

e S hominis J1 z masové pomazanky,

e 2 kmeny S. aureus 9E, 14E a S. warneri 91 izolované z lyofilizovaného manga,
e S warneri 1D z lyofilizovaného kiwi.

Rezistence byla pozorovédna také u makrolidovych antibiotik, konkrétné u erytromycinu
(53%, n = 8) a fluorochinolond, zejména u levofloxacinu (33 %, n = 5).

K erytromycinu vykazovaly fenotypovou rezistenci izolaty:
e S. epidermidis D1 z masové pomazanky,
e 2 kmeny S. epidermidis 11G z lyofilizovanych malin a 6E z lyofilizovaného banéanu,
e 2 kmeny S. aureus14D, 14E z lyofilizovaného manga,
e S aureus 25A z lyofilizovaného jablka,
e S. aureus 22B ze suSeného jablka,

e S warneri 1D z lyofilizovaného kiwi.
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K levofloxacinu projevovaly fenotypovou rezistenci kmeny:
e S epidermidis D1 a S. hominis E2 izolované z masové pomazanky,
e S hominis 22C izolovany ze susen¢ho jablka,
o 2 kmeny S. aureus 9E, 14E z lyofilizovaného manga.
Rezistentni u¢inek vici ciprofloxacinu vykazovaly 3 izolaty (20 %, n = 3), jednalo se o:

o S. epidermidis D1 a S. hominis E2 z masové pomazinky a S. aureus 9E

z lyofilizovaného manga.

Zbylych 12 izolatd Staphylococcus spp. (80 %) bylo u ciprofloxacinu vyhodnoceno jako
intermediarni. Intermediarni oblast EUCAST definuje jako citlivy, zvySend expozice.
(EUCAST, 2023). U 73 % (n = 11) izolatd Staphylococcus byla zjisténa multirezistence.
Multirezistenci se zde rozumi rezistentni Uc¢inek ke tfem a vice antibiotikiim z riznych
antibiotickych skupin. U vSech bakteridlnich izolat identifikovanych jako Staphylococcus
spp. byla zjisténa citlivost na norfloxacin (100 %, n=15), amikacin (100 %, n = 15)
a streptomycin (100 %, n = 15). Citliva byla vétSina izolath Staphylococcus na cefazolin
(93 %, n = 14), gentamicin (87 %, n = 13), vankomycin (87 %, n = 13), cefotaxim
(80 %, n=12), tobramycin (80 %, n = 12), tetracyklin (80 %, n = 12), chloramfenikol
(80 %, n=12), doxycyklin (73 %, n = 11) a nitrofurantoin (73 %, n = 11).
Podrobny vysledek testovani ukazuje tabulka 16. Zastoupeni rezistentnich, intermedidrnich

a citlivych izolatt Staphylococcus k antimikrobialnim latkam je zndzornéna na obrazku 22.
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Obrazek 22: Zastoupeni rezistentnich, intermediarnich a citlivych izolatt Staphylococcus

k testovanym antimikrobialnim latkam (&islo udava pocet izolatt)
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Tabulka 16: Antibioticka rezistence u rodu Staphylococcus

Legenda: R — rezistentni, C — citlivy, I — intermedidrni (citlivy, zvySend expozice); P— penicilin, A/S — ampicilin/sulbaktam, AMX — amoxicilin, CTX?’ — cefotaxim,

CZ — cefazolin, LE — levofloxacin, CIP — ciprofloxacin, NX — norfloxacin, AK — amikacin, HLG — gentamicin, TOB — tobramycin, HLS — streptomycin,

E — erytromycin, CD — klindamycin, TE — tetracyklin, DO — doxycyklin, NIT — nitrofurantoin, RIF — rifampicin, C*° — chloramfenikol, VA — vankomycin

Vzorek Izolat P |A/S| AMX |CTX* | CZ | LE |CIP | NX | AK |HLG | TOB | HLS C¥*| VA
D1 S. epidermidis C C C C C C C
11G S. epidermidis C I | C C C C C C
6E S. epidermidis C C I I C C C C C C
E2 S. hominis C C C C C C C C C
J1 S. hominis C C I I C C C C C C C C
22C S. hominis C C C C I C C C C C C C C C
22B S. aureus C C C C I | C C C C C C 1
25A S. aureus C C C C I | C C C C C C C C C
9E S. aureus C C C C C C C C C C C
14D S. aureus C C C C I I C C C C C C C |
14E S. aureus C C | C C C C C C C C
4J) S. warneri C C C C I | C C C C C C C C
91 S. warneri C C I I C C C C C C C C
1D S. warneri C I I C C C C C C C
6A S. equorum C C C C I | C C C C C C C C C C C
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8.3.2 Antibioticka rezistence u izolata rodu Aerococcus, Micrococcus, Kocuria a

Rothia
Aerococcus spp.

Kmen identifikovany jako Aerococcus viridans (100 %, n = 1) izolovany z lyofilizované¢ho
bandnu vykazoval fenotypovou rezistenci k penicilinovym antibiotikim, konkrétné
k penicilinu a amoxicilinu, dale k fluorochinolonim: levofloxacinu a ciprofloxacinu a také
k cefazolinu, tobramycinu a rifampicinu. Izoladt byl vyhodnocen jako multirezistentni.
Na tetracykliny, makrolidova antibiotika, vétSinu aminoglykosidi a dale také
chloramfenikol, vankomycin, cefotaxim, klindamycin a kombinaci ampicilin/sulbaktam

fenotypova rezistence u 4. viridans zjisténa nebyla (tabulka 17).

Micrococcus spp.

Antibiotickd rezistence byla testovana u 4 izolatd Micrococcus luteus (tabulka 17).
K penicilinu vykazovaly rezistenci vSechny izolaty M. luteus (100 %, n = 4). Jistad mira
rezistence byla pozorovana u nitrofurantoinu (75 %, n = 3). K nitrofurantoinu vykazovaly

rezistenci kmeny:
e M. luteus E6 izolovany z masové pomazanky,
e M. luteus 1P izolovany z lyofilizovaného kiwi,
e M. luteus 14H z lyofilizovaného manga.

K antimikrobidlni latce erytromycinu i cefotaximu bylo rezistentnich 50 % (n = 2) izolatd,

konkrétné:
e M. luteus F2 z masové pomazanky,
e M. luteus 14H z lyofilizovaného manga.

U kombinace ampicilin/sulbaktam byl pozorovan rezistentni G€inek u 50 % (n = 2) izolata.

Ke kombinaci ampicilin/sulbaktam byly rezistentni kmeny:
e M. luteus F2 izolovany z masové pomazanky,
e M. luteus 1P izolovany z lyofilizovaného kiwi.

Obé testovana fluorochinolovéd antibiotika, levofloxacin i ciprofloxacin, poskytovala
intermediarni fenotypovou odpovéd u vSech testovanych jedinct (100 %, n=4).

Multirezistenci vykazovalo 50 % (n = 2) testovanych mikrokoki. U vSech izolath M. luteus
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(100 %, n = 4) byla zjisténa citlivost ke v§em testovanym aminoglykosidovym antibiotikim
a tetracykliniim, dale k chloramfenikolu, vankomycinu, rifampicinu, klindamycinu,

norfloxacinu a cefazolinu.

Kocuria spp.

Rezistence k antimikrobidlnim latkam byla zjistovana u celkem 8 izolatd Kocuria spp.,
(tabulka 17). Rezistentni byly vSechny izolaty k nitrofurantoinu (100 %, n = 8). Rezistence
byla pozorovéna také u penicilinu (63 %, n = 5), norfloxacinu (63 %, n = 5,) a erytromycinu

(38 %, n = 3). Rezistence na penicilin byla pozorovana u zastupcii:
o K. kristinae 9F izolovany z lyofilizovaného manga,
o K kristinae 4K a K. palustris 4Q izolované ze suSené pitayi,
e K. rhizophila F1 z masové pomazanky,
e K. rhizophila 12B z lyofilizovanych jahod.
K norfloxacinu byly rezistentni izolaty:
e K. kristinae 9B izolovany z lyofilizovaného manga,
e K kristinae 4K a K. palustris 4Q izolované ze suSené pitayi,
e K. rhizophila F1 z masové pomazanky,
e K. rhizophila 12B z lyofilizovanych jahod.
K erytromycinu vykazovaly rezistenci kmeny:
e K palustris 4Q izolovany ze suSen¢ pitayi,
e K. rhizophila F1 z masové pomazanky,
e K rhizophila 9H izolovany z lyofilizovaného manga

K levofloxacinu vykazovalo rezistentni uc¢inek 50 % testovanych izolati Kocuria (n = 4)

a jednalo se o zastupce:
o K kristinae 9B a K. rhizophila 9H izolované z lyofilizovaného manga,
e K palustris 4Q izolované ze suSené pitayi,

e K rhizophila 12B z lyofilizovanych jahod.
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Zbyly pocet izolath testovanych na levofloxacin byl vyhodnocen jako
intermediarni (50 %, n= 4). V¢étSina izolath byla definovéana jako intermedidrni
1 u ciprofloxacinu (88 %, n = 7). Multirezistence byla zjiSténa u 75 % (n = 6) izolatl Kocuria.
Vsechny testované izolaty Kocuria (100 %, n = 8) vykazovaly citlivost k amoxicilinu,
tetracyklinu, doxycyklinu a vankomycinu. Také byla zjisténa citlivost ke vSem testovanym
aminoglykosidovym antibiotikiim, konkrétné¢ tedy k amikacinu (100 %, n = 8),
gentamicinu (100 %, n = 8), tobramycinu (100 %, n = 8) a streptomycinu (88 %, n = 7).
Izolaty byly citlivé také na ob¢ testovana antibiotika spadajici do skupiny
cefalosporinti (88 %, n = 7). K rifampicinu, chloramfenikolu, klindamycinu a kombinaci

ampicilin/sulbaktam byla vétSina izolatt také citliva (88 %, n=7)

Rothia spp.

Izolat identifikovany jako Rothia amarae (100 %, n=1) izolovany z lyofilizovaného manga
vykazoval rezistenci k ciprofloxacinu, norfloxacinu, tobramycinu, erytromycinu,
klindamycinu a nitrofurantoinu. Tento izolat byl vyhodnocen jako multirezistentni.
K testovanym penicilinim, cefalosporiniim, tetracyklinim a vét§iné aminoglykosidiim,

vykazoval izolét citlivost (tabulka 17).

Zastoupeni rezistence, intermediarity a citlivosti izolatt Aerococcus, Micrococcus, Kocuria

a Rothia je na obrazku 23.
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Obrazek 23: Zastoupeni rezistentnich, intermedidrnich a citlivych izolatl Aerococcus,

Micrococcus, Kocuria a Rothia (Cislo udava pocet izolatl)
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Tabulka 17: Antibioticka rezistence u rodu Aerococcus, Micrococcus, Kocuria a Rothia

Vzorek Izolit P |As|amx [cTx®* | cz| LE |cip| NX | AK |HLG|TOB [HLS| E |cD | TE | DO® | NIT |RIF| C* | VA
6B | A viridans C | ¢ | clclcR]lc]cl]clc]c]n c| c
E6 M. luteus c| c c lcl1 |1 lc]lclc]clec clc| c clc]c
F2 M. luteus cli1 1 ]clclcl]clec clc| c clc]c
1P M. luteus C c cl1 |1 lclclc]clc clc| c e [Renve
14H M. luteus c| c cli1 |1 |clclc]clc clc| c e [Fee
9B | K kristinae | € | C | C c | c c |clclclclclclec c| c
9F | K kristinae c| ¢ c |cl1 |1 lclclclclclclclc]|c cnhenve
1IC | K kristinae | € | € | € c |cl1 |1 lc]lcl]lclclclclclc]c e [Fee
4K K. kristinae C C C C I I C C C C C C C C C C C
4Q K. palustris C C C C I C C C C C C C cC | C C
F1 K. rhizophila C C I I C C C C C C c | C C
12B | K. rhizophila C c | c I c | c | c clc|lc]c c[rR] ¢
OH | K. rhizophila | € | € | € c | c clclclclc clc| c clc]|c
9G R. amarae C C C C C I C C C C C C C C

Legenda: R — rezistentni, C — citlivy, [ — intermedidrni (citlivy, zvySend expozice); P— penicilin, A/S— ampicilin/sulbaktam, AMX — amoxicilin, CTX*’ — cefotaxim,

CZ — cefazolin, LE — levofloxacin, CIP — ciprofloxacin, NX — norfloxacin, AK — amikacin, HLG — gentamicin, TOB — tobramycin, HLS — streptomycin,

E — erytromycin, CD — klindamycin, TE — tetracyklin, DO’ — doxycyklin, NIT — nitrofurantoin, RIF — rifampicin, C*° — chloramfenikol, VA — vankomycin
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8.3.3 Souhrn fenotypové antibiotické rezistence u grampozitivnich koku

Nejvyssi Cetnost rezistence grampozitivnich kokl byla zaznamendna u antimikrobidlni latky
penicilin. K penicilinu bylo rezistentnich 86 % (n = 25/29) vSech testovanych kmend.
Pomérné rezistentni byly izolaty i k dal§im latkam patiicim do skupiny penicilini, konkrétné
ke kombinaci ampicilin-sulbaktam (34 %, n = 10/29) a amoxicilinu (31 %, n = 9/29).
Vysokd mira rezistence byla pozorovana také u nitrofurantoinu, ke kterému bylo
rezistentnich 52 % (n = 15/29) kmenl. K erytromycinu byla zjiSténa rezistence
u 48 % (n=14/29) vSech testovanych kmenti. U obou fluorochinolovych antibiotik byla
zjisténa rezistence. K levofloxacinu bylo zaznamenano 34 % (n = 10/29) rezistentnich
izolatd a k ciprofloxacinu 21 % (n = 6/29), zbyly pocet izolatl poskytoval u obou antibiotik

intermediarni odpovéd’.

K antimikrobidlnim latkdm, ke kterym vétSina izolovanych grampozitivnich koki
vykazovala citlivost, patfily cefalosporiny, aminoglykosidy a tetracykliny. VétSina izolatt
byla citliva také na norfloxacin, klindamycin, rifampicin, vankomycin a chloramfenikol.
Zastoupeni rezistentnich, intermediarnich a citlivych grampozitivnich kokl je shrnuto

na obrazku 24.
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Obrazek 24: Zastoupeni rezistence u testovanych grampozitivnich kokt (¢islo udava pocet izolatd)
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8.4 Identifikace pritomnosti genii antibiotické rezistence

Vybrané geny koédujici rezistenci k antibiotikim byly kvalitativné detekovany pomoci
metody PCR. Pro analyzu byly vybrany ty bakterialni izolaty, u kterych byla difuzni
diskovou metodou (kapitola 8.3) prokdzana rezistence k jednomu ¢i vice antimikrobialnim
latkdm. Na zdklad€é toho byly nésledné vybrany geny kodujici rezistenci, konkrétné
k B-laktamovym antibiotikim (peniciliny, cefalosporiny), fluorochinoloniim, erytromycinu,
klindamycinu, tetracyklinu a chloramfenikolu. K témto gentim byly nasledné¢ zvoleny

vhodné primery. Souhrn izol4tli a gent, které byly testovany, je uveden v tabulkach 18 a 19.

8.4.1 Optimalizace metody pomoci gradientové PCR

Pro zjisténi annealingové teploty a zajiSténi sprdvné amplifikace byla provedena
optimalizace metody za pomoci PCR provedené v teplotnim gradientu. Pro optimalizaci
byly vybrany vzorky DNA izolované z kment, u kterych byl vyskyt testovaného genu
vysoce pravdépodobny a piedpokladany. Optimalni amplifikace byla zajisténa u vsech
vybranych genl: blaZ, norA, ermA, ermB, ermC, tetK, tetM a cat. Ukazka vysledku
gradientové PCR je na obrazku 25.

2 3 NK4 5 6 NK7 8 9 NK10 11 12 NK

— — —T 2

blaZ (173bp)  ermB (142bp)  norA (230bp)  ermC (299 bp)

Obrazek 25: Vysledek gelové elektroforézy — gradientova PCR pro geny blaZ, ermB, norA a ermC
(L — 100 bp DNA Ladder; draha 1, 4, 7, 10 — 54 °C; draha 2, 5, 8, 11 — 53 °C; draha 3, 6,9, 12 —
52 °C; NK — negativni kontrola, nedostatecné viditelné, avSak piitomné, bandy jsou zvyraznény

kratkou zelenou piimkou)

8.4.2 Detekce genii rezistence u Staphylococcus spp.

Gen blaZ kodujici rezistenci k B-laktamovym antibiotiklim se vyskytoval u vSech (n = 14/14)
testovanych fenotypové rezistentnich izolath Staphylococcus spp. Ptitomnost genu norA
byla zjistovana u 12 izolati Staphylococcus spp. fenotypové rezistentnich ke skupiné
fluorochinolont, pficemz u vSech testovanych kmenii byl gen nord detekovan. Geny ermA,

ermB a ermC kddujici rezistenci k erytromycinu byly testovany u 3 fenotypové rezistentnich
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izolatd Staphylococcus spp. U vSech byla zjisténa ptitomnost alespon jednoho z té€chto gentl,
pticemz geny ermA a ermC byly detekovany u vSech 3 testovanych kment. Pro zjisténi
genotypové rezistence na tetracyklin byly u 5 fenotypové rezistentnich izolat testovany
geny tetK a tetM. U 60 % (n = 3/5) testovanych izolatil byl alespoii jeden z genti rezistence
na tetracyklin detekovan. Kmeny, u kterych byly jednotlivé geny testovany shrnuje
tabulka 18.

Tabulka 18: Vyskyt genti antibiotické rezistence u izolath Staphylococcus spp.

i Vyskyt genu

Vzorek |Izolat

blaZ | norA |ermA |ermB |ermC |tetK |tetM |cat
D1 S. epidermidis + + X X X — + +
11G S. epidermidis + + X X X — — +
6E S. epidermidis + + 4 - A X X i
E2 S. hominis 4 + X X X X X X
J1 S. hominis + + X X X 4 =k X
22C S. hominis 4 + X X X X X X
22B S. aureus + 4 + 4 + + -
25A S. aureus F I X X X X X +
IE S. aureus I X X X X X X X
14D S. aureus F I X X X X X X
14E S. aureus I X X X X — - +
4J S. warneri 4 I X X X X X X
91 S. warneri 4 I X X X X X X
1D S. warneri 4 X + — + X X X
6A S. equorum X + X X X X X +

Legenda: + znaci pozitivni vysledek, gen je pritomny,; — znaci negativni vysledek, gen neni pritomny,

x — kmen nebyl na pritomnost genu testovan

8.4.3 Detekce geni rezistence u Aerococcus spp., Micrococcus spp., Kocuria spp.

a Rothia spp.

U izolatu Aerococcus viridans byla zjisténa fenotypova rezistence k penicilinim. Podafilo
se detekovat gen blaZ, ktery rezistenci k penicilinim podminuje. Pro zjisténi genotypoveé
rezistence k flurochinolonlim byl testovan gen nord, ktery se podafilo u izolatu také

detekovat.

Na zaklad¢ rezistence izolath M. luteus k penicilinim a cefalosporinim byl testovan
gen blaZ. Vsechny testované fenotypove rezistentni izolaty (n = 4/4) M. luteus gen blaZ
nesly. Dale byl testovan vyskyt genu nord, podminujici rezistenci k fluorochinoloniim.

Gen norA se podaftilo detekovat u jednoho (n = 1/2) ze 2 testovanych izolatd M. luteus.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 80

U fenotypove rezistentniho izolatu (n = 1) k erytromycinu byly testovany geny ermA, ermB

a ermC, ptiCemz se podartilo detekovat geny ermA a ermC.

Celkem 5 izolatli rodu Kocuria spp. fenotypové rezistentnich k peniciliniim bylo testovano
na pritomnost genu blaZ. Gen blaZ nesly vSechny (n = 5/5) testované kmeny. Vyskyt genu
norA byl zjistétn u 83 % (n = 5/6) testovanych fenotypove rezistentnich izolat
na fluorochinolony. U izolatu rezistentniho (n = 1) na erytromycin byly detekovany geny
ermA a ermC. U kmene K. rhizophila fenotypové rezistentniho na chloramfenikol

byl testovan vyskyt genu cat. Tento gen nebyl u tohoto kmene detekovan (tabulka 19).

U izolatu R. amarae poskytujiciho rezistentni fenotypovou odpoveéd’ k fluorochinolonim
byl detekovan gen nord kodujici tuto rezistenci. Na zaklade fenotypové rezistence izolatu
k erytromycinu byly detekovany geny ermA a ermC. Gen ermB nebyl u R. amarae

detekovan.

Tabulka 19: Vyskyt genti antibiotické rezistence u izolatu Aerococcus spp., Micrococcus spp.,

Kocuria spp. a Rothia spp.

. Vyskyt genu

Vzorek |Izolat

blaZz |norA |ermA |ermB |ermC |cat
6B A viridans + + X X X X
E6 M. luteus + + X X X X
F2 M. luteus + - + - + X
1P M. luteus + X X X X X
14H M. luteus + X X X X X
9B K. kristinae X + X X X X
9F K. kristinae + X X X X X
1C K. kristinae X X X X X X
4K K. kristinae + + X X X X
4Q K. palustris + + X X X X
F1 K. rhizophila + + + — 4 X
12B K. rhizophila + X X X —
9H K. rhizophila X + X X X X
99G R. amarae X + + — — X

Legenda: + znaci pozitivni vysledek, gen je pritomny, — znaci negativni vysledek, gen neni pritomny,

x — kmen nebyl na pritomnost genu testovin
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8.4.4 Souhrn vysledkii detekce genii antibiotické rezistence u grampozitivnich koki

Na ptitomnost genu blaZ kddujiciho rezistenci k B-laktamovym antibiotikiim bylo testovano
celkem 24 izolatd, které na agarovych plotnach vykazovaly k dané antibiotické skupiné
fenotypovou rezistenci. U vSech testovanych izolatd (100 %, n = 24) byl tento
gen detekovan. Gen blaZ nesly vSechny (n = 14/14) testované fenotypové rezistentni izolaty
rodu Staphylococcus spp. Pozitivni vysledek byl zaznamenan také u izolati Aerococcus spp.
(n=1/1), Micrococcus spp. (n = 4/4) a Kocuria spp. (n = 5/5). Obrazek 26 piedstavuje

vysledek gelové elektroforézy pro gen blaZ u vybranych vzork.

blaZ (173 bp)

Obrazek 26: Vysledek detekce genu blaZ u testovanych izolatl
(L — 100 bp DNA Ladder; pozitivni vysledek: 1 — S. hominis J1, 2 — S. aureus 14E,
3 — 8. warneri 1D, 4 — A. viridans 6B, 5 — M. luteus F2, 6 — K. kristinae 4K, 7 — K. palustris 4Q,
8 — K. rhizophila F1,9 — 8. aureus 9E; negativni vysledek: NK — negativni kontrola)

Gen norA podminujici rezistenci k fluorochinolovym antibiotikiim byl testovan u celkem
22 izolath fenotypové rezistentnich k levofloxacinu, ciprofloxacinu nebo norfloxacinu.
Pozitivni vysledek byl zaznamenan u 91 % (n = 20) vSech testovanych izolatd.
Gen norA byl detekovan u vsech testovanych izolatt Staphylococcus spp. (n = 12/12) a dale
takéu A4. viridans (n=1/1) a R. amarae (n = 1/1). Ze 2 testovanych fenotypove rezistentnich
izolath M. luteus byl norA-pozitivni jeden izolat (n = 1/2). Gen norA se vyskytoval
u83%(n= 5/6) testovanych fenotypové rezistentnich izolatd Kocuria spp.

Na obrazku 27 je znazornén vysledek detekce genu nor4 u vybranych testovanych izolatt.
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norA (230 bp)

Obrazek 27: Vysledek detekce genu norA u testovanych izolati
(L — 100 bp DNA Ladder; pozitivni detekce: 1 — S. epidermidis 11G, 2 — S. hominis J1,
3 —S. hominis 22C, 4 — S. aureus 22B, 5 — S. aureus 25A, 6 — S. aureus 14D, 7 — S. warneri 4],
8 — M. luteus E6,9 — K. kristinae 4K, 10 — K. rhizophila F1; negativni vysledek: NK — negativni

kontrola; nedostate¢né viditelné, avsak pritomné, bandy jsou zvyraznény kratkou zelenou ptimkou)

Rezistenci k erytromycinu determinuji geny ermA, ermB nebo ermC. Ptitomnost téchto gent
byla zjistovana u celkem 6 izolath poskytujicich rezistentni fenotypovou odpoved
na erytromycin. VSechny izolaty obsahovaly alespon 1 ztestovanych gent rezistence
na erytromycin. Gen ermA byl ptfitomny u 100 % (n = 6/6) testovanych izolath.
Gen ermB byl detekovan pouze u 17 % (n = 1/6) testovanych izolatli, konkrétné u izolatu
S. aureus 22B (n = 1/1). U ostatnich kmenti se gen ermB nepodaftilo detekovat, coz mohlo
byt mimo jiné zplsobeno odlisSnou sekvenci genu kodujiciho rezistenci k erytromycinu.
Gen ermC neslo 83 % (n = 5/6) testovanych izolati. Jak ukazuje obrazek 28, u izolatu
R. amarae se nepodafilo gen ermC detekovat. MoZnou pfi¢inou mohla byt opét odlisna

sekvence hledané¢ho genu u tohoto rodu.

/

ermC (299 bp)

Obrazek 28: Vysledek detekce genu ermC u testovanych izolatt
(L — 100 bp DNA Ladder; pozitivni detekce: 1 — M. luteus F2, 3 — S. epidermidis 6E,
4 —S. aureus 22B, 5 — S. warneri 1D; negativni vysledek: 2 — R. amarae 9G, NK — negativni

kontrola; nedostate¢né viditelné, avSak ptitomné bandy jsou zvyraznény kratkou zelenou ptimkou)

Pro zjiSténi genotypové rezistence na tetracyklin byly testovany geny fetK a tetM. Na tyto

geny bylo testovano celkem 5 izolatd rodu Staphylococcus. Gen tetK byl nalezen
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u?2 (40 %, n= 2/5) testovanych izolatl, konkrétné¢ u S. hominis J1 a S. aureus 22B.
Pritomnost genu fetM byla prokézana taktéz u dalSich dvou izolatd (40 %, n = 2/5):

S. epidermidis D1 a S. hominis J1.

Gen cat kodujici rezistenci k chloramfenikolu byl testovan u 7 izolati. Vyskyt genu
byl zjistovan u 6 izolath Staphylococcus spp. a 1 izolatu Kocuria spp. Gen cat se vyskytoval
u 86 % testovanych izolatl. Vsechny izolaty rodu Staphylococcus (n = 6/6) neslo gen cat.

U izoléatu Kocuria rhizophila 12B nebyl gen cat detekovan (obrazek 29).

cat (623 bp)

Obrazek 29: Vysledek detekce genu cat u testovanych izolati
(L — 100 bp DNA Ladder; pozitivni detekce: 1 — S. epidermidis D1, 2 — S. epidermidis 11G,
3 —S. aureus 14E, 4 — S. aureus 25A, 5 — S. equorum 6A; negativni vysledek: 6 — K. rhizophila
12B, NK — negativni kontrola, nedostatecn¢ viditelné, avSak pfitomné, bandy jsou zvyraznény

kratkou zelenou piimkou)
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Obrazek 30: Cetnost vyskytu testovanych gent rezistence u testovanych grampozitivnich koki

(¢islo x/y udava pocet pozitivnich kmént/pocet testovanych kmenit)
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8.5 Stanoveni schopnosti tvorby biofilmu Christensenovou metodou

Tvorba biofilmu byla u vSech bakteridlnich izolath zkoumana v BHI bujonu pomoci
modifikované Christensenovy metody v 96jamkové mikrotitracni desti¢ce. Pro zjiSténi
hrani¢ni hodnoty CV urcujici, zda je dany kmen biofilmpozitivni ¢i nikoli, byla zjiSténa
priumérna hodnota negativnich kontrol Axk = 0,132 se smérodatnou odchylkou onk = 0,004.
Limitni hodnota CV byla vypocitana jako soucet prumérné hodnoty absorbance negativnich
kontrol (Ank) a trojnasobku jeji smérodatné odchylky (onk). Na zékladé nasledného
porovnani hodnoty CV s absorbanci vzorkli (Ases) byly izolaty rozdé€leny do tii kategorii:
kmen netvotici biofilm (Asos <CV), slabé tvortici biofilm (CV <As¢s <2CV) a intenzivné

tvotici biofilm (Aseos >2CV). Limitni hodnoty jsou uvedeny v tabulce 20.

Tabulka 20: Limitni hodnoty pro hodnoceni tvorby biofilmu testovanymi izolaty bakterii

A () Kategorie
0-0,145 Netvotici biofilm
0,145 —-0,290 Slabé tvorici biofilm
>(,290 Intenzivné tvorici biofilm

Tvorba biofilmu byla testovana celkem u 29 izolovanych grampozitivnich kok.
Z celkového poctu testovanych izolath byla biofilm-pozitivita zjiSténa u 59 % (n = 17/29)
kmenii. Vysoka tvorba biofilmu byla pozorovana u 29 % (n = 5/17) biofilm-pozitivnich

izolatd, konkrétné u:

e S hominis E2 izolovaného z masové pomazanky

S. aureus 9E izolovaného z lyofilizovaného manga

K. kristinae 9F izolovaného z lyofilizovaného manga

K. rhizophila 9H i1zolovan¢ho z lyofilizovaného manga

K. rhizophila 12B izolovaného z lyofilizovanych jahod

Celkem 71 % (n = 12/17) biofilm-pozitivnich kment bylo zatazeno do kategorie se slabou

tvorbou biofilmu. Mezi slab¢ tvofici izolaty byly zatazeny:
e S. epidermdiis D1, S. hominis J1 izolované z masové pomazanky
o S epidermidis 11G z lyofilizovanych malin

e S hominis 22C a S. aureus 22B izolované ze suseného jablka
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o 2 kmeny S. aureus 14D, 14E a 1 kmen S. warneri 91 z lyofilizovaného manga
o S warneri 4] a K. kristinae 4K izolované ze susené pitayi
o S warneri 1D a K. kristinae 1C izolované z lyofilizovaného kiwi

Zbylych 41 % (n = 12) testovanych mikroorganizmi bylo vyhodnoceno jako
biofilm-negativni (tabulka 21).

Tabulka 21: Vyhodnoceni tvorby biofilmu u testovanych grampozitivnich kokt

Vzorek I1zolat A (-) Vzorek Izolat A()
D1 S. epidermidis 0,223 6B A. viridans 0,110
11G S. epidermidis 0,244 E6 M. luteus 0,019
6E S. epidermidis 0,090 F2 M. luteus 0,021
E2 S. hominis 1,007 1P M. luteus 0,043
J1 S. hominis 0,151 14H M. luteus 0,108
22C S. hominis 0,275 9B K. kristinae 0,092
22B S. aureus 0,220 9F K. kristinae 0,595
25A S aureus 0,094 1C K. kristinae 0,174
9E S. aureus 0,349 4K K. kristinae 0,207
14D S. aureus 0,169 4Q K. palustris 0,075
14E S. aureus 0,189 F1 K. rhizophila 0,027
4J S. warneri 0,145 12B K. rhizophila 1,097
91 S. warneri 0,160 9H K. rhizophila 1,093
1D S. warneri 0,208 9G R. amarae 0,128
6A S. equorum 0,032

Legenda: o= izolat netvori biofilm, - = slaba tvorba biofilmu, ©= vysokd tvorba biofilmu

Nejvyssi pocet kment s tvorbou biofilmu byl zaznamenan u bakterii rodu Staphylococcus.
Biofilm-pozitivita byla pozorovana u 80 % (n = 12/15) testovanych izolati rodu
Staphylococcus, z toho slaba tvorba biofilmu byla prokézana u 87 % (n = 10/12) testovanych
biofilm-pozitivnich izolatd U kmenid S. epidermidis 6E a S. equorum 6A izolovanych
z lyofilizovaného bananu a S. aureus 25A z lyofilizovaného jablka nebyla schopnost tvorby

biofilmu v tomto experimentu prokdzana.

U zastupct rodu Kocuria byla tvorba biofilmu zjisténa u 63 % (n = 5/8) testovanych kment,
z toho silné tvoftilo biofilm 60 % kment (n = 3/5). U tif kmenii Kocuria spp. nebyla tvorba
biofilmu prokézana. K izolatiim netvoficich biofilm pattily kmeny K. kristinae 9B izolovany
z lyofilizovaného manga, K. palustris 4Q ze suSené pitayi a K. rhizophila F1 z masové

pomazanky.
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Nejvyssi tvorba biofilmu ze vSech testovanych kment byla pozorovana u kmene
K. rhizophila 12B izolovaného z lyofilizovanych jahod s hodnotou absorbance 1,097.
U bakterie K. rhizophila 9H izolované z lyofilizovaného manga byla pozorovana taktéz

vysoka schopnost tvorby biofilmu, kdy bylo dosaZzeno hodnoty absorbance 1,093.

Z obrazku 31 je patrné, ze u izolatd M. luteus (n=4), A. viridans (n=1) a R. amarae (n=1)

tvorba biofilmu prokazana nebyla.
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Obrazek 31: Tvorba biofilmu u testovanych grampozitivnich koka

(»=netvofi biofilm, - = slaba tvorba biofilmu, ©= vysoka tvorba biofilmu)
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9 DISKUZE

V ramci této prace byla provedena charakterizace grampozitivnich koka izolovanych
zprosttedi potravinovych matric, které by nemély podporovat jejich rist.
Mikrobiologicka stabilita potravin je ovliviiovana riznymi faktory, napt. pH potraviny,
dostupnosti zivin, dostupnosti vody, teplotou skladovani apod. (Erkmen, Bozoglu, 2016).
K potravinam nepodporujicim rist a mnozeni mikroorganizmii patfi mimo jiné¢ suSené
a lyofilizované potraviny vyznacujici se nizkou vlhkosti a také potraviny osetiené tepelnym

zahtfevem, na které byla tato prace primarné zamétena.

Potraviny s nizkym obsahem vlhkosti fadime k potravinam nepodporujicim riist a mnozeni
mikroorganizmi, jelikoz nizkd hodnota aktivity vody u téchto potravin rist mikrobil
inhibuje. Obecné se udavd, Ze inhibice rastu vétSiny mikroflory nastavd pii hodnoté
aw 0,60 a niz8i. Pro inhibici rlstu vétSiny bakteridlnich bun€k je uddvana minimdlni

hodnota aw kolem 0,87 (Alp, Bulantekin, 2021).

I pfes to je v soucasné dob& upozorfiovano na roli téchto vyrobkil pfi onemocnéni
zpisobenych z potravin (food-borne diseases). Patogenni mikroorganizmy se mohou
vyskytovat v potravinach, které nepodporuji jejich rdst, i presto vSak mohou tyto
mikroorganizmy prezivat neptiznivé podminky a pfedstavovat tak riziko pro konzumenta.
Bourdichon et al. (2021), ve své studii dokonce tvrdi, Ze potraviny s nizkou vodni aktivitou
poskytuji vhodné prosttedi pro dlouhodobé pfezivani nékterych patogennich
mikroorganizmd, které predstavuji zavazné riziko pro konzumenta,
napt. Staphylococcus aureus. Patogenni mikroorganizmy mohou odolavat riznym
antimikrobnim zdsahtim, vcetn¢ tepelného oSetfeni, ¢i procesu suSeni a lyofilizace,
ajsouschopné v prosttedi s nizkou vodni aktivitou piezivat dlouhou dobu
(Chitrakar et al., 2018). Studie uvadéji vysokou cetnost hlasenych piipadli onemocnéni
zpusobenych konzumaci suSenych potravin, které byly kontaminovany patogeny,
jako jsou napt. Staphylococcus spp., Cronobacter spp. ¢i Salmonella spp. a dalsi
(Chitrakar et al., 2018). Potraviny, které byly povazoviny za bezpecné vzhledem
k neschopnosti podporovat rlst mikroorganizmu, se tak staly pfedmétem obav

(Bourdichon et al., 2021).

Sterilované masné vyrobky jsou diky oSetfeni vysokymi teplotami povazovany
za mikrobiologicky nerizikové. I pfes to se v téchto vyrobcich miize vyskytovat mikrobiota,

kterd mohla piezit proces termosterilace. Je znadmo, Ze termorezistentni bakterie rodil
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Clostridium a Bacillus (ptipadné dalsich rodii od nich odvozenych) jsou velmi odolné vici

vysokym teplotdm a mohly by nedostatecny tepelny zédhtev prezivat.

Vyrobek by mohl byt kontaminovan i po procesu tepelného oSetfeni béhem baleni,
skladovani ¢i distribuce, napt. rody, jako jsou Salmonella spp. Staphylococcus spp.
€1 Listeria monocytogenes (Dikeman, Devine, 2014). Pfi poruseni skladovacich podminek
pak mohou nastat optimdlni podminky pro rist a mnozeni mikroorganizmd, které prezily
tepelny zakrok ¢i kontaminovaly potravinu az po tepelném zékroku a mohou zplisobovat
mimo jiné€ kazeni potraviny, ptipadné by mohly zpiisobit i zdravotni problémy u konzument

(Alp, Bulantekin, 2021).

9.1 Izolace a identifikace kmenu

V ramci experimentu byly ze vzorki suSeného ovoce a sterilovanych masovych pomazanek

izolovany kmeny rodt Staphylococcus, Kocuria, Aerococcus, Micrococcus a Rothia.

Ze vzorki ovoce susené¢ho vzduchem ¢i sublimaci byly izolovany grampozitivni koky patiici
do rodt Staphylococcus a Kocuria. Ve vzorcich byla prokdzana pfitomnost patogenniho
druhu Staphylococcus aureus. Vyskyt tohoto druhu je casto spojovan s kontaminaci
syrového ovoce jiz bdhem sklizné a poskliziiovych tipravach. Castym zdrojem kontaminace
koaguldza-pozitivniho S. aureus muze byt voda, prach, prostiedi ¢i samotni pracovnici.
Vys8i riziko kontaminace predstavuje prostiedi s nedostate¢nymi  hygienickymi
podminkami (Alp, Bulantekin, 2021). Mimo to je patogenni S. aureus velmi dobie
adaptovan na prostiedi se snizenou hodnotou ay a v suSeném ovoci muze piezivat dlouhou
dobu (Beuchat et al., 2013). Ve studii Kfivska et al. (2019) byla prokazana ptitomnost
S. aureus ve vzorcich suSeného ovoce, pficemz nejvyssi vyskyt byl zaznamenan
ve vzorcich susen¢ho bio bananu. Ve vzorcich sterilované masové pomazanky vyskyt
S. aureus prokazan nebyl. Dale byly ve vzorcich suseného ovoce piitomné koaguldza-
negativni stafylokoky S. warneri a S. equorum. Ve vzorcich suseného ovoce byly ptitomné
také izolaty rodu Kocuria, konkrétné druhy K. rhizophila, K. palustris a K. kristinae,
ve vzorcich masové pomazanky K. rhizophila. V poslednich letech jsou kmeny rodu
Kocuria stale Castéji izolovany z potravin, kde se vyskytuji jako komenzalni bakterie.
Cast z nich je zafazena mezi oportunni patogeny schopné vyvolat onemocnéni u ¢lovéka
(Ramos et al., 2021). Ve studii Matoulkova et al. (2018) byly ze vzorki pasterovaného piva
izolovany biofilmpozitivni druhy K. varians a K. kristinae, které se pravdépodobné podilely

na jeho kaZeni. Z naSich vzorkil lyofilizovaného ovoce i1 vzorkli masové pomazanky
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byl navic izolovany koagulaza-negativni S. epidermidis a S. hominis. Oba oportunné
patogenni kmeny S. epidermidis i S. hominis jsou béznou soucasti mikrobioty lidské kiize
apatii tak mezi indikdtorové mikroorganizmy sekundarni kontaminace vyrobkd,
zejména pii  poruseni spravné hygienické praxe (Bennett, Monday, 2003).
Ve studii Ktivska et al. (2019) byl S. epidermidis izolovan ze vzorkli suSeného ananasu
a bortivek z bioprodukce. V naSich vzorcich lyofilizovaného ovoce se navic vyskytovaly
1druhy Aerococcus viridans, Rothia amarae a Micrococcus luteus. Kmen M. luteus
byl nalezen i ve vzorcich sterilované masové pomazanky. Tyto druhy by pravdépodobné
mohly kontaminovat vzorky suseného ovoce i z vnéjsiho prostiedi béhem zpracovani ¢i jeho
skladovani. Ve studii Chekol a Ashenafi (2009) izolovali zéastupce rodu Micrococcus

a koaguladza-negativni Staphylococcus ze vzorki rybich a masovych konzerv.

9.2 Vliv teploty na riist izolati

Pti sledovani vlivu kultivacni teploty na rdst mikroorganizmii bylo zjisténo, ze témét
vSechny izolaty rodu Staphylococcus rostly velmi dobie v rozmezi teplot 25 az 40 °C. Kromé
kmene S. epidermidis D1, jehoz schopnost rastu pfi 25 °C byla pomérné nizkd. VétSina
izolovanych zastupci rodu Staphylococcus, vetné S. aureus 22B, rostla nejlépe pfi teploté
40 °C. Studie Medvedova et al. (2019) se zabyvala zjistovanim teplot rustu S. aureus
izolovaného z ov¢iho syra, pficemz byla zjiSténa optimalni ristovd teplota 40,6 °C.
Kmeny S. warneri 4] a S. equorum 6A vykazovaly nejlepsi rist pii teploté¢ 30 °C.
Dle Bennett, Monday (2003) je optimalni teplotou rastu vétSiny stafylokoki teplota 37 °C.
Naopak Aerococcus viridans 6B rostl velmi dobfe pii kultivacni teploté 25 °C. Pti teplotach
30 a 40 °C doslo k inhibici ristu této bakterie 1 pfes to, Ze se jedna o mezofilni bakterii.
Je vSak znamo, Ze teplota kolem 45 °C tento kmen inhibuje (Williams et al., 1953).
U Micrococcus luteus F2 byla pozorovana velmi dobra schopnost ristu v rozmezi vSech
testovanych teplot, coz odpovida literarnim zdrojim uvade€jicim optimalni rist v rozsahu
25az 37 °C. Ve své studii Hamad (2012) uvadi, Zze rod Micrococcus je schopny rist
1 pti chladirenskych teplotach a mohl by ptezivat plisobeni teploty 63 °C po dobu 30 minut.
Vétsina zastupcii rodu Kocuria rostla pomérné dobie v celém rozmezi testovanych teplot,
kromé izolatu K. palustris 4Q, ktery rostl velmi dobie pii teploté 25 °C, avsak pfti teplote
40 °C rist nebyl zaznamendn. Pfi vSech testovanych teplotiach rostl pomérné dobie
1 mezofilni kmen Rothia amarae 9G. Teplota je velmi dalezitym vnéjsim faktorem, ktery
ma bezprostiedni vliv na rast mikrobioty v potravindch. Pii optimalni teploté¢ dosahuje

rychlost biochemickych reakci a rist mikrobidlnich bunék maxima. Pokud jsou potraviny
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skladovany v téchto vhodnych podminkadch, mize vnich rychle dojit krozvoji
kontaminujici mikrobioty (Hamad, 2012). Skladovani produktii, jako jsou napf. susené
ovoce ¢i sterilované konzervy, pii pokojové teploté, by mohlo pfedstavovat optimalni
podminky pro rozvoj kontaminujici mezofilni mikrobioty, napi. grampozitivnich kokt

izolovanych v ramci této prace.

9.3 Antibioticka rezistence

Vramci testovani antibiotické rezistence byla u 73 % testovanych izolati rodu
Staphylococcus zjisténa multirezistence. Vyznamna rezistence byla pozorovana ke skupiné
penicilind, konkrétné k penicilinu G byly rezistentni vSechny testované izolaty, vcetné
patogenniho druhu Staphylococcus aureus. Gen blaZ kodujici rezistenci k pf-laktamovym
antibiotikim se vyskytoval u vSech testovanych izolath Staphylococcus. Pomérné vysoké
procento stafylokokd bylo rezistentni i vuici erytromycinu, jehoZ rezistenci nejcastéji
kédovaly geny ermA a ermC. Gen ermB u koaguldza-negativnich stafylokok nebyl
prokazan, ale vyskytoval se pouze u S. aureus 22B. Podobné vysledky poskytovala i studie
Duran et al. (2012). Dale byly izolaty rezistentni k ampicilin-sulbaktamu, amoxicilinu
a levofloxacinu. K ampicilin-sulbaktamu bylo rezistentnich 50 % stafylokoki.
U rodu Staphylococcus byla zaznamenana rezistence k ciprofloxacinu, tobramycinu,
gentamycinu, klindamycinu, tetracyklinim, nitrofurantoinu ¢i rifampicinu. U izolatd byla
pozorovana také vysoka ¢etnost genu nor4 zodpoveédného za fluorochinolonovou rezistenci
a gen cat kodujici rezistenci k chloramfenikolu. Ve studii Duran et al. (2012) hodnotili
antibiotickou rezistenci u klinickych izolath koaguldza-negativnich stafylokoku
a koaguldza-pozitivniho S. aureus. U téchto byla pozorovana rezistence vici penicilinu,
gentamicinu, tetracyklinu, erytromycinu, klindamycinu a ciprofloxacinu. K penicilinu
byla zjisténa rezistence u 90 % S. aureus a 87 % koagulaza-negativnich stafylokokd.
Cetnost vyskytu genu blaZ zde byla vysoka. Gen blaZ byl ptitomny u 100 % fenotypové
rezistentnich S. aureus 1 koaguldza-negativnich stafylokokd. Vice nez 50 % koaguléza-
negativnich stafylokokli vykazovalo rezistenci ke klindamycinu a ciprofloxacinu.
U 60 % S. aureus byla prokazana rezistence k erytromycinu. V této studii zaroven zjistili
senzitivitu na vankomycin u vSech testovanych kment, pficemz podobny vysledek
poskytoval i nas§ experiment, kdy byla zjisténa senzitivita u 87 % testovanych stafylokok.
Ve studii Jia et al. (2020) testovali antibiotickou rezistenci u S. aureus izolovaného
z potravin, pri¢emz nejvyssi miru rezistence vykazoval izolat k penicilinu G, ampicilinu,

erytromycinu a oxacilinu. Ve studii Urban-Chmiel et al. (2022) izolované kmeny
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S. epidermidis a S. aureus vykazovaly téZ vysokou rezistenci vici klindamycinu,
tetracyklinu a S. aureus navic jesté k ciprofloxacinu. Studie Bissong, Ateba (2020) potvrdila
vysokou miru rezistence S. aureus k ampicilinu a amoxicilinu a niz§i rezistenci
k tetracyklinu, chloramfenikolu a levofloxacinu. Mtizeme tedy konstatovat velmi podobné

vysledky ve srovnani s uvadénymi studiemi.

U 75 % izolath Kocuria byla zjisténa multirezistence. VSechny testované kmeny vykazovaly
rezistenci k nitrofurantoinu. Vice nez 60 % izolatd bylo rezistentnich vici penicilinu
a norfloxacinu, 50 % izolath vykazovalo rezistenci k levofloxacinu a ptes 30 % bylo
rezistentnich k  erytromycinu. K nitrofurantoinu byl rezistentni také kmen
Rothia amarae 9G. U rodu Micrococcus byla pozorovana nejvyssi mira rezistence vaci
penicilinu a nitrofurantoinu. Aerococcus viridans 6B také poskytoval rezistentni odpoved’
na penicilin a amoxicilin, na coZ upozoriiuje i studie Mohan et al. (2017), ve které
je diskutovana krom¢ penicilinové a amoxicilinové rezistence také nardstajici rezistence
A. viridans na vankomycin. Rezistence Kocuria k nitrofurantoinu je povazovana za jedno
z hlavnich kritérii pfedbézné fenotypové identifikace druhii Kocuria. I ptes to, ze se zastupci
rodu Kocuria vyskytuji pfevazné jako komenzalové, nékteti jsou klasifikovani jako dilezité
patogeny. U nékterych kmeni je popisovana multirezistence, coz by mohlo u patogennich
kmenli piredstavovat velky problém (Savini et al., 2010; Ramos et al.,, 2021).
Vétsina rezistentnich kmeni Kocuria je nejCastéji izolovdna z klinického materidlu,
1 presto jsou hlaSeny ojedinélé piipady vyskytu rezistentnich kmend v potravindch
(Ramos et al., 2021). Ve studii Machado et al. (2020) potravinové izolaty Kocuria
vykazovaly riznou miru rezistence napf. k penicilinu, oxacilinu, norfloxacinu,
klindamycinu a erytromycinu. Gen blaZ determinujici rezistenci k B-laktamim byl pfitomny
u vSech nami testovanych izolath Kocuria, Aerococcus a Micrococcus a vétSina z nich také

nesla gen norA, vcetné bakterie Rothia amarae 9G.

Patogenni druhy S. aureus a S. epidermidis jsou schopné zptisobovat u lidi a zvitat rizné
druhy infekci. Mezi zavazné patogeny se fadi 1 nékteii zastupci rodu Kocuria. V poslednim
desetileti byl popsan vyznam potravniho fetézce v prenosu antibiotické rezistence zejména
na patogenni druhy. Nova zjiSténi poukazuji na prevalenci Sirokého spektra komenzalnich
mikroorganizmli, jako jsou napf. koaguldza-negativni stafylokoky ¢i izolaty
Celedi Micrococcaceae (Kocuria spp., Micrococcus spp.) nesoucich geny rezistence
v potravinach uréenych k piimé spotiebé, a proto by mohly potraviny v pfenosu antibiotické

rezistence hrat velkou roli (Ramos et al., 2021).
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9.4 Tvorba biofilmu

V praktické casti bylo provedeno testovani schopnosti tvorby biofilmu u bakterialnich
izolatli. Nejvyssi pocet biofilm-pozitivnich izolath byl zjistén u rodu Staphylococcus.
Tvorba biofilmu byla prokdzdna u 80 % testovanych stafylokokt. Biofilm tvofilo
89 % koagulaza-negativnich stafylokokti a 75 % koagulaza-pozitivnich stafylokok.
To potvrzuje 1 studie Bissong, Ateba (2020), kteti se ve své studii zabyvali tvorbou biofilmu
u koagulaza-pozitivnich Staphylococcus aureus izolovanych z pasterovaného mléka.
Tvorba biofilmu byla zjiSténa u 91 % izolatd S. awureus. Schopnost tvorby biofilmu
je charakteristickym rysem také mnoha druhti koagulaza-negativnich stafylokokd,
zejména S. epidermidis a S. hominis (Rossi et al., 2020). Ve studii Zou, Liu (2020) zkoumali
tvorbu biofilmu u S. epidermidis v zavislosti na kultivacni teploté a dostupnosti zivin,
pricemz nejvyssi tvorba byla zjisténa pfti teploté 37 °C. Tvorba biofilmu rostla se zvysujicim

se obsahem Zivin v médiu.

Bakterie rodu Kocuria jsou schopné adherovat na rizné povrchy a vytvaret biofilm.
Jsou hlaseny ptipady, kdy byly tyto bakterie izolovany zrlznych zafizeni
v potravinaiské vyrobé, kde tvofily spolecenstvi v biofilmu s jinymi mikroorganizmy
(Raghupathi et al., 2016). Biofilmy umoznuji mikroorganizmiim odol4dvat a prezivat
nepiiznivé podminky, vcetné Cisticich a sanitacnich procestli, coZ by mohlo zvysit riziko
ktizové kontaminace v potravindiské vyrobé. (Ramos et al., 2021) U celkem 63 % nami
1zolovanych kment Kocuria byla zjisténa tvorba biofilmu, z toho 60 % bylo klasifikovano
se silnou tvorbou. Vysoka tvorba biofilmu je ¢asto hlaSena u kmene K. kristinae 1zolované¢ho

z klinickych izolatl (Ananieva et al., 2018).

Z vysledki je patrné, Ze biofilm tvofily zejména izolaty rodt Staphylococcus a Kocuria.
Biofilm by mohl poskytovat vhodné prostfedi pro horizontdlni pfenos genii mezi
mikroorganizmy nachazejici se v biofilmu. V problematice Sifeni rezistence by mohly
pravdépodobné hrat roli také mikroorganizmy, jez jsou soucasti lidské a zviteci mikrobioty,
jako napt. celed Micrococcaceae. Zejména koaguldza-negativni stafylokokové druhy
jako S. epidermidis a S. hominis a jin¢, by mohly piisobit jako rezervoary gent virulence
a genl kodujicich antibiotickou rezistenci. Tyto geny by mohly byt nasledné pteneseny
na vice patogenni druhy, jako je napt. S. aureus, ¢imz by mohlo dojit ke zvySeni jejich
virulence a odolnosti viici antimikrobidlnim latkdm (Rossi et al., 2020).
Ve studii Savage et al. (2013) bylo prokazano, ze biofilmy S. aureus mohou zvySovat

rychlost  konjugace a  transformace  plazmidi  mezi  builkami  biofilmu.
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Vysoka bunécna hustota a mezibunécny kontakt v matrici biofilmu by tak mohly usnadiovat
horizontalni pfenos gentli (Rossi et al., 2020). Zajmem mnoha studii je mimo jiné zjist'ovani
tvorby biofilmu v mléce a mléénych vyrobcich, ve kterych je biofilm casto produkovan
koaguldaza-negativnimi druhy, napt. S. epidermidis, u kterého je casto zjiStovana
multirezistence (Machado et al., 2020). Diky vysoké odolnosti biofilmu vici tepelnému
zahtevu i sanitacnim a dezinfekénim procesim je vSak zndmo, ze bakterialni buitky mohou
snaze prezivat na povrsich vyrobnich zafizenich, v prostfedi potravinaiskych zavodi
¢1 v samotnych potravinach, stejné tak by mohly pfezivat 1 v suSeném ovoci ¢i masovych
pomazankach. K hlubsimu diskutovani vyznamu tvorby biofilmu v suSeném ovoci
¢i masovych konzervach je zapotiebi vice studii, které by se touto problematikou zabyvaly.
AvSak dle nami ziskanych vysledkii by se dalo wusuzovat, Ze suSené ovoce
¢1 masova konzerva by mohly byt potencidlnimi rezervoary gent antibiotické rezistence

a mohly by tak podporovat pienos téchto genli na alimentarni patogeny.
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ZAVER

Tato diplomova prace se zabyvala charakterizaci vybranych grampozitivnich koku

izolovanych z mikrobiologicky nerizikovych potravin: suseného a lyofilizovaného ovoce

a masovych konzerv. V ramci charakterizace byl sledovan riist kokli v zavislosti na pouzité

kultiva¢ni teploté, byla zkoumana tvorba biofilmu, dale byl také proveden skrinink citlivosti

na antibiotika a kvalitativni detekce vybranych gent antibiotické rezistence.

Za pomoci metody MALDI-TOF a sekvenacni analyzy byly identifikovany izolované

bakteridlni kmeny. Jednalo se o druhy Staphylococcus aureus, S. epidermidis, S. hominis,

S. warneri, S. equorum, Kocuria kristinae, K. rhizophila, K. palustris, Micrococcus luteus,

Rothia amarae a Aerococcus viridans.

Na zakladé¢ ziskanych vysledkl charakterizace 1ze usuzovat, Ze:

pii sledovani rastu méla vétSina grampozitivnich izolatl schopnost ristu v rozmezi

vSech testovanych hodnot, tedy v rozmezi 2040 °C,

v ramci testovani antibiotické rezistence vykazovaly grampozitivni koky nejvyssi

miru rezistence k penicilinu, nitrofurantoinu a erytromycinu,

niz§i mira rezistence byla zjiSténa vaci ampicilin/sulbaktamu, amoxicilinu,

levofloxacinu a ciprofloxacinu,

naopak citlivd byla vétSina kmenii na testovand aminoglykosidova antibiotika,

tetracykliny, linkosamidy, cefalosporiny, chloramfenikol a dale také na vankomycin,

antibioticka multirezistence byla pozorovana u vétSiny izolovanych kment rodt

Staphylococcus a Kocuria,

nejcastéji detekovanym genem u fenotypové rezistentnich izolath byly gen blaZ
determinujici rezistenci k B-laktamovym antibiotikim a gen ermA podminujici
rezistenci k erytromycinu, pficemz oba geny se vyskytovaly u vsSech testovanych
fenotypové rezistentnich kmenl, déale také gen nmord determinujici

fluorochinolonovou rezistenci,

biofilm-pozitivita byla pozorovana nejcastéji u rodu Staphylococcus, schopnost

tvorby biofilmu byla prokazana také u rodu Kocuria.
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