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ABSTRAKT

Sporotvorné bakterie se bézné vyskytuji v prostfedi, odkud se mohou dostat i do
potravin. Diky své schopnosti tvorby spor a pfezivani nepiiznivych podminek mohou
pfedstavovat vyznamny kontaminant potravin a zarovenl zpusobovat alimentarni
onemocnéni. Prace je zaméfena na problematiku vyskytu sporotvornych bakterii
v potravinach nepodporujicich rist mikroorganismi, zejména v masovych pomazankach a
lyofilizovaném ovoci. Uvedena je také problematika podminek ovliviiujicich rist, véetné

faktoru virulence a antibiotické rezistence.

Cilem této prace bylo identifikovat mikroorganismy izolované z vybranych vzorkl

potravin. U vSech sporotvornych ty¢inek byla nasledné provedena jejich charakterizace.

Vramci této prace byly identifikovany grampozitivni tyCinky rodt Bacillus,
Cytobacillus, Fictibacillus, Lysinibacillus, Paenibacillus, Priestia ¢i Psychrobacillus.
Vétsina testovanych sporulati rostla v teplotnich podminkach 2540 °C. Izolaty casto
vykazovaly rezistenci k antibiotikim, zejména penicilinu, nicméné pfitomnost genl
rezistence k antibiotikim byla nizsi, nez se ocekavalo. Nejcastéji detekovanym genem
antibiotické rezistence pomoci PCR byl gen norA4. Stejnou metodou byla u analyzovanych
kmeni B. cereus zjiSténa Castd pfitomnost genll virulence, zejména komplexi nhe a cer.
Modifikovanou Christensenovou metodou byla také prokdzana produkce biofilmu u vétsiny

sporotvornych ty¢inek.
Tato prace prokdzala, ze sporotvorné tyCinky jsou pfitomné i v potravinaiskych

vyrobcich povazovanych za mikrobiologicky nerizikové. Nespravna manipulace s témito

potravinami tak miiZze pfedstavovat potencialni riziko pro zdravi konzumenta.

Klicova slova: sporotvorné tycinky, masové pomazanky, lyofilizované ovoce, biofilm,

antibioticka rezistence, faktory virulence



ABSTRACT

Sporotrophic bacteria are mainly found in the environment but can also enter food.
Due to their ability to form spores, they can be a significant contaminant of food and cause
alimentary diseases. This work focuses on the occurrence of spore-forming bacteria in foods
that do not support growth, in particular meat spreads and freeze-dried fruit. Issues
of conditions affecting growth, including virulence factors and antibiotic resistance, are also

presented.

The aim of this work was to identify microorganisms isolated from selected food

samples. Characterization was subsequently carried out for all the sporocarcinogenic rods.

The genera identified in this work were Bacillus, Cytobacillus, Fictibacillus,
Lysinibacillus, Paenibacillus, Priestia or Psychrobacillus. Most of the spore-forming
bacteria tested grew under temperature conditions of 25-40 °C. The isolates often showed
resistance to antibiotics, especially penicillin. The presence of antibiotic resistance genes
was lower than expected. The most frequently detected antibiotic resistance gene by PCR
was norA. The same method was used to detect the frequent presence of virulence genes.
In the B. cereus strains were especially analysed the nhe and cer complexes. Biofilm

production was also detected in most rods by the modified Christensen method.

This work demonstrated that spores are present also in food products considered to
be microbiologically unsafe. Improper handling of these foods may therefore pose a potential

risk to the health of the consumer.

Keywords: spores, meat spreads, freeze-dried fruit, biofilm, antibiotics, virulence factors
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UVOD

Celed’ Bacillaceae zaGlefiuje viudypiitomné aerobni ¢i fakultativng aerobni, ty&inkovité,
endospory produkujici grampozitivni bakterie. Tyto sporotvorné ty€inky jsou Siroce rozsifeny v pidé,
vodé a rostlinach, odkud se snadno $ifi do potravin rostlinného pivodu a kiizovou kontaminaci
do jinych potravin, jako je mléko, maso a masné vyrobky. Tato rozmanita skupina zahrnuje neskodné
environmentalni ale i patogenni druhy, kdy B. cereus je uvadén jako nejbéznégji se vyskytujici

(Algammal et al., 2024; Osman et al., 2018).

Zaroven maji potencial tvofit biofilmy v potrubi a zafizeni z nerezové oceli, coz piedstavuje
nebezpeci pro potravindisky primysl jako hlavni zdroj kontaminace zafizeni béhem zpracovani
potravin. Bakterie v biofilmu vykazuji zvySenou odolnost vii¢i antibiotikim a dezinfekénim
prostiedkiim, coz ztéZuje jejich eliminaci. Z tohoto ditvodu je diilezité pti vyrobé potravin dodrzovat

pravidla spravné vyrobni praxe a platné hygienické predpisy (Osman et al., 2018).

Zajem o studium grampozitivnich sporotvornych ty¢inek se vyznamné zvysil, zejména
v disledku rostouciho vyskytu alimentarnich ndkaz. Nicméné vétSina kment Bacillus spp. nejsou pro
¢loveka patogenni, ale nékteré mohou ¢lovéka infikovat ndhodné. Patogenitu podporuji pfedevsim
rizné virulentni faktory a toxiny kodované odpovidajicimi geny (Adamski et al., 2023). Enterotoxiny
B. cereus byly spojovany s nejvyssim poctem alimentdrnich ohnisek mezi bakteridlnimi toxiny
v Evropské unii, ptevysujicimi i ohniska zptisobena Clostridium perfringens a Staphylococcus aureus
(EFSA a ECDC, 2023). Nejcastéji jsou tyto nakazy spojeny s gastrointestinalnim onemocnénim

projevujicim se jako zvraceni (Algammal et al., 2024).

Stale rostoucim problémem je i vznik a Sifeni rezistence na antibiotika, coz Svétoveé
zdravotnické organizace oznacily za jednu z hlavnich zdravotnich vyzev 21. stoleti. Bacillus cereus
je typicky rezistentni na penicilin a dal$i B-laktamova antibiotika a miize dale ziskat rezistenci
na bézné pouzivand antibiotika, jako je ciprofloxacin, cloxacilin, erythromycin, tetracyklin a
streptomycin. ZvySujici se podil téchto sporulatii odolnych vici antibiotikiim velmi znesnadiiuje

1écbu (Fiedler et al. 2019).
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I. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA VYBRANYCH SPOROTVORNYCH
MIKROORGANISMU

Tato kapitola se zabyva charakteristikou rodi grampozitivnich sporotvornych tyc€inek se
zaméfenim na rody, se kterymi jsem pracovala v praktické ¢asti této diplomové prace. VSechny tyto

rody spadaji do domény Bakterie, kmenu Bacillota, ttidy Bacilli, fadu Bacillales a ¢eledi Bacillaceae.

1.1 Bacillus spp.

Mnoho druhl, které byly plvodné popsany jako pfislusnici rodu Bacillus, jsou nyni
pteklasifikovany do rGznych rodd a celedi, jako jsou naptiklad Alkalibacillus, Brevibacillus,
Geobacillus, Lysinibacillus, Paenibacillus ¢i Virgibacillus (Borriss, 2020). V soucasnosti existuje

105 uznanych druhti v rodu Bacillus a typovym druhem je Bacillus subtilis (LPSN 2023).

Bakterie Bacillus spp. maji buiiky ty€inkovitého tvaru s urcitymi druhové specifickymi
rozdily ve velikosti od 0,4 do 0,5 um az 1,8 um v praméru a délce od 0,9 do 10,0 um. Vyskytuji se
jednotlivé, ve dvojicich anebo mohou buiky vytvaret feté¢zce riazné délky. Jsou casto pohyblivé
pomoci peritrichnich bic¢iki, n€které druhy jsou nepohyblivé jako napiiklad Bacillus anthracis a
Bacillus mycoides. Tvoti endospory, které jsou velmi odolné vii¢i mnoha neptiznivym podminkam,
jako jsou vysoké teploty, UV zafeni a toxické chemické latky (Logan et al., 2016; Borriss, 2020).

Tvorba spor umoziuje pieziti béhem zpracovani potravin (napf. pasterace mléka nebo §t'avy,
ptiprava jidel doméci kuchyn¢), spory pak mohou vykli€it, pokud je potravina ponechéana pii okolni
teploté (McKillip et al., 2000). Endospory se tvofi na konci exponencialni riistové faze a na indukci
sporulace se podili nékolik faktorii prostfedi. Jednim spoustécem je nutricni deprivace, naptiklad
kdyz se aktivné rostouci kultura pienese z bohatého do chudého ristového média. Mezi dalsi faktory
které ovliviiuji tvorbu endospor, patii teplota riistu, pH prostiedi, obsah kysliku, ptitomnost uréitych
minerdlnich latek a zdroji uhliku, dusiku a fosforu vcetné jejich koncentrace. Dal§im vlivem je

hustota populace (Logan et al., 2016).

Morfologie a velikost kolonie je velmi variabilni mezi druhy i v rdmci nich. Samoziejmé velky
vliv ma také slozeni média a dalsi inkubac¢ni podminky. Navzdory této rozmanitosti v§ak neni obecné
kulturni techniky pro izolaci a stanoveni poc¢tu druhii skupiny B. cereus jsou fizeny normami
Mezinarodni organizace pro standardizaci (ISO) ISO 7932 a ISO 218714 a Ufadem pro kontrolu
potravin a lé¢iv (FDA). Pii standardnim postupu se pouzivaji média mannitol — vajecny zloutek —

polymyxin (MYP) a polymyxin —vajecny zloutek — mannitol — bromthymolovd modi (PEMBA).
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Na MYP a PEMBA jsou typické kolonie kmenti skupiny B. cereus rozpoznany podle precipitani
zony v disledku hydrolyzy vajecného zloutku, resp. jsou zbarvené rizovou barvou nebo pavi modri

(Pontieri, 2016).

Bakterie rodu Bacillus vykazuji Sirokou skélu fyziologickych schopnosti, od psychrofilnich
po termofilni a od acidofilnich po alkalifilni. N&které kmeny jsou odolné vii¢i solim, tedy halofilni.
Vétsina druhti roste na béznych médiich, jako je Zivny agar a krevni agar. Ty, které nerostou, jsou

alkalifilni, tzn. Ze nebudou rust pfi pH niz§im nez pH 7,0 (Borriss, 2020).

VétSina druhlt mé& maly nebo Zzadny patogenni potencidl a zfidka jsou spojovany
s onemocnénim lidi nebo jinych zvitat. Vyjimkou je Bacillus anthracis, pivodce antraxu, nékolik
dalsich druhti mtze zpisobit otravu jidlem a oportunni infekce (napt. Bacillus cereus) a kmeny

Bacillus thuringiensis, ktery je patogenni pro bezobratlé (Logan et al., 2016).

1.2 Cytobacillus spp.

Na zaklad¢ analyz provedenych v roce 2020, piipadné nasledujicich letech, byly
preklasifikovany nékteré¢ druhy rodu Bacillus do nového rodu Cytobacillus kvili odliSnym
sekvencich proteinti. Nazev vzniklého rodu byl odvozen z latinského pfislovce cyfos, coz v biologii
znamena bunka; tedy tyCinkovitd builka. V souc€asnosti existuje 16 uznanych druhii tohoto rodu.

Typovym druhem je Cytobacillus firmus (LPSN, 2023; Patel a Gupta, 2020).

Jedna se o bakterie tyCinkovitého tvaru o priméru mezi 0,8-0,9 pm vyskytujici se jednotlive,
v parech nebo pfiilezitostné v kratkych fetizcich. Vykazuji se grampozitivnim barvenim a vétSina
druhti je pohybliva. Tvorba endospor byla pozorovana u vSech studovanych kmenti za neptiznivych
podminek prostiedi nebo vyzivy. Endospory jsou elipsoidni nebo cylindrické, lezi subtermindlné,
paracentralné nebo centralné a sporangia mohou mirné bobtnat. 1zolované jsou z riznych prostredi

vcetné pidy ¢i lidskych stfev (Logan et al., 2016).

Riist probihd v rozmezi teplot 1045 °C, s optimdlni teplotou ristu mezi 25-37 °C. Nékteré
druhy jsou stiedn¢ odolné vii¢i soli a mohou také tolerovat vysokou zasaditost. Naptiklad pro typovy
druh je optiméalnim pH pro rtst 7,0-9,0. Minimalni inhibi¢ni hodnota je pH 6,0-7,0, naopak maximalni

se pohybuje mezi 11 a 11,5. Také roste v ptitomnosti 7% NaCl (Patel a Gupta, 2020).

Metabolismus je aerobni nebo fakultativné anaerobni. Jsou kataldza pozitivni. Kasein a Skrob
jsou schopni hydrolyzovat, sila reakce se u jednotlivych kmeni lis§i. Podobné je to u redukce
dusi¢nant. C. firmus neprodukuje sirovodik, uredzu, tryptofandeaminazu, indol arginindihydrolazu,

lysindekarboxyldzu ¢i ornitindekarboxylaza. Citrat a propionat nejsou vyuzivany (Logan et al., 2016).
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1.3 Fictibacillus spp.

Nazev nového rodu Fictibacillus je odvozen od adjektiva fictus nebo false, tedy fale$ny.
V soucasnosti existuje 12 uznanych druht rodu Fictibacillus a typovym druhem je Fictibacillus

barbaricus (LPSN 2023).

Bakterie Fictibacillus spp. jsou grampozitivni nepohyblivé a maji tvar tyCinek o velikosti
0,5-1 x 2—5 um. Casto se vyskytujici v fetizcich. Spory jsou kulovité aZ elipsoidni a umisténé bud’
centralné nebo terminalné, nékdy subterminalné. Jejich tvorba mlze byt velmi fidkéd (Kdmpfer &

Glaeser, 2023)

K optimdlnimu ristu u typového druhu rodu Fictibacillus dochazi pti teplotach
od 18 do 37 °C, neroste pfi teploté <4 nebo >47 °C. Je alkalitolerantni, slabé rostou pii pH 6,0, siln¢
pfipH 7,2, 8,0 a 9,5. Naopak nerostou pti pH 11,0. Slaby rlst nastava v ptitomnosti 2 % NaCl a rlst
je inhibovan pti 5% obsahu NaCl (Gupta et al., 2020).

Také je fakultativné anaerobni, kataldza, oxiddza a uredza negativni. Zaroven neredukuje
dusi¢nany a netvofi indol ani H>S. Hipurat se rozklada, eskulin neni hydrolyzovan. Pfi metabolismu
nevyuziva citrat a kyselina se vytvati z D-glukézy, N-acetyl-glukosaminu, maltozy, trehal6zy, skrobu

a glykogenu (Gupta et al., 2020).

1.4 Lysinibacillus spp.

VSsichni zastupci rodu Lysinibacillus maji bunécnou sténu typu L-Lys-D-Asp (A4a), coz je
jedna z primarnich vlastnosti pro odliSeni od jinych blizce pifibuznych rodd. Zaroven je od této
vlastnosti odvozen nazev rodu, tedy lysine bacillus (Failor et al., 2016). V soucasnosti existuje

21 uznanych druht rodu Lysinibacillus. (LPSN 2023)

Bunky Lysinibacillus spp. maji tvar tyCinky a jsou velké 0,3—-1,5 um % 0,5-14,0 um. Buiky
nékterych druhit mohou tvofit dlouha vldkna. Naptiklad L. meyeri v tekuté kultufe mize tvofit vlakna
dlouha 10-100 um a L. varians az 466 pm. VétSina druhli je pohyblivd a ma peritrichni bi¢iky.
Vyjimky tvoti L. manganicus, ktery ma biciky lateralni, L. acetophenoni a L. tabacifolii, ktery jsou
nepohyblivé. Endospory Lysinibacillus spp. jsou elipsoidni nebo kulovité. Na jednu buiku
se nevytvoii vice nez jedna spora. Tento rod je primarné grampozitivni, vyjimkou je gramnegativni
L. massiliensis. U L. contaminans a L. macroides metoda Gramova barveni nefunguje, proto se

oznacuji jako gram—variabilni (Failor et al., 2016).
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Vétsina druhi roste pii neutrdlnim pH mezi 6,0 a 8,0, pficemz optimalné pti pH 7,0. VéEtSina
druhtt ma také nizkou toleranci k NaCl, s vyjimkou L. halotolerans a L. telephonicus. Pro
L. halotolerans je optimalni koncentrace NaCl 3 % (w/v). N¢kolik dalsich druhi ma zvySené
optimalni koncentrace soli, véetn¢ L. mangiferihumi (0-2 % (w/v)), L. meyeri a L. saudi massiliensis

(0,5 % (w/v)) (Ahmed et al., 2007).

Bakterie rodu Lysinibacillus jsou aerobni. VSechny druhy jsou kataldza-pozitivni, nemohou
redukovat dusi¢nany a nejsou schopny produkovat indol, jelikoz vykazuji negativni reakci
na tryptofandzu. VSechny druhy nejsou schopny vyuzit 2-ketoglukonat, kyselinu kaprinovou,
D-arabindzu, gentiobiozu, indol, myo-inositol, stachyézu, Skrob, B-gentiobidzu a B-methyl-xylosid.
Tti druhy (L. boronitolerans, L. cresolivorans a L. xylanilyticus) jsou schopny degradovat m-kresol.

Kmeny jsou typicky citlivé na penicilin G. (Failor et al., 2016).

1.5 Paenibacillus spp.

Paenibacillus spp. byl plvodné zahrnut do rodu Bacillus na zakladé spolecnych
morfologickych charakteristik s typovym druhem Bacillus subtilis. Diky pozdéjSim fylogenetickym
analyzam doslo k fadé Giprav a v roce 1993 byly nékteré mikroorganismy piefazeny do nového rodu
Paenibacillus. Nazev vzniklého rodu je odvozen z latinského ptislovee paene, coz znamena téméf,
tedy téméf Bacillus (Pandey et. al, 2022). V soucasnosti existuje 292 druhti rodu Paenibacillus a

typovym druhem je Paenibacillus polymyxa (LPSN 2023).

Paenibacillus spp. maji tvar ty¢inek a obvykle méti 2-5 um na délku a 0,5-0,8 um na Sitku.
Dle struktury buné¢né stény se fadi mezi grampozitivni bakterie, nicméné se mohou barvit riizné nebo
negativné, zejména pokud se jednd o starsi kultury. VSechny druhy produkuji endospory, které¢ mayji
obvykle vétsi primér nez matetska bunika nebo sporangium, jelikoZ se tvoii jejim rozSifenim. VétSina
druhti je pohybliva pomoci peritrichnich bicikt, ackoli v nékolika pfipadech miiZze byt pohyblivost
omezena (napf. u P. popilliae) nebo biciky Upln€ chybi (napt. u P. lentimorbus). Nékteré druhy
vytvareji za vhodnych podminek kapsulu (napt. P. polymyxa) a nékteré druhy produkuji
extracelularni polysacharid. S-vrstvy jsou pravdépodobné piitomny u vétSiny druhil, ackoli byly
zaznamenany jen u relativné malého poctu bakterii (napt. u P. alvei a P. polymyxa) (Whitman et al.,

2015).
Vétsina druhil roste optimalné pfi teploté kolem 30 °C. Vyjimkou je P. macquariensis, ktery
je psychrofilni a roste pti maximalni teplot¢ 25 °C a P. cineris, ktery ma velmi Siroky teplotni rozsah

pro rust (0-50 °C). Optimalni rtst probiha také pii neutrdlnim pH (7,0 - 8,0), ackoli n¢které druhy
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jsou alkalofilni a nerostou pii pH niz§im nez pH 7,5 (napt. P. cookii a P. cineris). Rlst je inhibovan

10% NacCl (Pandey et. al, 2022).

Jsou fakultativné anaerobni nebo striktné aerobni. VéEtsina druhti je kataldza pozitivni. Druhy
Paenibacillus  jsou zndmé svou schopnosti hydrolyzovat riizné sacharidy jako je
karboxymethylceluloza, chitin, chondroitin, kurdlan (B-1,3-glukan), pustulan (B-1,6-glukan), B-1,4-
glukan, pullulan (maltotriézové jednotky spojené a-1,6-glykosidickymi vazby), Skrob a xylan.
P. naftalenovorans a P. validus jsou atypické svou schopnosti degradovat uhlovodiky. P. polymyxa

béhem katabolismu cukru produkuje 2,3-butandiol, zejména pii nizkém pH (Whitman et al., 2015).

Mnoho druhl Paenibacillus produkuje antimikrobidlni slouceniny, které jsou vyuzivany
v 1ékaftstvi, v zemédé€lstvi jako pesticidy, €i pro bioremediaci. N&které hydrolytické enzymy mohou
napadnout bunécné stény konkurentd hub a oomycet (Grady et al., 2016). P. polymyxa produkuje
potencialné uzitecné latky, vcetné lipopeptidového polymyxinu, fusaricidinu, paenilipoheptinu,
paenilanu a tridekaptinu G¢inné proti rostlinnym i lidskym mikrobidlnim patogeniim (Pandey et. al,

2022).

Nékteré kmeny jsou patogeny hmyzu. P. larvae zplisobuji hnilobu larev véely medonosné
(Apis mellifera). P. lentimorbus a P. popilliae zpisobuji onemocnéni u larev broukl z celedi

vrubounovitych (Scarabaeidae) (Whitman et al., 2015).

1.6 Priestia spp.

Novy rod Priestia vznikly v roce 2020 byl pojmenovan po britském mikrobiologovi prof.
Fergusu G. Priestovi za jeho Cetné prispévky k systematice a vyuziti zastupcti rodu Bacillus.
V soucasnosti existuje 10 uznanych druhd v tomto rodu, typovym druhem je Priestia megatarium

(Gupta et al., 2020; LPSN, 2023).

Jedna se o grampozitivni, ty¢inkovité buiiky o velikosti cca 1,2-1,5 x 2,0-5,0 um, vyskytujici
se jednotlive i v parech a fetizcich. VétSinou jsou pohyblivé a schopné tvofit elipsoidni anebo kulovité
endospory. Byly izolovany z riznych zdroja, véetné vykall, pidy, atmosféry, vnitinich tkani
bavlnikovych rostlin, motského sedimentu a rhizosféry koteni vrb (Gupta et al., 2020).

Teplotni rozsah pro rist je 548 °C s optimalnim rozmezim mezi 28-37 °C. Byly nalezeny i

izolaty z vody antarktického geotermalniho ostrova, kde teplota ristu byla mezi 17-63 °C. VétSina

roste v pfitomnosti 7% NaCl a neroste pti 10 % NaCl (Gupta et al., 2020).
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Typovy druh, Pr. megaterium, je aerobni a katalaza pozitivni. Kasein, Zelatina a Skrob jsou
hydrolyzovany. VétSina kmenti deaminuje fenylalanin, degradace tyrosinu je rGzna. Citrat je
vyuzivan jako jediny zdroj uhliku a vétSina bakterii neredukuje dusi¢nany. Z glukozy a Siroké Skaly

dalSich sacharidt vytvaii kyselinu bez vzniku plynu (Logan et al., 2016).

Pr. aryabhattai je pramyslové dulezity druh, protoze je odolny vici arsenu a UV zéfeni, coz
umoziuje dostupnou alternativu ke konven¢nim, ndkladnym technologiim sanace kovti (Logan et al.,

2016).

1.7 Psychrobacillus spp.

Nazev rodu je odvozen od slova psychros neboli studeny, 1ze pielozit jako chlad milujici bacil.
V rodu Psychrobacillus v soucasnosti existuje 8 uznanych druh. Typovym druhem je

Psychrobacillus insolitus (Krishnamurthi et al., 2010; LPSN, 2023).

Buniky jsou grampozitivni, ty¢inkovité, pohyblivé a endospory tvotici. Spory jsou koncové,
mohou byt kulaté nebo valcovité. Optimalni teplota ristu je kolem 20 °C, minimalni teplota, kdy uz
nejsou schopny ristu, je nizs$i nez 0 °C, naopak maximalni je 25 °C. Sporuluce a kli¢eni jsou schopny
i pfi 0 °C. Tolerance 2 % NacCl je druhové rtiznd, koncentraci 4 % NacCl jiz netoleruje (Logan et al.,

2016).

Jsou piisné aerobni. Vykazuji negativni reakce ohledné vyuziti citratu jako zdroje uhliku,
redukce dusi¢nanti, hydrolyzy Zzelatiny a Skrobu a produkce indolu a uredzy. Typovy druh je také
negativni na produkci alkalické fosfatdzy, esterdzy, leucinarylamidazy, valinové arylamidézy,
trypsinu, a-chymotrypsinu a eskulinu. Nicmén¢ je kataldza a oxidaza pozitivni (Krishnamurthi et al.,

2010; Logan et al., 2016).
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2 CHARAKTERISTIKA POTRAVIN NEPODPORUJICICH RUST
MIKROORGANISMU

Tato kapitola se zabyva charakteristikou potravin, ze kterych byly v rdmci praktické ¢asti této
diplomové prace vyizolovany grampozitivni sporotvorné ty¢inky. Jednalo se zejména o tepelné

opracované masné vyrobky a susené ovoce.

Tyto potraviny se obecné povazuji za méné rizikové, zejména kvuli vytvofeni nepfiznivych
podminek pro rist mikroorganismi, v pfipadé masnych vyrobkil je to pouziti vysoké teploty a

u susen¢ho ovoce snizeni vodni aktivity (Cebrian et al., 2017; Chitrakar et al., 2019).

2.1 Tepelné opracované masné vyrobky

Maso je nedilnou soucasti lidské stravy a v poslednich letech se spotfeba masa ve vétSing ¢asti
svéta znacné zvysila. Konzumace masa ptispiva k pfijmu fady vitamini a mineralnich latek, jako jsou
vitamin B, vitamin A, zinek a zelezo. Je také dilezitym zdrojem bilkovin poskytujicich esencialni
aminokyseliny. Také je vSak bohaté na nasycené tuky a cholesterol. Kvili této rozmanitosti Zivin, se
jedna o potravinu, kterd podléha rychlé zkaze a ma kratkou trvanlivost. Hlavnimi pfi¢inami kazeni je
pfitomnost mikroorganismil, oxidace lipidl a autolytické enzymatické kazeni. K predchéazeni ztraty
charakteristické struktury, barvy a vyzivové hodnoty masa, se stalo nezbytnym pouzivani konzervace.
Mezi tradi¢ni metody patii suseni, uzeni, soleni a tepelné opracovani (Addis, 2015; Rohrmann et al.,

2016).

Sortiment masovych konzerv ptedstavuje oblibeny a relativné¢ levny vyrobek vyrabény
ve vSech svétovych regionech. Pastika je emulgovany, tepelné zpracovany masny vyrobek. Hlavnimi
slozkami pouzivanymi pfi vyrobé pastiky jsou jatra, maso, tuk, stl, voda a malé mnozstvi ptidatnych
latek v zavislosti na technologickych listech jednotlivych zpracovateld. Pfestoze jatra patii
do kategorie jate¢nych vedlejSich produktii, nejsou kvalitativné horsi, protoze obsahuji vyznamné
mnozstvi vitaminti a mineralnich latek. Stejné jako vétSina emulgovanych masnych vyrobkii maji
vSak vysoky obsah tuku, coz je vyznamnou nutri¢ni nevyhodou (Ciobanu et al., 2021; Rezler et al.,

2021).

2.1.1 Tepelné oSetieni

Teplo se Siroce pouziva v potravinaiském primyslu pro své konzervacni ucinky, protoze
zvySena teplota je schopna inaktivovat vétSinu mikroorganismi a enzym piitomnych v potravinach.

Tepelna uprava je proto metodou, ktera miize soucasné zarucCit bezpecnost a stabilitu potravin.
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Soucasné ale vede ke snizeni nutri¢ni hodnoty a nékdy i1 organoleptickych vlastnosti (zejména
ke zméné vzhledu). Jako prvni jsou obvykle ovlivnény Ziviny citlivé na teplo, tedy slozky jako
vitaminy, nasledné jsou degradovany barva, chut’ a sacharidy, a to v zavislosti na mnoha parametrech

(Cebrian et al., 2017; Chiozzy et al., 2022).

Tepelna oSetieni 1ze rozdelit do dvou skupin v zavislosti na jejich intenzité a ucelu: pasteracni
a sterilacni oSetfeni. Pasteracni oSetfeni ma za cil inaktivovat vegetativni buniky patogennich druhii
mikroorganisml ptfitomnych v potravindch. Také prodluzuje trvanlivost, pokud jsou potraviny
skladovany v chladirenskych podminkach. Sterilacni oSetfeni se pouziva, aby byla zarucena stabilita
potravinaiského produktu pti pokojové teploté, coz je cil, ktery ve vétsiné ptipadi vyzaduje pouziti
teplot vysSich nez 100 °C (v zavislosti na pH potraviny). Takova intenzivni oSetieni jsou schopna
inaktivovat mikrobidlni spory, stejné jako mnoho enzymu a toxinti pfitomnych v potravinach, ale

mohou také vazné zmeénit jejich organoleptické a nutrini vlastnosti (Cebrian et al., 2017).

Typ inaktivovaného mikroorganismu samoziejmé zavisi na intenzité oSetfeni a dalSich
podminkach prostfedi potraviny. Pro porovnani relativni tepelné odolnosti riznych mikroorganismt
se tepelna odolnost bézné vyjadiuje parametrem D, kdy D odpovida dobé expozice pii dané teploté,
ktera je potfebna ke snizeni bakteridlni populace o jeden tad (logig). D je tedy Cas potiebny
k inaktivaci 90 % bakterialni populace. Tento parametr nebo kiivky preziti jsou dostupné v

publikacich, technickych zpravach nebo databazich, napt. databaze Lemgo (https://Idzbase.de/).

Stupeii tepelné odolnosti riznych mikrobialnich skupin se velmi li§i v dasledku jejich odlisné
struktury a sloZeni a také mechanismil rezistence, které jsou schopny vyvinout. Nejviditelngjsim
ptikladem této Siroké variace je rozdil v tepelné odolnosti mezi vegetativnimi buiikami a sporami
stejného bakterialniho druhu. Bakteridlni spory jsou tedy jednou z nejucinnéjsich rezistentnich
struktur v ptirod¢, jelikoz jsou schopny odolat i pasteracnimu osetfeni (hodnoty D ¢asto nad 1 min
pti 100 °C) (Cebrian et al., 2017; Le Marc et al., 2022). V disledku nedostate¢né intenzity sterilizace
Casto dochazi ke kazeni potravin a otravam z potravin. Vice nez 70 % ptipadl otravy potravinami

zpiisobuji mikroorganismy, zejména sporotvorné bakterie (Xin et al., 2023).

Zejména moderni spotiebitelské trendy ucinily z jiz uspéSného zajisténi bezpecnosti a stability
vyrobku po celou dobu jeho trvanlivosti mnohem véEtsi vyzvu pro potravindisky primysl. Spotiebitelé
vyzaduji vice kvalitnich, bezpecnych, ale mirn¢ zpracovanych potravin bez konzervacnich latek
s prodlouzenou dobou trvanlivosti. To miiZze napfiklad znamenat, Ze potraviny musi byt oSetfovany
pti teplotdch mirné pasterace namisto sterilace (Chiozzy et al., 2022; Rawat et al., 2015). Také vysoky
potencial netermalnich technologii byl opakované prokazan atraktivnim pro Sirokou Skalu aplikaci,

nejen pro zajisténi bezpecnosti a kvality potravin. Kromé netepelné vyhody posiluji tuto perspektivu
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dalsi vyhody, véetné ekologickych a ekonomickych. Vzhledem k jejich mirnéjsi povaze ve srovnani
s tradi¢nimi tepelnymi Upravami je vSak zasadni zajistit plnou inaktivaci pfitomnych mikroorganismii

(Impe et al., 2018).

2.2 SuSené ovoce

Cerstvé potraviny jako ovoce, zelenina, maso, ryby a dal§i zemédélské produkty jsou bohaté
na vodu a jejich vodni aktivita se obecné pohybuje mezi 0,98 a 0,99, coz je vhodné pro rist Siroké
Skaly mikroorganismtl. SuSeni Cerstvych potravin pomaha prodlouzit trvanlivost a zaroven sniZuje

pozadavky na baleni a pfepravni hmotnost (Chitrakar et al., 2019).

Susené potraviny maji obvykle nizkou aktivitu vody v rozmezi od 0,03 - 0,70. Mezi nejbéznéjsi
produkty v této kategorii patii suSené ovoce a zelenina, ¢aj, kdva, suSené¢ houby, suSené masné
vyrobky, obilnd zrna a mouka, kofeni a bylinky, luSténiny, ofechy, suSené mléko a prasSkova
kojenecka vyziva. Vzhledem k tomu, Ze tyto produkty maji nizky obsah zbytkové vlhkosti, inhibuji
rast mikroorganismii a jsou obecné povazovany za bezpecné pred patogennimi bakteriemi
pfenasenymi potravinami. Zaroven existuje obecnd mylnd pfedstava, Ze bakterie nejsou schopny
prezit a riist v t€chto potravinach, coz neni pravda. Navzdory inhibi¢nimu u¢inku nizké aktivity vody,
nejsou potraviny s nizkou aktivitou vody sterilni a mohou tak zlstavat prostfedkem pro pteziti
alimentarnich patogennich mikroorganismt (Chitrakar et al., 2019; Wang et al., 2023). Mnoho
ohnisek alimentarnich onemocnéni je zplsobeno pravé konzumaci suSenych potravin
kontaminovanych Bacillus spp., Cronobacter sakazakii (dtive Enterobacter sakazakii), Clostridium
spp., Escherichia coli O157:H7, Salmonella spp., Staphylococcus aureus atd. Né&které z téchto
alimentarnich patogeni mohou piezivat v potravinach s nizkou aktivitou vody a v prostfedich
pro zpracovani potravin mésice nebo dokonce roky. Ackoli jsou nékteré alimentdrni patogeny
(napt. Bacillus cereus, Clostridium perfringens a Clostridium botulinum) schopny ptezit v téchto
potravinach, musi se nejprve rozmnozit na relativné vysoké populace, nez jsou schopny produkovat
toxiny zpusobujici onemocnéni (Beuchat et al., 2013; Sdnchez-Maldonado et al., 2018).

Obecné se tedy uznava, ze susené potraviny zpomaluji nebo zabraiuji ristu mikroorganismt,
ale pokud je po suseni pfitomen dostatecny pocet patogennich mikroorganismi, muize to piedstavovat
hrozbu pro spotiebitele. Navic, kdyz se susené¢ materidly pouzivaji k pifipravé potravin s vysokou
kone¢nou vodni aktivitou, mize byt podporovan rlst prezivSich organismil. To muze vést

k rychlejSimu znehodnoceni a/nebo vyssimu riziku ndkazy spotiebitele (Beuchat et al., 2013).
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2.2.1 SuSeni

Dehydratace potravin je jednou z nejstarSich metod konzervace potravin. Procesem suSeni se
snizuje aktivita vody a obsah vlhkosti v potravinach, takze je do znacné miry zabranéno rastu
mikroorganismi v potravindch. Pfi konvenénim suseni potravin se teply vzduch pouziva k ohfevu
potravin a k odvadéni par vlhkosti z materidlu, ktery je vystaven suSeni. Vyvoj technologii
pramyslové dehydratace potravin dosahl n¢kolika zmén. Jako prvni se vyuzivalo suseni na slunci,
poté skiifiové a postelové susicky, nasledné rozprasovaci a bubnové susicky. Dalsi pokrok zahrnovaly
vymrazovaci susicky (lyofilizace) a osmoticka dehydratace. Nejnovéjsi technologie dehydratace, také
nazyvané nové technologie suSeni, zahrnuji pouziti vysokého vakua, poklesu tlaku (LPSSD),
infracervené zareni (IR), radiofrekvencni (RF), elektrohydrodynamické, ultrazvukové suseni, ¢i
suSeni superkritickym CO; (ScCO»). Nekteré z téchto novych technologii (tabulka 1) dosahuji velmi
dobrych vysledkl suseni a mikrobialni inaktivace, nicméné jsou omezeny slozitymi susicimi systémy

a vysokymi investi¢nimi néklady (Alp et al., 2021; Chitrakar et al., 2019; Wang et al., 2023).

Lyofilizace je dobfe zndmd technika suSeni diky produkci vysoce kvalitnich suSenych
produkti. Vyhodou je zachovani barvy, struktury, chuti a vyzivové hodnoty. Neni vSak zas tak
spolehlivou metodou pfi inaktivaci nezddoucich mikroorganismili. Technika suSeni mrazem je
ve skutecnosti vynikajicim zplisobem konzervace a Casto se pravé pouziva k susSeni kmentl a
probiotik, aby se minimalizovala jejich biologicka aktivita pro dlouhodobé skladovani. Lyofilizace
pohybuje kolem -50 °C. Pravé zmrznuti i nizkd aktivita vody mohou zvysit odolnost bun¢k (Wang et

al., 2023).
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Tabulka 1 Nové technologie suSeni potravin (Wang et al., 2023).

Technika suSeni

Vyhody

Nevyhody

Mechanismy mikrobialni
inaktivace

Lyofilizace

Potraviny si
zachovavaji tvar,
strukturu, barvu,
nutrienty a chut’

Nakladné zafizeni,
naro¢né na ¢as a energii

Pouziti pro dlouhodobé

skladovani bakterialnich
kmenti, horsi schopnost
mikrobialni inaktivace

Nizka teplota

Tepelna energie

Nizka teplota vede k

. , poskytovana neuplné inaktivaci; rychlé
_ suSeni, vysoka eI v g .
SuSeni ve vakuu - “ prostednictvim odpafovani vodni pary ve
ucinnost suseni a , . M
. kontaktnich desek, vakuu, podobné sterilaci
dobra konzervace . ,
mikrovin suchym teplem
komponent ; ; - -
e Komplexni systém Dobry efekt sterilace
citlivych na teplo e e . , ,
LPSSD a kvslik susiciho zafizeni, velké vlhkym teplem pomoci
Y investice prehraté vodni pary
Bez povrchového
nap¢ti kapalné
faze, vnitini o1 o
’ Superkriticky CO, mtze
struktura ., . oy . e
_ - ... | Velmindkladné a slozité zmeénit permeabilitu
Suseni ScCO; produktu ziistava . L 1.
y i vybaveni membran mikrobidlnich
nedotéena. Pfi <
C . bun¢k
nizkych teplotach
udrzitelnost
vyuziti CO»
T Mechanismus sterilace
. ;o Nerovnomérna distribuce ,
Objemovy ohtev, . . tepelnym efektem,
. , e mikrovln, studena mista, . .
Mikrovinné vysoka ucinnost . « . mikrovlny denaturuji
“ s .o Togit s nestejnomernd kvalita . . s
suSeni suSeni, kratka fyziologicky aktivni latky,

doba suSeni

produktu, bezpecnost
mikrovinného zéreni

jako jsou nukleové
kyseliny a proteiny

Objemovy ohfev,

Nelze rovnomeérné

Mechanismus tepelné

hluboka ohfivat potraviny sterilace, selektivni

RF suSeni penetrace, dobra slozitého tvaru, RF netepelny sterilacni
rovnomernost zafeni, nizka uc¢innost mechanismus pro
produktu ohievu inaktivaci bunék

IR suSeni

Vysoka tc¢innost
suseni, bezpecné

Povrchové ohfati, obecné
vhodné pro materialy s
vysokym obsahem vody
a tenkovrstvé materidly

Mechanismus sterilace
tepelnym efektem

2.3 Vliv konzervace na mikroorganismy

Hlavnim cilem konzervace potravin je modifikovat bakteridlni buiiky tak, aby byly
inaktivovany, jinymi slovy, aby ztratily schopnost se mnozit. Tato modifikace spo¢iva ve zméné
jedné nebo vice bunécnych struktur nebo funkci. Obecné plati, ze se jedna o slozku, jejiz zni¢eni vede

k bunétné smrti, coz znamend, Ze musi spliiovat dva pozadavky: musi byt nepostradatelna
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pro samoudrZbu a replikaci buiiky a je nenahraditelna. Za nejcastéji ovlivnéné bunééné struktury jsou
povazovany vnéjsi a vnitini membrana, peptidoglykan bunécné stény, nukleoid, bunéénad RNA,
ribozomy a riizné enzymy, napiiklad enzymy cyklu kyseliny citronové zapojené do bunécného

metabolismu (Cebrian et al., 2017; Chitrakar et al., 2019).

Bakteridlni bunécnd sténa je nezbytna pro udrzeni tvaru buiiky a neseni zatéZe prostiedi.
Gram-pozitivni bunéfnd sténa se sklada ze sitovitého peptidoglykanu a kovalentné véazanych
polymert kyseliny teichoové a kyseliny lipoteichoové. Mnozstvi polymerti kyseliny teichoové
bunécného povrchu je podstatn€ snizeno pii vysokych teplotach. Nasledné se zvysuje 1 koncentrace
peptidoglykan hydroldzy, enzymu Stépiciho glykosidické vazby mezi cukernymi jednotkami
v peptidoglykanu, coz zptsobuje jeho ubytek (Sakahara et al., 2016).

Ulohou cytoplazmatické membrany je fada dilezitych a/nebo zékladnich funkci. Membréana
obsahuje hlavni hranici vymezujici buné¢nou cytoplazmu a tidi transport a diftizi malych molekul a
vylucovanych proteinli mezi intracelularnim a extracelularnim prostorem. Je slozena ze zhruba
stejnych podili proteint a lipida, kdy hlavnimi lipidovymi slozkami jsou fosfolipidy, které urcuji
vlastnosti membrany, jako je tekutost a ndboj, a moduluji interakce s proteiny asociovanymi
s membranou (Strahl et al., 2017). Pfi stresovych situacich byvd popsdna tvorba membranovych
vezikul a ubytek materidlu membrany, véetné jednoho nebo vice proteini. Membréna se tedy stava
tenci a hlad$i nez plivodni, coz mize vyvolat zménu fyziologického stavu vegetativnich bunck. Jeji
Castecna ztrata funk¢nosti uzce souvisi s ndslednou ztratou vnitini homeostazy. Jednd se o zmény
v transportu latek, ztratu respira¢ni aktivity, osmotickou a pH homeostdzu. Ztrita
intracytoplazmatického materidlu, jako jsou ionty (napf. draslikové), aminokyseliny a proteiny také
zvySuje poSkozeni buiiky, jelikoz tyto latky mohou byt dileZzité pfi jeji reparaci. Porucha integrity
membrany byva prokdzana barvenim propidiumjodidem, coz je nejrozsifencjSi marker integrity
membrany, jelikoz barvivo pronikd pouze do bunck s poskozenymi membranami (Cebrian et al.,

2017; LV et al., 2019; Smelt et al., 2014).

V piipadé tepelnych uprav se ukazalo, ze DNA je jednou z bunécnych slozek s nejvyssi
termostabilitou, a k jeji denaturaci dochazi az pfi sterilacnich teplotach. Zaroven teplo vyvolava
poskozeni v molekule DNA, ktera v§ak mohou byt opravitelnd. Daleko t¢innéj$i jsou tedy inaktivace
jinymi technologiemi, naptiklad vyuZzivajici ionizujici zafeni a UV svétla (Cebrian et al., 2017).
Denaturaci miize zpusobit i kyselé prostfedi, jehoz vlivem dochdzi ke $tépeni fosfodiesterové vazby

v DNA (Duport, et al., 2016).
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RNA je citlivéjsi na pasobeni vysSich teplot nez DNA, diky tomu je denaturace RNA
povazovana za jeden z nejzjevnéjSich dusledkl vystaveni bakteridlnich bun¢k teplu (Cebrian et al.,

2017).

Proteiny jsou distribuovany v bakteridlnich buinikach téméf ve vSech bunécnych strukturach,
bud’ jako strukturalni proteiny (napfi. proteiny podilejici se na transportu latek) nebo jako enzymy.
Velmi dtlezitou roli hraji naptiklad detoxikacni enzymy, jako je katalaza ¢i superoxiddismutéza,
které chrani bunky pfed oxidacnim stresem zptisobenym reaktivnimi formami kysliku nebo enzymy
opravujicimi DNA, které jsou nepostradatelné pii procesu pozdé€jsi obnovy. Tepelné zpracovani
zpusobuje denaturaci a agregaci proteinti v bakteridlnich bunkach, coz mtize vést ke ztraté funkcénosti

(Cebrian et al., 2017; Tuipulotu et al., 2021).

Vzhledem k tomu, Ze ribozomy se sklddaji pfevazn¢ z RNA a proteind, 1ze predpokladat, ze
by mohly byt také dilezitym mistem denaturace. Ve vétSiné ptipadd k nevratné denaturaci ribozomu
dochazi pti teplotach blizkych teplotdm inaktivace bakterii. V souvislosti se stabilitou ribozomt je
diilezit4 tloha ionti hot¢iku, o kterych je zndmo, Ze jsou nezbytné pro udrzeni podjednotek vazanych
k sobé navzdjem. Zaroven inhibuji aktivitu ribonukledzy, coz je enzym, ktery umoznuje hydrolytické
Stépeni fetézce RNA. Je tedy rozumné predpokladat, Ze vyCerpani hoic¢iku z bunky, naptiklad jako
sekundarni dusledek poSkozeni membrany, by mohlo zpilisobit destabilizaci ribozomd, coz by

ptispé€lo k bunécné smrti (Cebrian et al., 2017; Smelt et al., 2014).

Plsobeni tepla také indukuje oxidacni stres, ktery vznika v disledku nerovnovéhy mezi
produkci reaktivnich forem kysliku a dostupnou antioxida¢ni obranou buniky proti nim. Tyto reaktivni
formy kysliku pochazeji z metabolismu kysliku jako vedlejsi produkty bunééného dychani a jsou
nepfetrzit¢ produkovany ve vSech aerobnich organismech. Disledkem je oxida¢ni posSkozeni
proteint, lipidd, polysacharidi a DNA, naruSeni mitochondridlni homeostadzy a snizeni bunéénych
funkci, coz zvySuje rychlost odumirani buiiky. V dusledku reakce na tepelny Sok buitky nedokazi
opravit poSkozené proteiny, ani zastavit Sifeni oxidativniho poskozeni, proto neni ptekvapivé, ze

tepelny stres je obvykle spojen s apoptdzou a nekrézou (Belhadj et al., 2014).

2.4 Faktory ovliviiujici bakterialni inaktivaci teplem

Na tepelnou odolnost daného mikroorganismu ma vliv celé fada dalSich faktort, pti¢emz vliv

vvvvvv
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Aktivita vody v médiu
Tento faktor je velmi dulezity, protoze pokles aktivita vody vyrazné zvysuje hodnoty D v
pusobeni na mikroorganismy. Obecné¢ je suché teplo méné ucinné nez vlhké teplo, protoze bunééné
proteiny, které jsou diilezitou slozkou pro udrzeni Zivotaschopnosti bungk, jsou stabilnéjsi v suchém
stavu. Napftiklad pfi aktivit¢ vody mezi 0,2 a 0,4 jsou spory i vegetativni buiiky odolnéjsi vici
tepelnému stresu (Cebridn et al., 2017; Chitrakar et al., 2019).
pH osetrovaciho média
Tento faktor byl podrobné studovan ve vegetativnich buiikach i ve sporach. Obecné jsou buiiky
odolnéjsi vici vysSim teplotdm pii pH blizkém neutrdlnimu, nad a pod timto optimem tepelna
odolnost klesa. Zarovei jsou buriky i spory citlivéjsi k zahtivani v kyselém prostiedi (pfi niz§im pH).
Spory nemohou v disledku nizkého pH kli¢it ve vegetativni buniky. Z praktického hlediska se
okyselovani potravin dlouho pouziva jako strategie ke zvySeni u€innosti tepelnych Gprav za ucelem

ziskani bezpecnych a stabilnich potravin (Alp et al., 2021; Cebrian et al., 2017).

Slozeni oSetrovaciho média

Kromé vnitiniho u¢inku pH a aktivity vody maji slozky oSetfovaciho média také vliv na pteziti
bunck. Obecné se predpoklada, ze komplexni média, kterd obsahuji hodné cukrt, polypeptidd,
polyalkoholii, aminokyselin ¢i glycerolu, chrani bunky pfed tepelnou inaktivaci. Také pifitomnost
nékterych iontd v kultivaénim médiu ma tendenci zvySovat odolnost bakterii vii¢i zvySené teploté.
Ptikladem jsou dvojmocné kationty Ca?*a Mg? ", o kterych je znamo, Ze stabilizuji molekuly a/nebo
bunécné struktury vcetné ribozomi, vnéj$i membrany a molekuly DNA. Naopak soli jako
fosfore¢nany, polyfosforecnany a dusitany maji tendenci sniZzovat tepelnou odolnost. Etanol a
pfirodni antimikrobialni latky, jako jsou éterické oleje nebo nisin, také snizuji tepelnou odolnost
bakterii. Pfedpoklada se, ze naruSuji integritu vngj$i a cytoplazmatické membrany (Cebrian et al.,

2017; Chitrakar et al., 2019).

Faze rustu

Exponencialné rostouci buiiky jsou obvykle citlivéjsi na teplo nez buniky ve stacionarni fazi
rastu. Tato skutecnost se ¢asto vysvétluje zvySenim exprese alternativnich sigma faktorti po vstupu
do stacionarni faze. Tyto alternativni sigma faktory fidi transkripci podskupiny genil zapojenych
do odolnosti vuci stresu takovym zplisobem, Ze nékteré z téchto genli mohou hrat roli pfi preziti
v teple, naptiklad geny zapojené do stabilizace a opravy DNA, protedzy a kataldzy. Zaroven
sporotvorné bakterie na konci exponencialni riistové faze zacinaji tvotit endospory (Cebridn et al.,

2017; Logan et al., 2016).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 26

Riistova teplota

Obecné se predpoklada, Ze termofilni mikroorganismy jsou odolné&jsi viici zvysené teploté nez
mikroorganismy mezofilni ¢i psychrofilni. Diivodem je jejich odlisné chemické a strukturalni slozeni
nc¢kterych bunéénych struktur. NejobecnéjSim vysvétlenim tepelné tolerance vegetativnich
bakterialnich bunék je modifikace sloZzeni mastnych kyselin a proteinii membrany, ¢imz upravuji jeji
fluiditu (tekutost) tak, aby byla zachovéana stejnd permeabilita pfi rozdilnych teplotach. Naptiklad
delsi délka mastného acylového fetézce a zvySeny podil mastnych kyselin s pfimym fetézcem snizuji
fluiditu membrany. Navic u mikroorganismu rostoucich pti vyssich teplotach byl zjistén vyssi obsah
proteint tepelného Soku (heat shock proteins). Tyto proteiny vykonavaji rizné bunécné funkce,
véetné spravného skladani, eliminace nebo opravy proteinti, které mohly byt poskozeny teplem, ale

také termostabilizaci n¢kterych struktur, jako je membrana (Cebridn et al., 2017; Hellman, 2016).

Koncentrace kysliku

Snizeni obsahu kysliku a Zivin vede zpravidla ke sniZzeni metabolické aktivity bakterii a
zastaveni rustu bakterii (Pagan & Garcia-Gonzalo, 2015). Nicméné buiiky vystavené tepelnému
stresu se 1épe zotavuji za anaerobnich podminek, za podminek s nizkym redoxnim potencidlem nebo
za piitomnosti antioxidanti fungujicich jako zhaSece reaktivnich forem kysliku. Toto je
pravdépodobné zplisobeno pravé ucinngjSi kontrolou produkce téchto nestabilnich molekul a
poskozenimi takto zpisobenymi. Tepelné Gpravy mohou zvysit uroven intracelularniho oxidacniho
stresu mnoha zplusoby. Miuze to byt napiiklad tepelnd inaktivace detoxikacnich enzymi
(napt. kataldzy, superoxiddismutazy, alkylperoxidadzy), ztrata vyznamnych redukovanych thiold
(napt. glutationu) Gcastnicich se pfenosu pies permeabilizovanou membranu, nebo to mohou byt
poruchy fyziologické funkce elektrontransportniho fetézce s naslednym zvySenim produkovanych
ROS (Cebrian et al., 2017).

Mezi dal$i plsobici faktory lze zatadit teplotu obnovy nebo sloZeni regenera¢niho média.
Pokud se susené potraviny pouzivaji k ptipravé potravin s vysokou kone¢nou vodni aktivitou, mize
byt béhem regenerace podpotfen rust subletdlné¢ poskozenych mikroorganismi, coz muze
pfedstavovat riziko ndkazy. Typickym piikladem mulze byt dehydratovand kojeneckd vyziva,

ptipadné dalsi potraviny (Cebrian et al., 2017; Chitrakar et al., 2019).

2.5 Mechanismy preziti nepriznivych podminek

V prostiedi s nepfiznivymi podminkami vétSina organismui aktivuje mechanismy stresové
reakce v disledki suboptimalnich podminek, jako je napi. hladovéni, subletalni tepelné podminky,

suboptimalni pH, osmoticky stres nebo pfitomnost organickych kyselin ¢i dalSich latek s moznosti
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inhibice rGstu a mnoZeni. Reakce na bunécny stres jsou slozité a zahrnuji rozsahlé propojené
transkriptomické, enzymatické a metabolické Upravy k zajisténi preziti za jinak nepfiznivych
podminek. Zaroven dochézi k ptechodnému zastaveni riistu a poklesu intracelularniho pH. Za ur¢itym
bodem uz buiitka nezvlada stres a dojde k jejimu poskozeni. Poranéné bunky potiebuji ¢as na opravu,
bunék jiz nemize zotavit. Pokud nejsou schopny tvofit kolonie, 1ze jej povazovat za mrtvé. Nékteré
buniky se vSak mohou zotavit, coz miize vést ke vzniku kiizové rezistence, tedy vétsi odolnosti

mikrobialni populace (Chitrakar et al., 2019; Smelt et al., 2014).

Kdyz jsou bakterie vystaveny prostfedi s nizkou vodni aktivitou, musi vyrovnavat osmolaritu
jejich vnitiniho bunééného slozeni se slozenim vnéjsiho prostfedi, aby se zabranilo ztraté vody.
Bakterie maji fadu bunéénych mechanismd, které se ti€astni tohoto procesu osmoregulace. Napiiklad
bunka B. subtilis, modelového organismu rodu Bacillus Siroce pouzivané¢ho ke studiu zakladnich
biologickych procest, za téchto okolnosti zpocatku importuje velké mnozstvi draselnych iontl jako
nouzovou stresovou reakci, aby omezila ztratu vody. Pokud osmoregelacni stres pretrvava, nasleduje
adaptacni faze, kdy se snizuje mnozstvi zasoby drasliku a castecné se nahrazuje rozpusténymi
elektricky neutralnimi, nizkomolekularnimi a kompatibilnimi latkami. Tyto organické osmolyty jsou
vysoce shodné s fyziologii bunky, coz umoziuje jejich akumulaci do mimofadné vysokych
intracelularnich koncentraci, aniz by ovlivnily chemické pochody, jako je naptiklad funkce enzymd.
Mezi dva dilezité zastupce téchto kompatibilnich solutl patii glycinbetain a L-prolin. Diky tomu je
zajisténo zadrzovani vody v bunice a udrzovani vitalniho turgoru bunky s vysokou osmolaritou, coz
muze v bakteridlni buiice omezit ztratu vody (Hoffmann a Bremer, 2017; Chitrakar et al., 2019;

Kohlsteht et al., 2014).

Sporotvorné ty€inky mohou také pretrvavat a prezivat v drsnych podminkach prostiredi
produkci endospor a tvorbou biofilmi. Tyto bakterie jsou schopny aktivovat specifickou sadu genti
zapojenych do sporulace, ktera trvd mnoho hodin, a probih4 v n€kolika fazich, které nakonec vedou

ke zralé spote. Proces je znazornén na obrazku 1.

Sporulace zac¢ina vytvofenim asymetrické ptepazky, na které je maly oddil pohlcen matefskou
bunikou. Nasledné se postupné vytvaii typickad struktura spor. Spory B. cereus jsou protahlé,
charakterizované jadrem obklopenym vnitini membranou, peptidoglykanovou kiirou, vnitinim
plastém a vnéjSim plastém (Smelt et al., 2014; Tuipulotu et al., 2021). Zkopirovana bakteridlni DNA
je uzaviena do membranove vazaného jadra, které je propustné pouze pro nékteré malé¢ molekuly a
ionty vcéetné¢ vody. Slozita struktura obalovych struktur obklopuje jadro, které zadrzuje velké

molekuly a poskytuje mechanickou stabilitu. Zékladni plazma je naplnéna vysokou koncentraci
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kyseliny dipikolinové (spojené s ionty vapniku se stejnou molaritou) a malymi proteiny rozpustnymi
v kyselin€, zatimco je odstranéno znacné mnozstvi vody (az 75 % vlhké hmotnosti) (Dittmann et al.,

2015).

Uvolnéni spory Plast
Dozravani spory

e ~-UmmD -

Kliceni spory a vznik
vegetativni buniky

Kortex a vnéjsi obaloveé
vrstvy dokonceny

o Builka je rozdélena
Vegetativni bufika \ sporangium a presporu.
Aktivni syntéza obalu
okolo prespory
Tvorba kortexu
Sporangium
Fepspora (matefskd buiika)
Septum Prospora

Obrazek 1 Tvorba spor sporotvornym B. cereus (Vidic et al., 2020)

Plast

Vnéjsi
membrana

Kortex

Bunécéna sténa

DNA Vnitini membrana

Obrazek 2 Struktura bakterialnich spor (Vidic et al., 2020)

Bakterialni spory (obrazek 2) maji témét nulovou metabolickou aktivitu a jsou odolné vici

zahtivani, mrazu, vysychani, y-paprskiim a ultrafialovému zéafeni, které by normalné usmrtily
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vegetativni bakterie. Naptiklad hodnota Dos °c (203 °F) pro B. cereus odpovida ptiblizné dobé 24 minut,
nicméné jiné kmeny vykazuji vyssi tepelnou odolnost, a proto jsou schopnéjsi prezit teplotu varu.
Davka ozatovani pro 90% snizeni poctu je mezi 1,25 a 4 kGy, pro vegetativni buniky odpovida pouze
hodnoté 0,17-0,65 kGy. Mnoh¢ studie prokazaly, ze pravé ptfitomnost vysoké koncentrace malych
proteinti rozpustnych v kyselém prostiedi zakladni plazmy spory je klicovym faktorem pro zajiSténi

této odolnosti, ¢imZ usnadiiuji piezivani spor v nehostinném prostiedi, dokud se nevrati ptiznivejsi

podminky (Dittmann et al., 2015; Griffiths a Schraft, 2017).

Kdyz se podminky stanou pfiznivymi, napt. za optimalni teploty, spora zacne klicit a jadro
spory se nakonec vyvine v novou vegetativni buniku. Ke kli¢eni spor mize dochazet v teplotnim
rozmezi od 5 °C do 50 °C ve vaiené ryzi a od -1 °C do 59 °C v laboratornim médiu. Glycin, neutralni
L-aminokyseliny a purinové nukleotidy vyvolavaji kli¢eni, pficemz L-alanin je aminokyselinou
podporujici nejvice kliceni. Prodlouzeni doby kli¢eni bakterialni spory mtize byt zpisobeno poruchou
mechanismu germinace nebo naruSenym vyvojem vegetativniho stavu (Griffiths a Schraft, 2017;

Smelt et al., 2014).

Biofilmy jsou definovany jako bakterialni populace uzaviena v matrici, ktera pfilne k sob¢
navzdjem a/nebo povrchim (abiotickym i zivym tkanim) nebo rozhranim. Tvofii se, kdyz se
stresované bakterialni buniky zacnou pfipojovat k povrchu, a vylucuji ochrannou vrstvu tvofenou
extracelularnimi polysacharidy, proteiny a nukleovymi kyselinami (obrazek 3). Tato vrstva obaluje
bakteridlni populaci a poskytuje ji, jak ochranu, tak moznost pro interakci s prostiedim (Chitrakar
etal., 2019). B. cereus v biofilmech produkuje ve srovnani s planktonickymi buiikami vys$§i mnozstvi
sekundarnich metabolit, enzymd, jako jsou kataldzy a superoxiddismutdzy, coz pfispiva k jeho
obran¢ (Tuipulotu et al., 2021). Biofilmy se skladaji pfevazn¢ z vegetativnich bun¢k, nicméné B.

cereus je schopen tvofit spory 1 v ramci biofilmi (Huang, 2020).

Bunky

= Exopolysacharidy
D Spory

A\
= (
L5
A St
Adheze bunek k povrchu —#  Tyorba mikrokolonii —# Zraly biofilm —» Disperze bunék z biofilmu

Obrazek 3 Schematicky diagram zvyraziujici faze tvorby biofilmu u B. subtilis (Alav et al., 2018)
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Pfitomnost spor v biofilmu tak proptjcuje vysokou odolnost vici neptiznivym vliviim a
vysokou pfilnavost k rliznym substratim, vcetné nerezové oceli, coZ je material Siroce pouzivany
v potravinafskych provozech Jejich hydrofobni povaha spolu s pfitomnosti nerovnosti na povrchu
umoziuje sporam piilnout k nékolika typlim povrchii snadnéji nez u vegetativnich bunék. Spory
vzniklé v biofilmu také vykazuji odli§né vlastnosti od spor planktonickych bunék. Jsou vétsi, maji
vyssi tepelnou odolnost a nizs$i kapacitu kli¢eni. Zaroven mohou mit vyS$S$i odolnost vuci
environmentalnim stresim, vcetné sanitaCnich a antimikrobidlnich latek Siroce pouzivanych
v potravinarském primyslu (Huang, 2020; Majed et al., 2016). Napftiklad dle Faille et al. (2014)
vykazovaly spory B. cereus odloucené z biofilmu vétsi odolnost vici CIP (Clean-in-Place) nez
samotné biofilmy. Diky témto vlastnostem pak mohou pfetrvavat na riznych zatizenich po dlouhou
dobu a ptedstavovat zdroj kontaminace potravinatrskych produktd. V tabulce 2 jsou uvedeny faktory

ovliviiyjici tvorbu biofilmu.

Tabulka 2 Pasobeni faktora prostiedi na tvorbu bakteridlniho biofilmu v potravinaiskych provozech
(Pagan & Garcia-Gonzalo, 2015)

Faktor Obecny ucinek
Textura Drsny povrch podporuje iniciaci biofilmu
Hydrofobicita Hydrofobn} povrch podporuje uchyceni bakterii s hydrofobnimi
vlastnostmi
Povrchovy ndboj Pf.otlkladn’e povrchové naboje substratu a buniky podporuji
pfichyceni

a) Nizsi teploty vedou k jednotnéjsim vlastnostem polysacharidi,
které stimuluji tvorbu biofilmu

b) Nizsi teploty snizuji povrchové napéti bunék a Groven
hydrofobicity, coz vede k nizsi tvorbé biofilmu

Pokles koncentrace kysliku v biofilmech snizuje bakterialni
metabolickou aktivitu a inhibuje rist bakterii

Vyssi smykové rychlosti snizuji uchyceni bakterii,

ale zvySuji hustotu a tloustku biofilmi

a) Vysokd osmolarita potravinové matrice inhibuje tvorbu
biofilmu

b) Vliv pH a iontové sily na tvorbu biofilmu prosttednictvim
zmén povrchové hydrofobicity a ndboje

Teplota

Koncentrace kysliku

Hydrodynamické uc¢inky

Slozeni potravinové matrice

Mikrobialni interakce Proménlivy Gcinek

Studiu mikrobidlnich biofilml byla v poslednich desetiletich vénovana zna¢na pozornost.
Pro kultivaci a kvantifikaci biofilmi se v soucasné dob& pouziva fada riznych metod, jako jsou
zkumavkovy test, radioaktivni znaCeni, mikroskopie, test na agaru s kongo cerveni atd., nicméné
Christensenova metoda a jeji modifikace stale patii mezi nejcastéji pouzivané testy. Pravé modifikace

v mikrotitracnich destickdch vyuziva toho, Ze jsou jamky mikrotitracni desticky pouzity jako
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kultiva¢ni nadobka, nasledné jsou bunky biofilmu detekovany barvenim a vysledky jsou méteny

spektrofotometricky (Stepanovic et al., 2007).

2.6 Virulence Bacillus cereus

2.6.1 Toxiny

Bakterie skupiny B. cereus, které lze vzhledem k jejich rozSifenosti nalézt v raznych
potravinach, a které jsou schopny produkovat nékolik typii toxind, jsou spojovany se dvéma
odliSnymi formami otrav z potravin: emetickym a prijmovym syndromem. Porovnani je uvedeno

v tabulce 3.

Tabulka 3 Srovnani onemocnéni z potravin zpisobena Bacillus cereus (Griffiths a Schraft, 2017)

Vlastnost Prijmovy syndrom Emeticky syndrom
Typ toxinu Protein Cyklicky polypeptid
Tvorba toxinu V tenkém stfeve hostitele V potravinach
Inkubacéni doba 8-16 hodin 0,5-5 hodin
Délka onemocnéni 12-24 hodin (n€kdy >24 hodin) 6-24 hodin
Infekéni davka 10°-107 pozitych bunék 10°-108 bunék/g potraviny
Bolesti biicha, vodnaty prijem, Nevolnost, zvraceni, obéasny
Priznaky .
obcasnd nevolnost prijem
Masné vyrobky, polévky, mi¢ko a Ryze, té€stoviny, nudle, pecivo
Rizikové potraviny | mlécné vyrobky, zelenina, pudinky a
omacky

Emeticky typ otravy jidlem je zplisoben pozitim cereulidu, ktery se tvoti v potravinach, kdyz
se bakterie pomnoZi na vyssi pocet (tj. >10° CFU/g). Nicméné byla hlaSena alimentarni onemocnéni
zpusobend i1 niz§im poctem. Tento toxin je cyklicky polypeptid kodovany genem ces. Cereulid je
termostabilni (121 °C po dobu 2 hodin pti pH 7,0), coz znesnadituje jeho zni¢eni bézné pouzivanymi
osetfenimi. Také je vysoce odolny viici protedzové aktivité a ziistdva aktivni v gastrointestindlnim
traktu diky toleranci k zaludec¢ni kyseliné. Jeho kumulace v potravinach tedy piedstavuje potencialni
riziko, protoZze neni zni¢en pii nésledné piipravé nebo vyrobé potravin ani po prichodu

gastrointestinalnim traktem (Bourdichon et al., 2021; Gdoura-Ben et al., 2019). Nizozemsky narodni
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institut pro vetejné¢ zdravi a zivotni prostfedi navrhl, ze jiz davka cereulidu 1,8 pg/kg télesné

hmotnosti vyvolava zvraceni (Jovanovic et al., 2021).

Prijmovy typ otravy jidlem je zptisoben jednim nebo nékolika termolabilnimi enterotoxiny,
které se mohou tvofit v tenkém stfevé pii poziti vyssiho poctu bun€k B. cereus. Enterotoxiny
produkované bakteriemi skupiny B. cereus, které hraji hlavni roli v prijmovém onemocnéni, jsou
hemolysin BL (HBL) kédovany geny hblA, hblB, hblC a hblD; nehemolyticky enterotoxin (NHE)
kédovany geny nhed, nheB a nheCa cytotoxin K kodovany genem cytK. Tyto enterotoxiny
zpusobuji poSkozeni epitelidlnich bun€k tvorbou porii, coz vede k poskozeni mikroklkti, osmotické
lyze stfevnich epitelidlnich bunék a naslednému prijmu (Gdoura-Ben et al., 2019; Tuipulotu et al.,

2021).

Produkce toxini je dilezitym aspektem patogenity B. cereus, kterd zplisobuje nejen obranu
proti jinym mikroorganismiim, ale i imunitni odpovéd’ hostitele. Navic pfi bunééné 1yze zptsobené
toxiny dochéazi k uvolnéni zivin dalezitych pro bakterie. K cytotoxicité¢ a hemolytické aktivité
ptispivaji také fosfolipazy, hemolyziny (kddované Hlyl, Hlyll a HlylIl), enterotoxin FM (kdédovany
entF'M) ¢i enterotoxin T. Funkce enterotoxinu FM byla zpochybniovana, jelikoz nesdili podobnost s
jinymi enterotoxiny a sam o sob¢ neni cytotoxicky. Pfesto se podili na motilité, tvorbé biofilmu a
adhezi k buiikam epitelu, které jsou dilezité pro progresi infekce (Jovanovic et al., 2021). Zarovern se
predpoklada, ze funguje spiSe jako peptidaza bunécné stény nez jako funkcni enterotoxin, nicméné

pfesna role tohoto toxinu neni zndma a vyzaduje tedy dal$i zkoumani (Tuipulotu et al., 2021).

Hemolyza je klicovym faktorem mnoha kment B. cereus. Toxiny HBL, NHE a cytotoxin K
diky své schopnosti tvofit pory také indukuji hemolyzu. Nicméné B. cereus také exprimuje
hemolytické toxiny, tzv. hemolyziny, které se pfimo vazi na membranu erytrocytd a zptisobuji tak
jejich strukturalni zmény. Pfikladem je hemolyzin I, ktery je schopen se vazat na cholesterol

na bunééném povrchu a tvofit transmembranové pory béhem infekce (Tuipulotu et al., 2021).

Z divodu omezeni poctu ohnisek nakaz zpisobenych bakteriemi skupiny B. cereus, bylo
vyvinuto Usili, aby se zabranilo vyskytu té€chto bakterii v potravinarskych komoditach. Prevence ristu
B. cereus v potravinach je dilezitd jak u kmeni produkujicich emeticky toxin, tak u kment
produkujicich dalsi enterotoxiny. Tvorba enterotoxinu za¢ina ve fazi exponencidlniho riistu, podobné
jako u cereulidu. Pokud tedy chceme zabranit otravé jidlem vyvolané B. cereus, je dllezité zabranit
bakteriim dosdhnout nebo udrZet poet bunék pod prahem 10° CFU /g zplsobujicim intoxikaci.
V primyslovém prostfedi mohou byt pfijata riiznd opatfeni k zabranéni ristu B. cereus, jako je
spravna vyrobni praxe (GMP), analyza rizik kritickych kontrolnich bodi (HACCP) ve vyrobnim

procesu, hygienicky design zafizeni, vhodné postupy €isténi a dezinfekce s pouzitim vysokych teplot
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s naslednym rychlym ochlazenim kvili zabranéni sporulaci, a kontrola chladiciho fetézce béhem
skladovani a prepravy. Pokud jsou tyto postupy peclivé dodrzovany, m¢l by byt pocet potravin
kontaminovanych B. cereus, a tedy riziko pro spotiebitele, minimalizovano (Jovanovic et al., 2021).
Dtlezitym faktorem je i to, jak spotfebitel zachazi s potravinami, jelikoZ ¢etna ohniska jsou praveé
zpiisobena v disledku nespravné manipulace s potravinami v domécnosti. Toto zjisténi zdUraziuje
potfebu pokracovat v poskytovani informaci spotiebitelim o dilezitosti spradvného zachdzeni
s potravinami v domadcnostech. Je také zasadni zdiraznit vyznam etiket na potravinach, které
spottebitelim pomohou dodrzovat pokyny pro ptipravu, spotiebu a uchovani potravin, ¢imz mohou
zamezit napiiklad nedodrzovani vhodnych podminek skladovéni ¢i tepelné tpravy (EFSA, 2015,

2023).

V soucasnosti vSak zadny legislativni pfedpis nevyzaduje systematicky screening potravin
na kontaminaci timto patogenem. V ramci EU se jediné nafizeni, které stanovi bezpe€nostni limit
pro B. cereus v potravinach, tykéa suSené pocatecni kojenecké vyzivy se stanovenym maximalnim
limitem 50 CFU/g (Natizeni Komise (ES) ¢. 1441/2007). Dle zpravy EFSA (2017) mezi nynéjsi
pouzivand U¢innd kontrolni opatfeni patii tepelné zpracovani, vysoky hydrostaticky tlak, pulzni
svétlo, ozafovani, chemické dezinfekéni prostiedky a po vyrobé udrzovat potraviny chlazené
pii <7 °C (nejlépe pti < 4 °C). Vétsina téchto oSetteni je relativné ti€inna proti vegetativnim bunikdm,
ale n¢které z nich nedokazou inaktivovat spory a dosud zadnd bézné pouzivand kontrolni metoda
pouzivand v potravinarském primyslu nedokaze inaktivovat cereulidové toxiny. Nicméné jako
prevence se provadi kvantitativni stanoveni emetického toxinu (cereulidu) pomoci kapalinové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) dle CSN EN ISO 18465. K inaktivaci

nejodolnéjSich bakterialnich spor je zapotiebi kombinace vysokého tlaku a vysoké teploty.

Klicovy vyznam pro ur€eni virulence kmenti ma identifikace toxinovych gend, které jim
propujcuji virulentni potencial. Metody detekce toxint a charakterizace kment pro produkci toxinti
nejsou standardizovany. V diisledku toho neni k dispozici Zadna standardizovand metoda pro rutinni
pouziti pti kontrole potravin. Nékteré pokrocilé metody jsou vSak predmétem zkoumani (Vidic et al.,
2020). Naptiklad byly vyvinuty metody zaloZené na polymerazové fetézové reakci (PCR) pro hledani
skupiny chromozomalnich gent pro toxiny Nhe, Hbl a pro gen emetického toxinu ces. Pouziti téchto
metod ukazalo, ze geny zodpovédné za produkci toxini mohou byt pomérné rozsitené (Griffiths a

Schraft, 2017).
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2.6.2 Antibioticka rezistence

Alimentarni ohniska zptisobend B. cereus jsou obecné povazovéana za benigni a spontanné
odezni, tedy nevyzaduji uzivani antibiotik. Nicméné& byly také zaznamenany i nékteré zadvazné nebo
extrémné zéavazné piipady, zejména u imunosuprimovanych osob. V téchto pfipadech je
antimikrobialni 1écba dulezitym prostftedkem k eliminaci patogenti z potravin. V duasledku
nespravného ¢i nadmérného uzivani antibiotik vznika antimikrobialni rezistence, coz vede k selhani
antibiotické 1écby (Yu et al, 2019). Druhy ze skupiny B. cereus Casto vykazuji rezistenci
k B-laktamovym antibiotikim, jako jsou penicilin, ampicilin, amoxicilin, oxacilin, cefalotin a
cefoxitin, ktera souvisi se schopnosti kment syntetizovat B-laktamézu, tedy enzym degradujici
B-laktamova antibiotika. VétSina zastupcli druhu B. cereus je také rezistentni ke kotrimoxazolu,
fosfomycinu, streptomycinu, tetracyklinu, trimetoprimu a ceftriaxonu, v zavislosti na kmenech byvaji
také rezistentni k ciprofloxacinu, klindamycinu, tetracyklinu a levofloxacinu. Naopak jsou zcela
citlivé k chloramfenikolu, klindamycinu, vankomycinu, erytromycinu a gentamicinu (EFSA 2016;

Haque et al., 2021).

Rezistence bakterii viici antibiotikiim pfedstavuje problém pro lidské zdravi, a proto je nutné
vyhodnocovat rizna antibiotika pomoci testli antimikrobialni citlivosti, aby bylo mozné provést
screening ucinnych antibiotik pro zajisténi lepSi kontroly onemocnéni zplsobenych B. cereus

z potravin (Haque et al., 2021).
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II. PRAKTICKA CAST
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CILE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo vytvofit ucelenou literarni reSer$i zaméfenou na vyskyt
aerobnich sporotvornych ty¢inek v potravinach, véetné popisu faktord, které mohou ovliviiovat jejich
rast.

Hlavnim cilem bylo v praktické ¢asti z mikrobiologicky nerizikovych potravin izolovat a

dostupnymi metodami identifikovat sporotvorné bakterie a provést jejich charakterizaci. V ramci

naplnéni tohoto cile byla pozornost zamétena na:

e sledovani plisobeni teploty na rist,
e antibiotickou rezistenci,
e geny virulence,
e tvorbu biofilmu.
V neposledni fad€ byly vyhodnoceny a diskutovany ziskané vysledky a z nich zformulovany

zavery této prace.
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1 Popis vzorki

Mikroorganismy byly izolovany z modelovych vzorki pasterovanych masovych pomazanek
vyrobenych pod vedenim prof. Bunky Ing. Pétovou v Laboratofi vyzkumu jakosti a bezpecnosti
potravin na Katedfe logistiky Fakulty vojenského leadershipu Univerzity obrany Brno v listopadu
roku 2022. Dale byly mikroorganizmy izolovany z lyofilizovaného ovoce. Vzorky ovoce byly
zakoupeny v trzni siti, a také opet vyrobeny ve stejné laboratofi Univerzity obrany (v prib&hu mésict
dubna a kvétna v roku 2022).

3.2 Pomiicky, zafizeni a pouzité chemikalie
BéZné pouzZivané zarizeni a pomiicky:
e box, kahan, ockovaci klicky, rukavice

e pipeta 10 pl (Eppendorf), pipeta 20 pl (Eppendorf), pipeta 100 ul (Eppendorf), pipeta 200 pl
(Eppendorf), pipeta 1000 ul (Eppendorf), pipeta 1-5 ml (Eppendorf), pipetovaci Spicky bez

filtru rizné velikosti
e sterilni Petriho misky @ 60 mm a @ 90 mm, 5ml zkumavky, stojanek na zkumavky
e VX-200 Vortex Mixer (Labnet), Biosan Vortex V-1 plus
e termostat

e mikroskop, mikroskopicka sklicka

Molekularné biologické metody:
e sterilni 0,2ml, Iml a 1,5ml mikrozkumavky, stojanky na mikrozkumavky
e Spicky s filtrem
e kit DNeasy® Blood Tissue (QIAGEN)
e kit komponenty: PBS, proteindza K, Buffer AL, pufr W1, pufr W2, elu¢ni pufr
e centrifuga MiniSpin (Ependorf), Dry Block Termostat TDB-100 (Biosan)

e PCR komponenty: GoTaq R G2 Green Master Mix (Promega), Red Tag DNA Polymerase 2x
Master Mix (VWR), primery FD1, FD2 (kapitola 3.4.3), dalsi uvedeny v tabulce 5 (kapitola
3.6.2) a 6 (kapitola 3.7), PCR voda
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e PCR cykler Bio-Rad C1000 Thermal Cycler

e Tecan Infinite M200 PRO

e Erlenmeyerova baiika, odmérny valec

e agardza (SeaKem® LE Agarose for gel electrophoresis), 5x TAE pufr
e UV vizualiza¢ni ¢inidlo Red gel

e Perfekt™ 100 bp DNA Ladder (EURX)

o clektroforéza multiSUB maxi, multiSUB mini

e UV transluminator SynGene

e SPRIselect Bead-Based Reagent, magneticky stojanek (Magnetic Stand-96)

Testovani vlivu ptlisobeni teploty na rust (kapitola 5.6):
e centrifugacni zkumavky typu Falcon

e osobni bioreaktor RTS-1C (Biosan)

Diskova difuzni metoda (kapitola 5.7.1):
o zékalomér (Densi-La-metr)
e um¢lohmotné sterilni zkumavky pro Densi-La-metr o objemu 10 ml

e antibiotické¢ disky (amikacin, chloramfenikol, ciprofloxacin, klindamycin, erythromycin,
gentamicin, imipenem, levofloxacin, meropenem, norfloxacin, penicilin G, tetracyklin,

tobramycin, trimethoprim a vankomycin)
e pinzeta
e posuvné métitko, Cerny papir

Biofilm
e 96jamkova mikrotitracni desticka

e Tecan Infinite M200 PRO
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3.3 Priprava kultiva¢nich médii a roztoki

BHI Broth (Brain Heart Infusion Agar)

Cislo Sarze M210-500G, vyrobce HiMedia Laboratories

sloZeni:12,5 g teleci mozkova infuse (suSina), 5 g mozkovo srdcova infuse (susina), 10 g
proteosovy pepton, 5 g chlorid sodny, 2,5 g hydrogenfosforecnan (di)sodny, 2 g dextroza
pouZziti: Pro pomnoZeni a kultivaci nutriéné narocnych mikroorganismu

priprava: Navazeno 37,0 g ptipravku do 1000 ml destilované vody, zahtivano do uplného

rozpusténi, rozplnéno do zkumavek a sterilizovano v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 minut.

priprava BHI agaru: Navéazeno 14,8 g pfipravku a 6 g agaru do 400 ml destilované vody,
zahtivano do Uplného rozpusténi a sterilizovano v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.

Pfed nalévanim na Petriho misky diikladné promichano.

Nutrient Broth

¢islo Sarze M002-500G, vyrobce HiMedia Laboratories

sloZeni: 5 g/l masovy pepton, 1,5 g/l hovézi extrakt, 1,5 g/l kvasni¢ny extrakt, 1,5 g/l chlorid
sodny

pouZziti: Obecné pouzitelné tekuté kultivacni médium

priprava: Navazeno 13,0 g ptipravku do 1000 ml destilované vody, zahtivano do uplného

rozpusténi a sterilizovano v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.

Mueller Hinton Agar, MHA

Cislo Sarze M173-500G, vyrobce HiMedia Laboratories

sloZeni: 300 g/l hovézi masova infuse, 17,5 g/l enzymaticky hydrolyzat kaseinu, 1,5 g/1 Skrob,
17 g/l agar

pouZiti: Pro stanoveni citlivosti mikroorganismu k antimikrobialnim latkdm difusni diskovou

metodou. SloZeni ptipravku odpovida pozadavkim CSN EN ISO 10272-1

priprava: Navazeno 38,0 g ptipravku do 1000 ml destilované vody, zahtivano do uplného
rozpusténi a sterilizovano v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 minut. Pfed nalévanim na Petriho

misky dikladné promichéno.
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Fyziologicky roztok
e pouZiti: Pro potieby fedéni vzorkl
e priprava: Navazeno 4,3 g chloridu sodného do 500 ml destilované vody, zahtivano do

uplného rozpusténi a sterilizovano v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.

3.4 Izolace a identifikace

3.4.1 Zhodnoceni Cistoty kultur

Kultury mikroorganismd, které byly pouzity v této diplomové praci, byly ze vzorki potravin
vyizolovany Ing. Babkovou, Ing. Huilovou v ramci jejich probihajicich studii béznymi metodami

vyuzivanymi pro izolaci mikroorganismil z potravin a byly poskytnuty s jejich laskavym svolenim.

Nejprve byla zhodnocena velikost a morfologie kolonii po kiizovém roztéru. Bylo nutné, aby
se na miskach vyskytovaly pouze kolonie stejné morfologie, protoZze rtizné vyhlizejici kolonie
obvykle znaci pfitomnost jinych druhl. Zhodnoceni ¢istoty vybranych narostlych kolonii byla poté

provedena Gramovym barvenim a naslednym mikroskopovanim.

Vybrané kmeny byly z BHI pidy pieockovany do BHI bujonu. Po 24hodinnové kultivaci byla
vzniklé suspenze mikroorganismil pfenesena pomoci pipety na podlozni sklo a ponechana na vzduchu
zaschnout, ptipadné se zafixovala plamenem kahanu. Takto zaschly vzorek byl zaképnut roztokem
krystalové violeti. Roztok se nechal ptisobit po dobu 60 sekund. Déle byl bez oplachu prevrstven
Lugolovym roztokem, ktery se necha ptisobit opét po dobu 60 vtetin. Nasledné byl roztok rychle smyt
destilovanou vodou béhem 1 sekundy a odbarven acetonem do odtékani barvy, maximalné vSak
po dobu 25 sekund. Nakonec se preparat dobarvi roztokem safraninu. Jeho pfevrstveni probihalo
1 minutu, poté byl oplachnut destilovanou vodou. Preparat byl ususen vlozenim mezi dva filtraéni
papiry. Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci mikroskopu. Mikroorganismy s grampozitivni

bunécnou sténou se barvily modie, naopak gramnegativni mély barvu bun€k ¢ervenou.

3.4.2 1Izolace DNA

Izolace byla provedena podle protokolu doporuc¢eného vyrobcem izola¢niho kitu DNeasy®

Blood Tissue (QIAGEN).

Pipetou byl z BHI bujonu odebran 1 ml kultury, kterd byla pfenesena do cisté¢ 1,5 ml
mikrocentrifugani zkumavky typu Eppendorf a umisténa do rotoru centrifugy a centrifugovana

(14 500 rpm; 5 minut). Pfebyte¢ny supernatant byl odstranén a byly pfidany tfi roztoky: 200 ul PBS,
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20 pl proteinazy K a 200 ul DNA vazebného pufru (Buffer AL). Vznikld smés se diukladné
promichala pomoci michadla vortexu po dobu 1 minuty a poté byl vzorek centrifugovan (6000 rpm;

30 sekund).

Nésledné byla smés 10 minut inkubovéna v termobloku pfi teplot¢ 56 °C, prevedena
do kolonky na sbérné zkumavce a bylo k ni pfidano 200 pl ethanolu. Cely set byl jemné zamichan
pomoci vortexu a centrifugovan (8 000 rpm; 1 minuta). Supernatant byl odstranén a bylo pfidano
500 pl pufru W1, poté byl set centrifugovan (8 000 rpm; 1 minuta). Roztok prosly filtrem kolonky
byl opét odstranén a bylo pfidano 500 pl pufru W2. Kolonka byla centrifugovana (14 000 rpm;

3 minuty), aby doslo k odstranéni zbytkového promyvaciho pufru.

Kolonka s navdazanou DNA byla pfenesena do nové mikrocentrifugaéni zkumavky a
do kolonky bylo pipetovano 100 pl eluéniho pufru (Elution buffer). Po uplynuti 10 minut, byl
kolonkovy set centrifugovan (8 000 rpm; 1 minuta). Béhem centrifugace doslo k uvolnéni DNA z

kolonky a jeji shromédzdéni ve sbérné zkumavce.

Stanoveni koncentrace DNA bylo provedeno spektrofotometricky na piistroji Tecan Infinite
M200 PRO, kde byla desticka proméfovana pti vinové délce 260 a 280 nm. Jako slepy (negativni)
vzorek (blank) zde byl pouzit elu¢ni puft.

3.4.3 Amplifikace DNA genii pro sekvenaci 16S rRNA

Do sterilni 1,5ml mikrozkumavky byla v PCR boxu pfipravena smés mastermixu dle
doporuceni vyrobce, jejiz slozeni pro 1 reakéni smés o celkovém objemu 20 pl obsahovalo: 10 pl
GoTaq Hot Start Green MM, 7 pl PCR vody, 1 pl primeru FDI a 1 pl primeru RD1. VSechny
komponenty byly pted pfipravou mastermixu promichdny pomoci vortexu. Dale byl promichan i
samotny mastermix, ktery byl nasledné rozpipetovan po 19 ul do popsanych a nachystanych sterilnich

0,2 ml mikrozkumavek.

Nasledné byl do kazdé mikrozkumavky jesté pfidan 1 pul DNA a obsah kazdé zkumavky byl
kratce stocen. V piipad€ negativni kontroly byla DNA nahrazena 1 pul PCR vody. Mikrozkumavky
byly poté umistény do PCR cykleru Bio-Rad C1000 Thermal Cycler a byl pouzit pfedvoleny program
upraveny dle protokolu (anealingové teploty) pouzitych primerti. Pocatecni denaturace probihala
po dobu 5 min pii 95 °C; nasledovalo 35 cykli denaturace pii 92 °C po dobu 60 s, annealingu
pti 55 °C po dobu 30 s, extenze pii 72 °C po dobu 1 min; a zadvérecna extenze pii 72 °C po dobu

5 min. Takto pfipravené vzorky byly vizualizovany pomoci gelové elektroforézy.
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3.4.4 Vizualizace DNA

Béhem piipravy gelové elektroforézy bylo nutné zacit fedénim zasobniho
10xkoncentrovaného TAE roztoku na pracovni koncentraci 1x TAE. Jeden litr tohoto pracovniho

roztoku byl vysledkem smichani 100 ml 10x TAE s 900 ml destilované vody.

Dle délky amplifikovaného useku DNA byl pro ucely detekce ptipravovan 1% agardézovy gel.
Pouzitim mikrovinné trouby byly v Erlenmeyerové batice rozvateny 1 g agarézy v 100 ml 1x TAE.
Po uplném rozvareni bez viditelnych castic byly pfidany 2 kapky vizualiza¢niho ¢inidla pro DNA
(Red gel). Ochlazeny obsah bariky byl nasledné nalit do pfipravené elektroforetické vanicky o objemu
cca 100 ml s umisténymi hiebinky pro pozadované mnozstvi jamek. Takto pfipraveny gel se nechal

ztuhnout pii pokojové teploté alespoil po dobu ptl hodiny.

Po vyjmuti ¢el vanicky a hiebinkli se tuhy gel vlozil do elektroforetické nadoby zaplnéné
1 x TAE tak, aby byl gel zcela ponofen. Do prvni a posledni jamky gelu byl napipetovan velikostni
standard 100 bp DNA Ladder o objemu 3 pl, nasledné byly aplikovany 4 pl analyzovanych vzorki
véetné negativni kontroly. Pfed nandSenim jednotlivych vzorki byl vzdy cely objem dokonale
promichan pomoci pipety. Nasledné byla elektroforetickd nddoba uzaviena a spusténa pii elektrickém

napéti 90 V po dobu 40 minut.

Po probéhnuté separaci vzorki byl zdroj odpojen, gel s vani¢kou vyndan a amplikony DNA
vizualizovany pomoci UV transluminatoru SynGene. Gel byl vyfocen pomoci programu GeneSnap

(https://genesnap-from-syngene.software.informer.com/7.1/) a pofizeny snimek byl popsan a

vyhodnocen pomoci odhadu velikosti isekit DNA oproti velikostnimu standardu.

3.4.5 Purifikace

Ziskana DNA byla pfecisténa podle protokolu vyrobce kitu na bazi magnetickych kulicek
(SPRIselect Bead-Based Reagent).

Nejprve bylo do mikrozkumavek k PCR produktu pfidano mnozstvi kulicek v poméru 1:1,
tj. 15 pl a vznikla suspenze byla diikladné promichana na vortexu a inkubovana 10 min pfi pokojové
teploté. Poté byl obsah mikrozkumavek piepipetovan do mikrotitracni desticky, kterd byla umisténa
na magneticky stojanek po dobu 4 min. Supernatant byl odstranén a kulicky s navazanou DNA byly
promyty 180 pl 85% ethanolu. Po uplynuti 4 minut byl odstranén ethanol a kuli¢ky byly vysouseny
v termobloku po dobu asi 5 minut. Nasledné byly kulicky pomoci pipety diikkladné promichany v
30 ul PCR vody a inkubovany 4 minuty mimo magneticky stojanek. Déle byly zkumavky umistény
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na magneticky stojanek po dobu 2 minut. Nakonec bylo do mikrozkumavek odebrano 15 pl

supernatantu, jez obsahoval precisténou DNA.

Takto precisténé vzorky byly oznaceny a posldny na sekvenaci do laboratofe spole¢nosti

SEQme (Dobfis).

3.4.6 Identifikace izolovanych mikroorganismi sekvenaci produkti PCR

Ziskané sekvence obsahovaly mista, ktera pfistroj nedokazal zaznamenat. K jejich tipravé byl

pouzit program DNA Baser Assembler (https://mybiosoftware.com/dna-baser-3-2-5-dna-sequence-

assembly-analysis.html), kdy spravna chybé&jici baze byla pfidana pomoci urceni nejvyssiho piku

v chromatogramu upravované sekvence. Editované nezndmé sekvence byly ptevedeny do formatu
FASTA a nasledné srovnany s nejpodobnéjSimi zndmymi sekvencemi z databazi pomoci

specializovaného softwaru BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), ktery je bezplatné

k pfistupu na adrese http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/.

3.5 Testovani vlivu ptsobeni teploty na rust

Vybrané kmeny byly z BHI piidy pfeockovany do BHI bujonu. Po 24hodinnové kultivaci bylo
do zkumavek oznacenych dle pfislusnych kment napipetovano 1 ml inokula a dobfe promichdno
ve fyziologickém roztoku. Zakal ziskané suspenze byl méfen denzimetrem, jelikoz vysledny zakal
musel odpovidat hustoté 0,5 dle McFarlanda. Sterilni a oznacené centrifugaéni zkumavky typu Falcon
byly naplnény 30 ml NUTRI bujoénu a poté zaockovany 50 pl suspenze mikroorganismi. Bylo

dilezité, vicka zkumavek peclivé utdhnout.

Nasledné byly zkumavky umistény do osobniho bioreaktoru RTS-1C (Biosan), v programu
RTS-1 byly nastaveny parametry kultivace a byla spusténa inkubace po dobu 24 hodin. Nastavené
parametry byly nasledujici: rychlost otacek 500 rpm, frekvence reverznich otacek 1 s, objem vzorku

30 ml, frekvence méfeni 30 min a teplota (25 °C, 30 °C a 40 °C).

Vyhodnoceni riistu bakterii bylo provedeno ze ziskanych dat sestavenim rastové kiivky (viz.

Obrazek 4) zavislosti optické hustoty kultury (ODsso) na Case (t) v zavislosti na teploté.


https://mybiosoftware.com/dna-baser-3-2-5-dna-sequence-assembly-analysis.html
https://mybiosoftware.com/dna-baser-3-2-5-dna-sequence-assembly-analysis.html
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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Obrazek 4 Typicka rastova kiivka bakteridlni populace ziskana dvéma metodami sledujicimi rist
(dle Maier a Pepper, 2015)

3.6 Testovani citlivosti na antibiotika

3.6.1 Diskova difiizni metoda

Testovani antimikrobidlni rezistence pomoci diskové difizni metody bylo zalozené
na pokynech Evropského vyboru pro testovani antimikrobidlni citlivosti (European Committee on
antimicrobial susceptibility testing; EUCAST) (EUCAST, 2023). Vybrané kmeny byly nao¢kovany
na BHI plidy a nésledné pieockovany do BHI bujonu.

Po 24hodinnové kultivaci byl do oznacenych zkumavek piislusnych kment napipetovan 1 ml
inokula a vSe bylo dobfe promichano ve fyziologickém roztoku. Vysledny zdkal (denzita) ziskané
suspenze byla méfena denzimetrem (Densi-La-metr), jelikoz musela odpovidat standardu 0,5 dle
McFarlanda. Piipravené inokulum se oCkovalo na Mueller Hinton agar pomoci pipety, kdy se
na povrch pidy napipetoval 1 ml suspenze a krouzivym pohybem se rozlil po celé jeji plose, aby
doslo k rovnomérnému rozmisténi inokula. Bylo diilezité, plotnu nechat dobie uschnout, pfiblizné

po dobu 10 minut. Pfebyte¢nou tekutinu bylo mozné odsat.

Nasledné byly na Petriho misku umistény pomoci sterilni pinzety piisluSné antibiotické disky
(Oxoid), kazdy disk bylo potfeba jemné¢ ptitisknout, aby cela jeho plocha byla v kontaktu s povrchem
pudy. Na jednu plotnu se vzdy pokladalo maximalné€ 6 diskii uspotadanych do kruhu.

Pro kazdy kmen bylo pouzito 15 riznych antibiotickych diskl. Testované antimikrobidlni

latky a jejich koncentrace jsou uvedeny v tabulce 4).
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Po aerobni inkubaci v termostatu pii 35 °C po dobu 18 hodin byla stanovena citlivost kazdého
izolatu pro kazdou antimikrobidlni latku meéfenim inhibi¢ni zoény (v mm). Vysledky byly
interpretovany jako citlivé (C), intermediarni (I) a rezistentni (R) v souladu dle kritérii EUCAST pro
Bacillus spp. S vyjimkou antibiotik amikacinu, chloramfenikolu, gentamycinu penicilinu G,
tetracyklinu, tobramycinu a trimethoprimu, jelikoz nebyla definovéana specificka kritéria pro Bacillus
spp. ani v EUCAST, ani v pokynech institutu pro klinické a laboratorni standardy (Clinical &
Laboratory Standards Institute; CSLI). Pro tyto antimikrobidlni latky byly tedy pfijaty hrani¢ni
hodnoty uréené Staphylococcus spp. (EUCAST, 2023)

Tabulka 4 Hrani¢ni priméry inhibi¢nich zon pro Bacillus spp. u testovanych antibiotik (dle

metodiky EUCAST)
Antibiotikum | zkratka obsah disku v primér inhibi¢ni z6ny v mm pro kategorii
ng citlivy > intermediarni | rezistentni <
Imipenem IPM 10 30 - 29
Meropenem MRP 10 25 - 24
Ciprofloxacin CIP 50 24-49 23
Levofloxacin LE 50 24-49 23
Norfloxacin NX 21 - 20
Vancomycin VA 10 10 - 9
Erythromycin E 5 24 - 23
Clindamycin CD 2 17 - 16
Penicilin P 29 - 28
Chloramfenikol C 30 18 13-17 12
Gentamycin HLG 120 15 13-14 12
Amikacin AK 30 17 15-16 14
Tetracyklin TE 10 19 15-18 14
Sulfamethazol / 5 16 11-15 10
trimethoprim R

Tobramycin TOB 10 15 13-14 12

3.6.2 Detekce genii antimikrobialni rezistence pomoci PCR

Tato metoda byla aplikovana pouze u mikroorganismti, u kterych byla prokézana rezistence
pomoci diskové difuzni metody. Geny, u kterych byla testovéana jejich pfitomnost a sekvence jejich

primert, jsou uvedeny v tabulce 5.
Nejdiive byly uvnitt PCR boxu nachystany zdsobni roztoky pfisluSnych primerii ptidanim
PCR vody v objemu uddavaném dodavatelem primerti, aby byla ziskana odpovidajici koncentrace

100 uM. Vzniklé premixy byly zfedény na pracovni koncentraci 10 uM, tj. napipetovanim 90 pl PCR
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vody a 10 pl zdsobniho roztoku primeru do 0,5 ml sterilni mikrozkumavky. VSechny komponenty

byly pted zacatkem prace promichdny pomoci vortexu. Vysledné premixy byly stoc¢eny.

Tabulka 5 Pouzité primery pro detekci vybranych genil antibiotické rezistence

Skupina ATB Geny Primery Sekvence Reference
penp-ST-F TTGTTACATATTCTCCAATCACAG
én
perp penp-ST-R GGCCAAACGATAGCAATG
Q. Wash et al.
i blaOXA-S TGGGACGGGGTCAAGCG (2022)
betalaktamova F
blaOXA = 6XAS
R TCTTGAATCATCATGCGCTTGAC
blazR TGACCACTTTTATCAGCAACC (2021)
- vmIR-S-F GAAGCGTACGGATGCCC
Vil
linkosamidy vmlR-S-R CCAGCACTTCTTGTCTTTCTG
ImrB-S-F GATGCCGATTATGATTTCCTTG
ImrB Wash et al
ImrB-S-R ATCGGCAGAAGCAGCATAG (2022) :
mp h'é'SH' AATCGGGATGAATCTGCCTATGTA
mphK
mp h'é'SH' CACCTGCCACCGACTCTCTGA
makrolidovd 2 ErmB-F CATTTAACGACGAAACTGGC
erm
ErmB-R GGAACATCTGTGGTATGGCG
ErmC-R CAAACCCGTATTCCACGATT (2021)
) norA-F TTCACCAAGCCATCAAAAAG
fluorochinolony | norA
norA-R CTTGCCTTTCTCCAGCAATA

Posléze byl do sterilni 1,5ml mikrozkumavky v PCR boxu pfipraven mastermix dle
doporuceni vyrobce kitu, jejiz sloZeni pro 1 reakéni smés o celkovém objemu 20 pl bylo nésledujici:
10 pl GoTaq Hot Start Green MM, 7 ul PCR vody, 1 pl primeru F a 1 pl primeru R daného genu.
Vsechny komponenty byly pfed piipravou mastermixu promichany pomoci vortexu. Déle byl
promichdn i samotny mastermix, ktery byl nasledné€ rozpipetovan po 19 pl do popsanych a

ptipravenych sterilnich 0,2 ml mikrozkumavek.

Nasledné byl do kazdé mikrozkumavky jesté pfidan 1 ul DNA a obsah kazdé zkumavky byl
kratce stocen. V piipad€ negativni kontroly byla DNA nahrazena 1 pul PCR vody. Mikrozkumavky
byly poté umistény do PCR cykleru a byl spustén pfedvoleny program: po¢atecni denaturace po dobu

3 min pti 95 °C; nésledné 34 cykli denaturace pti 95 °C po dobu 30 s, teplota annealingu (pro kazdy
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gen uvedena v tabulce 6) po dobu 30 s, extenze pii 72 °C po dobu 1 min; a zdvéreCna extenze

pfi 72 °C po dobu 10 min. Po probéhnuti reakce byly vzorky podrobeny gelové elektroforéze.

Tabulka 6 Teploty annealigu pro pouzité sady primert k testovani geni antibiotické rezistence

Geny Primery Teplota annealingu (°C)
enp-ST-F
penp Perp 54
penp-ST-R
blaOXA-S-F
blaOXA 63
blaOXA-S-R
blazF
blaZ 54
blazR
vmIR-S-F
vmiR 56
vmIR-S-R
ImrB-S-F
ImrB 60
ImrB-S-R
mph-2-SH-F
mphK 63
mph-2-SH-R
ErmB-F
ermB 53
ErmB-R
ErmC-F
ermC 53
ErmC-R
norA-F
norA 54
norA-R

Dle ocekavané délky amplifikovaného useku DNA byl pfipravovan 1,5% agardézovy gel.
Pomoci mikrovinné trouby byly v Erlenmeyerové baiice rozvareny 3,75 g agarézy v 250 ml 1x TAE
pufru. Po Uplném rozvateni bez viditelnych ¢astic bylo ptfidano 5 kapek vizualiza¢niho ¢inidla pro
DNA (Red gel). Ochlazeny obsah baiiky byl nésledné nalit do ptipravené elektroforetické vanicky
o objemu cca 250 ml s umisténymi hiebinky pro poZzadované mnozstvi jamek. Takto pfipraveny gel

se nechal ztuhnout pii pokojové teploté alespont po dobu 1 hodiny.

Po vyjmuti Cel vanicky a hiebinkli se tuhy gel vlozil do elektroforetické vany zaplnéné
1x TAE tak, aby byl gel zcela ponofen. Do prvni a posledni jamky gelu byl napipetovan velikostni
standard Perfekt™ 100 bp DNA Ladder (EURx) o objemu 3 ul, nasledn& byly aplikovany 4 ul
analyzovanych vzorkl v€etn€ negativni kontroly. Pfed nanaSenim jednotlivych vzorki byl vzdy cely
objem dokonale promichdn pomoci pipety. Nasledné¢ byla elektroforeticka nddoba uzaviena a

spusténa pii elektrickém napéti 90 V po dobu 1 hodiny a 20 minut.
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Po probéhnuté separaci vzorkli byl zdroj odpojen, gel s vani¢kou vyndan a tiseky DNA
vizualizovany pomoci UV transluminatoru SynGene. Gel byl zdokumentovan pomoci programu
GeneSnap from SynGene a potizeny snimek byl popsén a vyhodnocen pomoci odhadu velikosti usekit

DNA oproti velikostnimu standardu.

3.7 Detekce genii virulence pomoci PCR

Tato metoda byla aplikovana pouze u mikroorganismt identifikovanych jako Bacillus cereus.

Pouzité primery jsou uvedeny v tabulce 7.

Postup ptipravy primerti i PCR smési byl stejny, jako je popsan v kapitole 5.7.2. Nésledné
byly mikrozkumavky umistény do PCR cykleru Bio-Rad C1000 Thermal Cycler a nastaven program
dle publikace Owusu-Kwarteng et al. (2017): pocatecni denaturace po dobu 3 min pii 95 °C; nasledné
35 cyklt denaturace pii 94 °C po dobu 30 s, annealing pii 58 °C po dobu 45 s, extenze pii 72 °C
po dobu 1,5 min; a zadvérecna extenze pii 72 °C po dobu 5 min. Po prob¢hnuté reakci byly vzorky

podrobeny gelové elektroforéze, jak je popsano vyse v kapitole 5.7.2.
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Tabulka 7 Primery pouZité pro detekci gent virulence
Geny Primery Sekvence (5'-3') Reference
HBLAI GTGCAGATGTTGATGCCGAT
hblA HBLA2 ATGCCACTGCGTGGACATAT
L2A AATGGTCATCGGAACTCTAT
hbic L2B CTCGCTGTTCTGCTGTTAAT
L1A AATCAAGAGCTGTCACGAAT
hbID L1B CACCAATTGACCATGCTAAT
nheA 344 S TACGCTAAGGAGGGGCA
nhed nheA 843 A GTTTTTATTGCTTCATCGGCT
sheB nheB 1500 S CTATCAGCACTTATGGCAG Owusu-Kwarteng
nheB 2269 A ACTCCTAGCGGTGTTCC etal. (2017)
nheC 2820 S CGGTAGTGATTGCTGGG
nhe€ nheC 3401 A CAGCATTCGTACTTGCCAA
CK-F-1859 ACAGATATCGG(GT)CAAAATGC
R CK-R-2668 TCCAACCCAGTT(AT)(GC)CAGTTC
ENTA ATGAAAAAAGTAATTTGCAGG
entbM ENTB TTAGTATGCTTTTGTGTAACC
cesF1 GGTGACACATTATCATATAAGGTG
Ces cesR2 GTAAGCGAACCTGTCTGTAACAACA
FHEMAF CGTGAGAAAGCAAAACGC
Alyd FHEMAR TCAACAGAAACTGGAGAATGAT
FHLYTI GATTCTAAAGGAACTGTAG
Ayl RHLYII GGTTATCAAGAGTAACTTG
bchem1 AATGACACGAATGACACAAT
Al bchem4 TCATCGCACTACCACCTAAT
cerAl ACTGAGTTAGAGAACGGTAT Kim et al. (201)
cerd cerA2 CGCTTACCTGTCATTGGTGT
cerB1 TCGTAGTAGTGGAAGCGAAT
cert cerB2 AGTCGCTGTATGTCCAGTAT
cerOf GTATCTACTTGGAATSAAAAG
cer0 cerOr TAATCTGTATTGTTATGAAC
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3.8 Testovani tvorby biofilmu

Pro kultivaci a kvantifikaci biofilmu byla vyuzita modifikovand Christensenova metoda

s vyuzitim mikrotitracni desticky.

Z vybranych testovanych bakterii byly pfipraveny suspenze ve fyziologickém roztoku tak,
aby jejich denzita odpovidala zdkalu o hodnoté 1,0 McFarlandovy stupnice. Do pfipravené
mikrotitraéni desticky bylo do kazdého sloupce pipetovano 200 pl BHI bujonu. Néasledné bylo
do kazdé jamky A-F tadku pfidano 10 pl suspenze bakterii. Vzdy 3 jamky pfislusely jednomu
mikroorganismu, posledni 3 obsahovaly pouze ¢isty bujon a slouzily pro kontrolu sterility (obrazek

5). Takto pfipravena desticka byla inkubovéana po dobu 24 hodin v termostatu pfii teploté 35 °C.

Nasledujici den, po uplynuti doby inkubace, byl obsah desticky vylit do odpadni nadoby a
3krat opatrné promyt destilovanou vodou. Nasledné bylo do vSech jamek piidano 150 pl krystalové
violeti a desticka byla inkubovéna pfi pokojové teploté 30 minut. Po uplynuti dané doby bylo barvivo
z jamek odstranéno proplachnutim destilovanou vodou, vyklepanim do odpadni nadoby a desticka
byla ponechana uschnout. Poté bylo pomoci pipety aplikovano 200 ul 96% etanolu, ktery se nasledné
nechal pasobit po dobu 15 minut, aby vyluhoval pfebyvajici barvivo ze stén jamek. Nakonec byl

obsah desti¢ky opét vylit do odpadni nadoby (Silhova-Hruskova et al., 2015).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

CIH* | B21B | I1H | B43 B7 B7C | B28C | B23A | C2H | B4D | B2H | B1H

B27B | B3G | BI1E | B18H | B14C | B4H | B15 | B11H | B8&2 | B81 | BI8B | NK

oo™ gl Q| W o

Obrazek 5 Schéma naneseni vzorki do mikrotitracni desticky

* analyzované kmeny bakterii; NK — negativni kontrola

Vyhodnoceni bylo provedeno spektrofotometricky na ptistroji Tecan Infinite M200 PRO, kde

byla desticka prométovana pti vinové délce 595 nm. Jako blank bylo pouzito ¢isté médium BHI.

Interpretace ziskanych vysledkti vyzadovala stanoveni hrani¢ni hodnoty, kterd oddélila kmeny
produkujici biofilm od kment neprodukujicich biofilm. Vyslednd data ze spektrofotometru byla
zprumérovana, jelikoz vSechny testy byly provedeny v trojim opakovéni. Primérné hodnoty optické

denzity (OD) se vypocitaly pro vSechny testované kmeny a jamky s Cistym bujonem (negativni
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kontroly). Nasledné byla stanovena hrani¢ni hodnota (ODc), definovana jako soucet primérné
hodnoty OD pro negativni kontroly a trojndsobek smérodatné odchylky (SD). Takto ziskané vysledky
byly rozdéleny do tii kategorii na zadklad¢ porovnani namétenych hodnot OD proti vypoc¢tené hrani¢ni

hodnoté (Stepanovi¢ et al., 2007).
e Kmen netvori biofilm: OD < ODc
e Kmen slabé tvoii biofilm: ODc < OD <2 ODc

e Kmen silné tvoii biofilm: 2 ODc¢ > OD
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Identifikace bakterii pomoci sekvenace bazi

Vsechny bakterialni kmeny byly identifikovany s pouzitim sekvenace genu pro 16S rRNA.

V tabulce 8 jsou zaznamenany hodnoty shody v procentech s identifikovanymi bakterialni kmeny.

Tabulka 8 Vysledky identifikace bakterii sekvenaci gent pro 16S rRNA

Testované bakterie Sekvenace(;gzi —shoda Identifikované bakterie
B7 100 Bacillus cereus
B11E 99 Bacillus cereus
B21B 100 Bacillus cereus
B27B 100 Bacillus cereus
B8&2 99 Bacillus cereus
B4D 100 Bacillus pumilus
B14C 99 Bacillus pumilus
B81 100 Bacillus thuringiensis
B1H 100 Cytobacillus horneckiae
ClH 100 Cytobacillus horneckiae
B23A 99 Fictibacillus phosphorivorans
B2H 100 Lysinibacillus fusiformis
B4H 100 Lysinibacillus fusiformis
B28C 100 Lysinibacillus fusiformis
B18H 99 Paenibacillus amylolyticus
C2H 100 Paenibacillus glucanolyticus
ITH 99 Paenibacillus humicus
B3G 100 Paenibacillus odorifer
B43 100 Paenibacillus taichungensis
B11H 99 Priestia aryabhattai
B15 100 Priestia flexa
B7C 99 Psychrobacillus psychrodurans

Sekvenaci gentl pro 16S rRNA bylo identifikovano celkem 22 grampozitivnich kmenti, mezi
zjisténé kmeny patfili zastupci rodt Bacillus (B. cereus, B. pumilus, B. thuringiensis), Cytobacillus
(C. horneckiae), Fictibacillus (F. phosphorivorans), Lysinibacillus (L. fusiformis), Paenibacillus
(P. amylolyticus, P. glucanolyticus, P. humicus, P. odorifer, P. taichungensis), Priestia

(Pr. aryabhattai, Pr. flexa) a rodu Psychrobacillus (Ps. psychrodurans). Pro lepsi zndzornéni je



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 53

zastoupeni jednotlivych identifikovanych druh uvedeno na obrazku 6 Identifikace sporotvornych

tyCinek dosahovala vysoké miry shody, ve vét§ing ptipadii byla 100%.

©® Bacillus cereus

® Bacillus pumilus
Bacillus thuringiensis

@ Cytobacillus horneckiae

© Fictibacillus phosphorivorans

© Lysinibacillus fusiformis

@ Paenibacillus amylolyticus

@ Paenibacillus glucanolyticus
Paenibacillus humicus

@ Paenibacillus odorifer

() Paenibacillus taichungensis
Priestia aryabhattai

Priestia flexa

Psychrobacillus psychrodurans

Obrazek 6 Vyhodnoceni podilu identifikovanych kment podle ptislusnych druhti

4.2 Testovani vlivu piisobeni teploty na rist

Vyhodnoceni rdstu bakterii bylo provedeno ze ziskanych dat sestavenim rustové kiivky
zavislosti optické hustoty kultury (ODsso) na Case (t). Na obrazcich 6-14 jsou vyobrazeny jednotlivé
rustové kiivky pro testované bakteridlni kmeny ziskané kultivaci za 3 riznych teplot. U kazdé teploty

byla provedena 2 méfeni, z nichz byly vysledky zprimérovany.

Na rastové kiivee Bacillus cereus B7 (obrazek 7) odpovidajici kultivaci pti 30 °C byl patrny
zacatek exponencialni faze po dvou a ptl hodinach kultivace a jeji konec v 10,5. hodin€ po dosazeni
hodnoty absorbance 1,51. Nasledovala stacionarni faze, ve které byla kultivace ukoncena. Ktivka
znazornujici 40 °C méla kratsi lag-fazi a exponencialni faze zacala uz ve druhé hodiné kultivace.
Oproti ptedchozi teploté byl rist daleko pomalejsi, nicméné od 14. hodiny dosahovala vyssich hodnot
absorbance (1,52). Pfi ukonceni kultivace stdle dochdzelo k pozvolnému ristu, tedy maximalni
absorbance byla 1,94. Naopak kiivka znazornujici rast pii teploté¢ 25 °C méla pfi porovnani
s ptedchozimi dvéma teplotami dvojnésobné delsi lag-fazi a exponencidlni faze tedy zacala az v paté
hodin¢ kultivace. Nicméné oproti teplot¢ 30 °C byla tato faze delsi a riist se zastavil na hodnoté

absorbance 1,81 po 14. hodin€, nasledné ristova kiivka postupné klesala na hodnotu 1,58.
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Obrazek 7 Rustové kiivky Bacillus cereus B7 kultivovaného za 3 riznych teplot
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Obrazek 8 Rustové kiivky Bacillus cereus B21B kultivovaného za 3 rGznych teplot

Co se tyce rastové kiivky Bacillus cereus B21B (obrazek 8) kultivovaného pti 30 °C, tak
zacatek exponencialni faze byl po péti a pil hodindch kultivace a jeji konec nastal po dosazeni
hodnoty absorbance 1,55 v 15. hodiné. Po dvouhodinové stacionarni fazi, nasledovala fdze odumirani,

kdy pfi ukonceni kultivace byla hodnota absorbance 1,07. Teplota 25 °C a 30 °C nebyla pro rlst
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tohoto kmene pfizniva, jelikoz z riistové kiivky byla patrnd pouze lag-faze a hodnota absorbance

nepiesahla 0,23.

Minimalni teplota pro rist B. cereus se obvykle pohybuje od 10 °C a maximalni az do 45 °C,
pricemz optimdlni teplota je ptiblizn€ 37 °C (Logan et al., 2016). Tyto informace odpovidaji ristovym
kiivkam B7, jelikoz testovany kmen roste pti vSech 3 teplotach. Zaroven kiivka pii teploté 40 °C
dosahuje nejvyssi hodnoty absorbance, coz je teplota blizka optimu. Také B21B roste pii vSech
teplotach, nicméné jsou zde patrné velké rozdily u testovanych teplot, zejména u teploty 30 °C oproti
25 °C a 40 °C. Je mozné, ze tento kmen je spiSe mezofilni, jelikoz prave pfi teploté 30 °C vykazoval

nejvyssi rust.

2,0

1,6
— 1,2
)
O o8

0,4

0,0 m—

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Cas (h)
)5 °C e 30 °C 40°C

Obrazek 9 Rustové kiivky Bacillus pumilus B4D kultivovaného za 3 riznych teplot

Bacillus pumilus B4D (obrazek 9) kultivovany pii 30 °C mél zacatek exponencidlni faze po
paté hodin¢ od zacatku inkubace a jeji konec byl v 15. hodiné po dosazeni hodnoty absorbance 1,36.
Nasledovala stacionarni faze, ktera trvala hodinu a nasledn¢ faze odumirani. Kultivace byla ukonc¢ena
pfi absorbanci 0,89. Kfivka znazoriiujici inkubaci pii 40 °C méla o hodinu kratsi lag-fazi,
tzn. exponencialni faze zacala ve 4. hodin¢ kultivace. Stacionarni faze zde téméf nebyla (trvala pouze
30 minut) a po dosazeni maximalni absorbance 1,39 v 13. hodin¢, dochazelo k jejimu poklesu
az na hodnotu 0,55. Pfi porovnani s piredchozi kiivkou lze fici, ze ob¢ ristové kiivky mély piiblizné
stejny tvar, nicméné pii 40 °C byl rust rychlejsi, tedy vSechny faze prob¢hly diive. Naopak kiivka

pro 25 °C méla delsi lag-fazi trvajici do 5. hodiny. Nésledovala pozvolné faze rtstu, kdy nejvyssi
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hodnota absorbance byla 0,96. Hodinu pted ukon¢enim kultivace (23. hodina) zacala hustota bunck

postupné¢ klesat.

Dle Logan et al. (2016) je B. pumilus schopen ristu pii minimdalni teploté 5 °C a maximalni
teploté 50 °C. Lze fici, ze toto vysoké rozpéti odpovida i naSemu testovani, kdy B. pumilus rostl
pfi vSech teplotach. Z grafu je také mozné vy¢ist, Ze jeho optimalni teplota odpovida 30-40 °C, jelikoz

ob¢ kiivky dosahuji nejvyssi absorbance a maji podobny tvar.
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Obrazek 10 Ristoveé kiivky Cytobacillus horneckiae B1H kultivovaného za 3 riznych teplot

Pti 30 °C zacina rust u Cytobacillus horneckiae B1H (obrazek 10) po ¢tyfech a ptl hodinach.
Po dosazeni hodnoty absorbance 0,73 v 8. hodiné rastova kiivka lehce klesala az do konce pokusu.
V této exponencidlni fazi byla kultivace ukoncena a bylo dosazeno hodnoty absorbance 2,19.
Pro kiivku zndzornujici inkubaci pii 40 °C nastala faze riistu oproti piredchozi teploté asi o hodinu
pozd¢ji (4,5 hodin) a béhem 16. hodiny dosdhla hodnoty své nejvyssi absorbance a to 0,42.
Pti ukonceni kultivace kiivka dosahovala absorbance 0,37. Kfivka odpovidajici ristu pti 25 °C méla
delsi lag-fazi a zacatek exponencidlni faze byl v 8. hodiné kultivace. Rust se zastavil pfiblizné
pted 14. hodinou na hodnoté absorbance 0,63, pak rlstova kiivka postupné klesala az na hodnotu

0,33.

Dle studie Vaishampayan et al. (2010), ktera jako prvni popsala C. horneckiae, rostl tento
pfi teplotach 4-32 °C a pii teploté 50 °C jiz nebyl schopen riistu. Dle rastovych kifivek je patrné, Ze
kromé testovanych teplot 25 a 30 °C je schopny rustu i pfi teploté 40 °C. Nejvyssi absorbance bylo
dosazeno pfi teploté 30 °C.
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Obrazek 11 Ruastové kiivky Lysinibacillus fusiformis B2H kultivovaného za 3 riiznych teplot

Na rustové kiivee Lysinibacillus fusiformis B2H (obrazek 11) odpovidajici kultivaéni teploté
30 °C byl patrny zacatek exponencidlni faze po dvou a ptl hodiné kultivace a jeji konec v 12,5. hodiné
po dosazeni hodnoty absorbance 2,11. Nasledoval pokles, nicméné kolem 19. hodiny byl
zaznamenam mirny nartst hodnoty absorbance, jejiz konecnd hodnota ve staciondrni fazi byla 2,03.
Kftivka znazoriujici inkubaci pti 40 °C méla podobnou délku lag-faze, exponencialni faze vSak byla
daleko kratsi oproti ptedchozi teploté, zacala ve 2,5 hodin¢ kultivace a skoncila v hodiné desaté, kdy
dosahovala nejvyssi hodnoty absorbance 1,21. Nésledna stacionarni faze trvala do 16. hodiny, poté
nasledovala faze umirdni. Kiivka pro teplotu 25 °C méla pfi porovnani s piedchozimi dvéma
teplotami dvojnasobné delSi lag-fazi, rastova faze zacala az po Sesté hodin¢ kultivace. Oproti
pfedchozim teplotdm byl rist daleko pozvolnéjsi a dochazelo k nému az do ukonceni kultivace.

K rastu L. fusiformis dochazi pti teplotach 17-40 °C (Failor et al., 2016). Tyto informace opét
souhlasi s nasi studii, jelikoz testovany kmen roste pfi vSech teplotach. Nicméné dle vysoké hodnoty
absorbance u kiivky pii 40 °C, lze usuzovat, ze muze rist i v teploté lehce pfesahujici 40 °C. Dle

rustovych kiivek je mozné prohlasit, ze jeho optimalni teplota se pohybuje kolem 30 °C.
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Obrazek 12 Ruastové kiivky Paenibacillus glucanolyticus C2H kultivovaného za 3 riiznych teplot

Paenibacillus glucanolyticus C2H (obrazek 12) rostouci pfi teploté 30 °C mél hodinovou lag-
fazi nasledovanou minimélnim rastem. Béhem 12,5 hodiny absorbance doséhla hodnoty 0,31 a
do konce kultivace byla konstatni. Kfivka znazornujici rast pti 40 °C méla zacatek exponencidlni faze
po 6,5 hodin¢ kultivace. Po dosazeni hodnoty absorbance 1,25 v 17. hodin¢ denzita bunék zacala
klesat. Hodnota maximalni absorbance byla ¢tyfndsobné vyssi nez u piedchozi teploty. Ristova
ktivka pro teplotu 25 °C po celou dobu kultivace velmi pozvolné¢ stoupala obdobné jako u teploty

30 °C, ¢emuz odpovida i nejvyssi dosazend hodnota absorbance.

P. glucanolyticus roste mezi 17-37 °C, pii 45 °C je rust proménlivy a pti 50 °C uz neroste

(Priest et al., 2015). Z grafu je patrné, ze roste pti vSech 3 teplotach, pti¢emz pii 40 °C je rlist nejvyssi.
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Obrazek 13 Rastové kiivky Paenibacillus humicus 11H kultivovaného za 3 riznych teplot

Co se tyc¢e rustové kiivky Paenibacillus humicus 11H (obrazek 13) odpovidajici kultivacni
teplot¢ 30 °C, byla charakteristickd pozvolnym ristem. V 16. hodiné¢ se absorbance zastavila
na hodnoté 0,32. Teplota 40 °C nebyla pro riist tohoto kmene viibec ptizniva, z rastové kiivky je
patrné, Ze nebyl zaznamendn zadny rist. Pii teploté 25 °C byl zacatek exponencidlni faze po Sesté
hodin¢ kultivace a jeji konec nastal po dosazeni hodnoty absorbance 0,8 v 12. hodin€. Pti ukonceni
kultivace byl riist ve stacionarni fazi pfi hodnoté absorbance 0,77.

Dle studie Vaz-Moreira et al. (2007), ktera jako prvni popsala P. humicus, dochézi k rastu
pti 1540 °C a pfi teploté vyssi nez 45 °C jiz neroste. Tato zjisténi odpovidaji i vysledkiim diplomové
prace, kdy pfi 45 °C nebyl zaznamenan rust, pfi ostatnich teplotach P. humicus rostl. Dle ristovych

kiivek lze za nejlepsi teplotu povazovat 25 °C.
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Obrazek 14 Ristové kiivky Paenibacillus taichungensis B43 kultivovaného za 3 riznych teplot

Rist Paenibacillus taichungensis B43 (obrazek 14) byl béhem 24 hodin pfi vSech 3 teplotach
inkubace minimélni. Lag-faze trvala minimaln¢ 6 hodin, poté nésledovala pomald ristova faze a
stacionarni faze, ve které byla kultivace i ukoncena. Nejvyssich hodnot absorbance bylo dosazeno

pfi teploté 25 °C a to 0,4 ve 23. hodiné.

P. taichungensis dle studie Lee et al. (2008), roste pfi teplotnim rozmezi 540 °C, optimalné

pti 30 °C. Z grafu je patrné, Ze roste pii vSech 3 teplotach, pricemz pti 30 °C je rlst nejvyssi.
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Obrazek 15 Ruastové kiivky Psychrobacillus psychrodurans B7C kultivovaného za 3 riznych teplot

Psychrobacillus psychrodurans B7C (obrazek 15) rostouci ptfi 30 °C mél pétihodinovou
lag-fazi nasledovanou exponencialni fazi. B€hem 15. hodiny absorbance dosahla hodnoty 1,59 a
nasledné do konce kultivace klesala. Kiivka zndzornujici inkubaci pti 25 °C méla zacatek pozvolného
ristu po 10. hodiné od zacatku kultivace a po celou dobu postupné stoupala, nejvyssi hodnota
absorbance byla 0,6. Hodnota maximalni absorbance byla tedy nékolikanasobné niz$i nez u ptedchozi
teploty. Pfi teploté 40 °C byla nejvyssi hodnota absorbance ve 13. hodin¢ 0,19. Takto nizké hodnoty
nelze povazovat za rust. Dle Logan et al. (2016) je P. psychrodurans schopen ristu pii minimalni
teploté -2 °C a maximalni teploté 35 °C. Toto teplotni rozpéti odpovida i naSemu testovani, nicméné
velmi slaby riist byl zaznamenan i pii teploté 40 °C. Z grafu je také mozné vy¢ist, Ze jeho optimalni

teplota odpovida 30 °C.

4.3 Testovani citlivosti na antibiotika

4.3.1 Diskova difuzni metoda

Citlivost k vybranym antibiotikim pomoci diskové difuzni metody (viz. Obr. 16) byla
vyhodnocena na zdkladé zmétenych primért inhibi¢nich zén dle kritérii EUCAST u vSech 22
vySetfovanych kment. Vysledky jsou zaznamendny v tabulkdch 9-12 a pro lepsi predstavu i

na obrazku 17.
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Obrazek 16 Vysledky diskové difuzni metody pro Paenibacillus taichungensis

Tabulka 9 Hodnoceni antibiotické rezistence u kment Bacillus cereus

Antibiotikum primér zény (v mm), hodnoceni
B7 B11E B21B B27B B82
Imipenem 24 R I8 R 36 C 32C 26 R
Meropenem 36 C I8 R 31C 28 C 17R
Ciprofloxacin 261 0OR 301 261 20R
Levofloxacin 271 I12R 411 301 I8 R
Norfloxacin 29C 24 C 31C 31C 31C
Vancomycin 16 C 19C 22C 21C 26 C
Erythromycin 32C 17R 23R 38C 16 R
Clindamycin 23C 21C 22C 25C 27C
Penicilin OR 0OR 9R 0OR 0OR
Chloramfenikol 23C 20 C 24 C 33C 121
Gentamycin 33C 28 C 15C 35C 39C
Amikacin 30C 23C 28 C 32C 32C
Tetracyklin 181 24 C 28 C 26 C 22C
Trimethoprim OR OR OR OR OR
Tobramycin 17C 21C 26 C 30C 33C

Legenda: C = citlivy kmen [ = intermediarni kmen R = rezistentni kmen
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Tabulka 10 Hodnoceni antibiotické rezistence u kment Bacillus pumilus, B. thuringiensis,
Cytobacillus horneckiae a Fictibacillus phosphorivorans

Antibiotikum primér zény (v mm), hodnoceni
B4D B14C B81 B1H C1H B23A
Imipenem 50C 49 C 26 R 38C 28 R 33C
Meropenem 32C 30C 16 R 41 C 35C 33C
Ciprofloxacin 321 331 361 421 231 381
Levofloxacin 401 361 321 261 22 R 401
Norfloxacin 49 C 41 C 39C 42C 24C 38C
Vancomycin 38C 24C 24C 27C 18C 26 C
Erythromycin 23 R 24C 30C 20R 21 R 16 R
Clindamycin 24 C 23C 28 C 7R 0OR 0OR
Penicilin 16 R 19R OR OR OR OR
Chloramfenikol 22C 23C 29C 20C 18C 161
Gentamycin 35C 45C 35C 36 C 21C 33C
Amikacin 32C 37C 40C 17C 26 C 30C
Tetracyklin 161 20C 29C 30C 23C 30C
Trimethoprim 45C 41 C OR 30C OR 30C
Tobramycin 33C 39C 26 C 29C 23C 29C

Legenda: C = citlivy kmen [ = intermediarni kmen R = rezistentni kmen
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Tabulka 11 Hodnoceni antibiotické rezistence u kmenti rod Lysinibacillus, Priestia a

Psychrobacillus
Antibiotikum priumér zony v mm, hodnoceni

B2H B4H B28C B11H B15 B7C
Imipenem 26 C 25R 35C 42C 21 R 34C

Meropenem 28C 25C 40 C 23 R 14 R -
Ciprofloxacin 271 231 241 311 I7R 241
Levofloxacin 281 281 291 351 I8 R 21 R
Norfloxacin 25C 21C 26 C 42 C 17R 26 C
Vancomycin 24C 26 C 28C 20C 21C 18C
Erythromycin 25C 33C 43 C 24C OR 24C
Clindamycin 29C 22C 24 C 24 C 19C 21C
Penicilin I1R ISR 20R I9R I1R OR
Chloramfenikol 21C 30C 20C 24 C 151 22C
Gentamycin 28 C 35C 30C 33C 24 C 31C
Amikacin 20C 32C 37C 36 C 23C 28 C
Tetracyklin 26 C 30C 28 C 30C 27C 181
Trimethoprim 27C 28C 151 42C OR OR
Tobramycin 22C 25C 21C 20C 21C 17C

Legenda: C = citlivy kmen [ = intermediarni kmen R = rezistentni kmen
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Tabulka 12 Hodnoceni antibiotické rezistence u kmenu rodu Paenibacillus

Antibiotikum namérené zony v mm, hodnoceni
B3G B43 B18H C2H I1H
Imipenem 23R 33C 28 R 23R 27R
Meropenem I7R I3R I8 R OR 17R
Ciprofloxacin 261 22 R 21 R 22 R 22 R
Levofloxacin 221 21 R 241 22 R 22 R
Norfloxacin OR 20R 27C 26 C 22C
Vancomycin 24 C 21C 23C 26 C 32C
Erythromycin 31C 20R 21 R 29C 51C
Clindamycin 28 C 9R 24 C I0R 41 C
Penicilin I12R OR ISR I12R 22 R
Chloramfenikol 28 C 21C 25C OR 28 C
Gentamycin 35C 25C 35C 34C 25C
Amikacin 30C 21C 31C 29C 23C
Tetracyklin 31C 181 29C 141 25C
Trimethoprim 30C OR 27C 17C 26 C
Tobramycin 26 C 21C 23C 26 C 21C

Legenda: C = citlivy kmen [ = intermediarni kmen R = rezistentni kmen
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Obrazek 17 Vyhodnoceni plsobeni antibiotik na testované kmeny
Legenda: B7, B11E, B21B, B27B, B82 = Bacillus cereus, B4D, B14C = Bacillus pumilus, B81 = Bacillus thuringiensis,
B1H, C1H = Cytobacillus horneckiae, B23A = Fictibacillus phosphorivorans, B2H, B4H, B28C = Lysinibacillus
fusiformis, BI8H = Paenibacillus amylolyticus, C2H = Paenibacillus glucanolyticus, |1H = Paenibacillus humicus,
B3G = Paenibacillus odorifer, B43 = Paenibacillus taichungensis, B11H = Priestia aryabhattai, B15 = Priestia flexa,
B7C = Psychrobacillus psychrodurans
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Vysledky méteni jsou dale zndzornény na obrazcich 18-19. Z 22 vysetfovanych kmenti bylo
vuci karbapenemovému antibiotiku imipenemu rezistentnich 11 kmend a vi¢i meropenemu
11 kment, zbylé kmeny byly zhodnoceny jako citlivé. U chinolonovych antibiotik bylo 7 kment
rezistentnich a zbylych 15 intermedidrnich vici ciprofloxacinu, u levofloxacinu bylo 8 kment
rezistentnich a zbylych 14 intermediarnich a na norfloxacin vykazovaly rezistenci 3 kmeny.
U vankomycinu a aminoglykosidovych antibiotik gentamycinu, amikacinu a tobramycinu byly
shledany pouze citlivé kmeny. Naopak u penicilinu byly vSechny kmeny rezistentni. K erytromycinu
vykazovalo rezistenci 12 vysSetiovanych kment, ostatnich 10 kment bylo intermediarnich. U 5 kment
byla stanovena rezistence ke klindamycinu, zbylé kmeny byly na toto antibiotikum citlivé.
U chloramfenikolu byl nalezen jediny rezistentni kmen, dal§i 3 kmeny intermediarni a dalsi byly
shledany jako citlivé. Pfi testovani citlivosti na tetracyklin bylo stanoveno 5 intermedidrnich kment
a 17 citlivych. V ptipadé¢ kombinace sulfamethazol / trimethoprim bylo 10 kmenii rezistentnich,

1 uréen jako intermedidrni a ostatni kmeny byly shledany jako citlivé.
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Obrazek 18 Vyhodnoceni zastoupeni rezistentnich, intermedidrnich a citlivych kment na vybrana
testovand antibiotika

Legenda: IPM = imipenem, MRP = meropenem, CIP = ciprofloxacin, LE = levofloxacin, NX = norfloxacin, VA =
vancomycin, E = erythromycin, CD = klindamycin, P = penicilin, C = chloramfenikol, HLG = gentamycin, AK =

amikacin, TE = tetracyklin, TR = sulfamethazol / trimethoprim, TOB = tobramycin

Na zaklad¢ vysledkli byla jako nejicinnéjsi antibiotika shleddna amikacin, gentamycin,
vankomycin, tobramycin (100 %), chloramfenikol (81,82 %), norfloxacin (86,36 %) a tetracyklin

(77,27 %). Naopak 100 % izolatd se ukdzalo rezistentnich na penicilin G a vyssi nez 20% rezistence
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byla zaznamenana u erytromycinu (54,55 %), imipinemu (50 %), meropenemu, sulfamethazol /
trimethoprimu (45,45 %), levofloxacinu (36,36 %), ciprofloxacinu (31,82 %) a klindamycinu
(22,73 %).

@ Karbapeny
@ Chinolony
@ Makrolidy
@ Linkosamidy
@ Peniciliny
@ Amfenikoly
@ Sulfoamidy

Obrazek 19 Vyhodnoceni podilu rezistentnich kmenti podle skupin testovanych antibiotik

Pokud jde o rozdily mezi skupinami celedi Bacillaceae, prevalence antibiotické rezistence
u B. pumilus a Lysinibacillus fusiformis byly niz$i ve srovnani s jinymi druhy. Prevalence citlivosti
u B. thuringiensis, Cytobacillus horneckiae, Fictibacillus phosphorivorans, Paenibacillus
amylolyticus, P. humicus, P. odorifer, Priestia aryabhattai a Psychrobacillus psychrodurans se
vyznamné nelisi ve srovndni s B. cereus. Nicmén¢ u kmenid druhl Paenibacillus glucanolyticus,
P. taichungensis a Priestia flexa byla pozorovana vyssi rezistence nez u ostatnich druhii. Ackoli tyto
vysledky mohou byt zkresleny nizkym poctem izolovanych druhli, mohou i tak podat prvotni

informace o antibiotické rezistenci sporotvornych ty¢inek z ¢eledi Bacillaceae.

Rezistence k antibiotikiim norfloxacinu, klindamycinu a chloramfenikolu byla signifikantné
vyssi u izolath ze skupiny B. cereus ve srovnani s dal§imi izolaty ¢eledi Bacillaceae. Nebyl zjistén
zadny vyznamny rozdil v procentech izolatd s antibiotickou rezistenci vu¢i amikacinu,
ciprofloxacinu, erythromycinu, gentamycinu, imipenemu, meropenemu, levofloxacinu, tetracyklinu,
tobramycinu a vankomycinu mezi skupinami ¢eledi Bacillaceae. Nicméng rezistence na antibiotickou
kombinaci sulfamethazol / trimethoprim byla vyznamné vyss$i u dalSich testovanych izolatl

Bacillaceae ve srovnani s kmeny B. cereus.

Vétsina studii se obvykle zaméfuje na B. cereus, ktery je patogenni, proto jsem se v rdmci

diskuze soustfedila zejména na tento mikroorganismus.

Podle studie Gdoura-Ben et al. (2019) byl B. cereus, izolovany ze vzorkl tuniskych potravin,

vcetn¢ vareného driibeziho masa, velmi citlivy na gentamycin, chloramfenikol (100 %) a vankomycin
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(92 %). Podil izolath rezistentnich k tetracyklinu byl nizky (14,9 %). Studie podporuje soucasna
zjisténi této diplomové prace, kde z péti testovanych kmenti B. cereus byly vSechny citlivé

na gentamycin (100 %), ¢tyfi na chloramfenikol a tetracyklin (80 %).

Tato zjisténi souhlasi také s témi, kterd potvrdili Shawish a Tarabees et al. (2017) studii
bakterii izolovanych z vyrobkll z hovéziho masa v Egypté. Uvedli, Ze vSechny ziskané kmeny
B. cereus byly vysoce citlivé na gentamycin, klindamycin a vankomycin (100 %) a rezistentni pouze
k penicilinu G. U kmend pouzitych v této diplomové praci se vyskytovala 100% citlivost
na klindamycin a vankomycin, tj. 5 z 5 izolatd. Naopak veSkeré byly rezistentni vici penicilinu

(100 %).

Kromé téchto studii i Mousa et al. (2020) potvrdili, Ze ziskané izolaty B. cereus z masnych
produktt v Kaliobé (Egypt) byly vysoce rezistentni na penicilin G a trimethoprim/sulfamethoxazol
(80,4 %). Testované kmeny B. cereus byly stiedné citlivé na erytromycin (citlivost u 58,8 %) a citlivé
na gentamycin, nasledované meropenemem, kde byla citlivost u 72,5 %. Uvedené vysledky jsou
v souladu s touto diplomovou praci, kde bylo vSech 5 izolati rezistentnich na

sulfamethazol / trimethoprim (100 %) a 2 na erytromycin s meropenem (40 %).

Rovnéz zjisténi v této diplomové praci souhlasi s témi, které publikovali Algammal et al.
(2024) ze studie kmenid B. cereus puvodem ze vzorkl masa a masnych vyrobkltl v Egypté, kde
rezistence izolati B. cereus na antimikrobidlni latky byla identifikovana ndsledovné: tetracyklin

(85,7 %), erythromycin (42,9 %,) a vankomycin (0 %).

Polska studie uvadi, Ze kmeny B. cereus ziskané ze syrového mléka vykazovaly rezistenci k
antimikrobialnim latkam riznych tiid. Presnéji byly veskeré izolaty citlivé na chloramfenikol a
meropenem, vetSina studovanych kment byla citlivd na vankomycin (98,89 %), amikacin (97,8 %),

gentamycin (94,44 %) a sulfamethazol / trimethoprim (94,44 %) (Adamski et al., 2023).

V neposledni fad¢ 1ze vysledky porovnat i se studii Savi¢ et al. (2016), ktefi izolovali B. cereus
z ruznych vzorkl potravin, Zivotniho prostfedi a lidské stolice v Srbsku. Vysledky u vzorkl potravin

ukdzaly vysokou citlivost k vankomycinu s tetracyklinem, a rezistenci k penicilinu.

Nicmén¢ néktefi autofi také uvadéji odliSnou rezistenci B. cereus vici antibiotikiim oproti
vysledkim zjisténym v této diplomové praci. Mousa et al. (2020), Gdoura-Ben et al. (2019) a Shawish
a Tarabees (2017) uvadi 74,5, 100 a 100 % izolata citlivych na ciprofloxacin, coz je v rozporu se
ziskanymi vysledky, kde z péti kment nebyl citlivy zadny. Stejné je tomu ve studii Algammal et al.
(2024) u antibiotika levofloxacinu. Naopak ve studii Adamski et al., 2023 bylo 61,11 % izolata

rezistentnich k norfloxacinu, u izolat testovanych v diplomové praci nebyl rezistentni ani jeden
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kmen B. cereus. Také Savi¢ et al. (2016) uvadéji vyssi citlivost vici imipenemu (100 %) ve srovnani

s kmeny testovanymi v této diplomové praci, kde byly 3/5 izolath rezistentnich.

Rozdily mohou byt zptisobeny v disledku odlisného pouzivani antibiotik v riiznych regionech
nebo jinym zdrojem izolatli. Osman et al. (2018) prokazali, Ze rizné zdroje masa vykazovaly nékolik
statisticky vyznamnych odchylek v mnozstvi izolati odolnych vici 10 testovanym antibiotikiim.
Naptiklad z importovaného hovéziho masa bylo signifikantné vice izolati s rezistenci na 1ékovou
kombinaci sulfamethazol / trimethoprim ve srovnani s izolaty z mistniho (egyptského) hovéziho

masa, nicméné nebyl zjistén vyznamny rozdil ve srovnani se syrovym kuiecim masem.

Studie Adamski et al. (2023) se v Polsku zabyvala nejenom kmeny B. cereus, ale také
B. pumilus, kde z 16 izolath byly vSechny zcela citlivé na chloramfenikol, meropenem, amikacin,
sulfamethazol / trimethoprim, vankomycin, erytromycin a gentamycin a vétSina studovanych kmeni
byla citlivd na norfloxacin (56,25 %). V ramci této diplomové prace byly zkoumany 2 kmeny
B. pumilus. Vysledky byly s touto studii shodné, vyjimkou byla jen antibiotika erytromycin, kde byl
rezistentni jen 1 kmen a norfloxacin, kde naopak byly zase vSechny kmeny citlivé. Nicméné vysledek

této prace muze byt zkresleny kvili malému mnozstvi pouzitych kment.

Patogenni kmeny B. cereus se mohou pienaSet praveé potravinami, ¢imZ mohou zpisobit
poskozeni lidského zdravi, proto bylo dulezit¢ porovnat jejich rezistenci vic¢i nékolika tiiddm
antibiotik. Ziskany vysledek ohledné vysoké rezistence k penicilinu nebyl ptekvapivy, jelikoz je
znamo, ze kmeny B. cereus mohou produkovat enzymy $tépici B-laktamovy kruh v jejich molekule

(Savié et al., 2016).

Podle vysledkii naSeho testovani antimikrobialni citlivosti by suspektni infekce B. cereus
nem¢ély byt 1éceny klinicky Sirokospektralnim penicilinem, ale nejlépe pomoci aminoglykosidovych

antibiotik gentamycinu, amikacinu a tobramycinu.

Pro antibiotika amikacin, chloramfenikol, gentamycin, penicilin G, tetracyklin, tobramycin a
sulfamethazol / trimethoprim neexistuji kritéria EUCAST pro stanoveni citlivosti kment Bacillus v
ramci pouziti diskové difuzni metody, proto byla v této diplomové prace pouzita kritéria EUCAST
pro S. aureus, coz mohlo zkreslit vysledky. Ze studie Fiedler et al. (2019) vyplyva, Ze hrani¢ni
hodnoty rozdélujici kategorie antibiotické rezistence pouzivané pro kmeny S. aureus v EUCAST
neodpovidaly vysledklim nékterym antibiotik testovanych u B. cereus. VEtSinou se jednalo o sniZeni
limitni hranice pro citlivost, tedy nékteré izolaty B. cereus vykazovaly citlivost, nicméné mohly nést

geny rezistence.
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4.3.2 Detekce genii antimikrobialni rezistence pomoci PCR

Pritomnost gent rezistence k vybranym antibiotikiim byla po probéhlé amplifikaci
vyhodnocena na zdkladé vizualizace useku DNA gelovou elektroforézou (viz. obrazek 20)
u vybranych kment, které vykazovaly rezistenci dle kritérii EUCAST u diskové difuzni metody.
Vysledky jsou zaznamenany v tabulkéach 13-15.

200 bp
100 bp

blaZ 173 bp

Obrazek 20 Vysledky elektroforézy pro vybrany gen antibiotické rezistence
Legenda: M = marker, 1 =BI11E, 2=C2H, 3 =11H, 4 =B7,5=B15, 6 =B81, 7=B82, 8§ =B43, 9 =B18H, 10 =B4G,

NK = negativni kontrola

Tabulka 13 Hodnoceni piitomnosti genil rezistence vii€i betalaktamovym antibiotikiim
Geny pro betalaktamova

Kmen

antibiotika
blazZ penp blaOXA
B7, Bacillus cereus + + i}
B82, Bacillus cereus - + -
B11E, Bacillus cereus - + -
B81, Bacillus thuringiensis + -

B18H, Paenibacillus amylolyticus

I1H, Paenibacillus humicus
B3G, Paenibacillus odorifer
B43, Paenibacillus taichungensis - - -
B15, Priestia flexa + - -

N
N

C2H, Paenibacillus glucanolyticus + - -
N
N

Legenda: + pozitivni, - negativni
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Tabulka 14 Hodnoceni pfitomnosti geni rezistence vii¢i makrolidovym antibiotikiim

Kmen Geny pro makrolidova antibiotika
ermB ermC mph
B21B, Bacillus cereus - +
B82, Bacillus cereus + +

B4D, Bacillus pumilus

B1H, Cytobacillus horneckiae

C1H, Cytobacillus horneckiae

B23A, Fictibacillus phosphorivorans

B18H, Paenibacillus amylolyticus

B43, Paenibacillus taichungensis

B15, Priestia flexa

- +

Legenda: + pozitivni, - negativni

Tabulka 15 Hodnoceni pfitomnosti geni rezistence vii€i fluorochinolonovym a linkosamidovym

antibiotikiim
Geny pro Geny pro
Kmen fluorochinolonova linkosamidova
antibiotika Kmen antibiotika
norA vmiR imrB
B11E, Bacillus n B1H, Cytobacillus i i
cereus horneckiae
B82, Bacillus n C1H, Cytobacillus i )
cereus horneckiae
B18H, B23A,
Paenibacillus + Fictibacillus - -
amylolyticus phosphorivorans
C2H, C2H,
Paenibacillus + Paenibacillus + +
glucanolyticus glucanolyticus
I1H, Paenibacillus n B43, Paenibacillus i )
humicus taichungensis
B43, Paenibacillus .
taichungensis
B15, Priestia flexa +

Legenda: + pozitivni, - negativni

Vysledky méfeni jsou zndzornény na obrazku 21. Pomoci PCR byla prokézand pfitomnost
genu antibiotické rezistence u testovanych kmenti. Gen nord4 byl detekovan u 100 % vzorkt (7/7),
naopak geny blaOXA (0/10) a mph (0/9) nebyly zaznamendny u zadného izolatu. U 7/10 vzorka byl
detekovan gen blaZ,u 4/10 gen penp a gen ermC byl ptitomny u 3/9 testovanych kmenti. Geny ermB,
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vmiR a imrB byly nalezeny vzdy u 1 izolatu, tj. u genu ermB v 1/10 ptipadd a u gent vmiR a imrB
v 1/5.

Pokud jde o rozdily mezi skupinami celedi Bacillaceae, prevalence genii antibiotické
rezistence u B. pumilus, Cytobacillus horneckiae, Fictibacillus phosphorivorans a Paenibacillus
taichungensis byla niz§i ve srovnani s jinymi druhy. Prevalence citlivosti u Paenibacillus

amylolyticus, P. humicus, P. glucanolyticus, P. odorifer a Priestia flexa se vyznamn¢ neliSila

ve srovnani s B. cereus.

B - (negativni) [ + (pozitivni)
100%

75%

50%

zastoupeni genu (%)

25%

0%
blaz penp blaOXA ermB ermC mph norA vmiR imrB

gen antibiotické rezistence

Obrazek 21 Prevalence zastoupeni genti antimikrobidlni rezistence u testovanych kment

Ve studii Bianco et al. (2021) hlasili mezi 17 klinickymi izolaty B. cereus odebranymi v jizni
Italii vysokou prevalenci genii kddujicich B-laktamazu, konkrétné bla-1 a bla-2 byly identifikovany
u 100 % (17/17). Nicméné gen blaZ byl nalezen pouze u 6 % (1/17) kmenti. V souboru izolati celedi
Bacillaceae pouzitych pro tuto diplomovou praci jsme zjistili podstatné vyssi prevalenci blaZ a to
7/10 (70 %), coz se zda podobné studii Mills et al. (2022), kde z 85 izolath B. cereus z mléénych
vyrobkt byl gen blaZ pritomen u 48. Co se tyce dalSich genil udélujicich rezistenci na B-laktamova
antibiotika, tak ve studii Wash et al. (2022) byl ze 7 izolati detekovan gen penp u dvou (28,57 %)
Bacillus spp. a blaOXA u jednoho (14,29 %). U kmenti pouzitych pro vyzkum v této diplomové praci
se vyskytoval gen penp u 4/10 (40 %) a gen blaOXA nebyl zjistén u zaddného izolatu.

Ziskany vysledek ohledné nizké prevalence gent rezistence k penicilinu byl ptekvapivy,
zejména kvuli vysokému poctu rezistentnich kmenii zjiSténych diskovou difuzni metodou. Tato

skutecnost, ale mize byt zpiisobena faktem, Ze za rezistenci zpisobenou B-laktamazou je hlavné
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zodpovédna kombinace gent rezistence bla-1 a bla-2 (Algammal et al., 2024) a ptfitomnost téchto

genll nebyla testovana.

Bianco et al. (2021) u nékterych izolath identifikovali dva geny (ermC a mph) propijcujici
rezistenci vici antibiotiklim ze skupiny makrolidi. Gen mph byl identifikovan u 35 % (6/17) kment
B. cereus a gen ermCu 6 % (1/17), zatimco Mills et al. (2022) detekovali relativné nizsi pocet izolatl
nesoucich specifickou alelu mph, konkrétné 13 % (11/85). Jako dalSi gen poskytujici rezistenci
na erythromycin, byl ve studii Ferndndez-Fuentes et al. (2022) testovan gen ermB. Ze vzorkl
Spanélskych biopotravin byl detekovan u 9/11 (81,81 %) izolath Bacillus spp., véetné 4 izolatl
B. cereus a 2 B. licheniformis. Ve srovnani s touto diplomovou praci, byla ve zminéné studii zjisténa
daleko vyssi prevalence alel ermB (1/9) a mph (0/9), ale zaroven nizsi prevalence alely ermC
(3/9, 33,33 %). Odolnost kmenli B. cereus vici erythromycinu je dle Algammal et al. (2024)
pfipisovana zejména genu ermA, jehoz mozna piitomnost nebyla testovana spolu s dal§imi geny
skupiny erm (ermD, ermK a ermJ), ktera maze byt u Bacillus spp. zastoupena (Beri¢ et al., 2018).
Pawlowski et al. (2019) uvadi, ze kromé genu mphK jsou pro Bacillus spp. a Paenibacillus spp.
specifické dalsi homologni geny jako mphJ, mphL a mphM.

Hodnoceni ptitomnosti gend rezistence vici fluorochinolonovym antibiotikiim, konkrétné
genu norA, byla provedena ve studii Fernandez-Fuentes et al. (2022). Gen norA nebyl detekovan

v zadném izolatu Bacillus spp. V nasi studii byl gen norA naopak identifikovan ve vSech (7/7).

Tyto rozdilné vysledky mohly vzniknout vlivem nespecifického nasedani primeru na cilovou
DNA sekvenci. Mohlo jit naptiklad o zaménu s genem bmr, ktery je Casto detekovan u B. subtilis

(Toth et al., 2021). Schindler et al. (2016) popsal gen bmr jako strukturni i funkéni homolog k norA.

Studie Wash et al. (2022) uvedla jako nejvice prevladajici geny VmiR a ImrB, které byly
detekovany u 6/7 Bacillus spp. Nicméné zjisténi této diplomové prace opetovné ukazuji daleko nizsi
vyskyt téchto genti, kde oba geny (VmiR a ImrB) byly nalezeny pouze u jednoho izolatu (1/5). I kdyz
testované izolaty Bacillus spp. nenesly geny VmiR a ImrB, byly fenotypové rezistentni vuci
klindamycinu z antibiotické tfidy linkosamidti. To mohlo byt zpiisobeno piitomnosti jinych genli
rezistence s obdobnou nukleotidovou sekvenci, jako jsou naptiklad speG nebo jiz zminéné geny

ze skupiny erm (Jeong et al., 2020).
Jak bylo uvedeno vyse, vyskyt genil rezistence na antibiotika se velmi li$i v zavislosti na studii.
Tato variabilita miize byt pfipsana riznym geografickym lokalitdm, zdrojim kmend, vybranym

genim s jinou sekvenci a pouziti riznych primerd pro PCR testy. Dilezité je i zminit, Ze vétSina
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clankl se zamétuje na B. cereus nebo B. subtilis, proto je tedy velmi tézké ziskané vysledky porovnat.

Vsechny tyto faktory mohou vést ke zkresleni vysledk.

Obecné Ize fici, Ze byla ocekéavana daleko vyssi prevalence gent antibiotické rezistence, jelikoz
testované kmeny byly vybrany na zdkladé své fenotypové rezistenci prokdzané diskovou metodou.
U vybranych testovanych izolath se tedy pfitomnost genl rezistence piedpoklddala. Nicméné
na druhou stranu je tfeba poznamenat, Zze pro kazdou tfidu antibiotik existuje mnoho gent
zodpovédnych za rezistenci a v rdmci této diplomové prace jich bylo testovano pouze n¢kolik. Tedy

v ptipadé vybéru jinych geni bylo mozné dospét i k jinym zaveéram.

4.3.3 Srovnani pouzitych metod testovani antibiotické rezistence

Bylo provedeno srovnani metod s cilem porovnat vysledky klasické fenotypové metody
pomoci diskové difuzni metody a genotypové PCR metody. Pomoci diskové difuzni metody bylo
otestovano vSech 22 bakterii, nicméné v ramci PCR byly testovany pouze ty, které vykazovaly

rezistenci jiz zminénou metodou. Celkem se jednalo o 15 mikroorganismt a rizné geny rezistence.

Ze 74 testovani vysla ve vétSiné ptipadech (50, 67, 57 %) neshoda v profilech fenotypové a
genotypové antimikrobidlni citlivosti. Zbyvajicich 24 kombinaci (32,43 %) vykazovalo shodu mezi
fenotypem a genotypem. Pozorované neshody byly zejména u kmenti B. pumilus B4D, Cytobacillus
horneckiae BIH, C1H a Fictibacillus phosphorivorans B23 A, kdy pfes fenotypovou rezistenci nebyl
detekovan zadny gen. Dale byla Castd neshoda zaznamenana u Paenibacillus taichungensis B43, kdy
v 8/9 ptipadl (88,89 %) nebyl nalezen pfislusny gen rezistence. Dale u Paenibacillus amylolyticus
B18H v 5/7 (71,43 %), u B. cereus B21B a Paenibacillus odorifer B3G v 2/3 (66,67 %) a u Priestia
flexa B15 ve 4/7 (57,14 %). 50% shoda byla zjisténa u B. cereus B11E spolu s Paenibacillus humicus
I1H a nejvyssi mira shody (66,67 %) byla shledana u B. cereus B7, B82, Bacillus thuringiensis B§1
a Paenibacillus glucanolyticus C2H.

Cvwr

zadnou. Naopak nejvice nesouhlasnych vysledkii bylo pro geny blaOXA a mph, kde i ptes nalezenou
fenotypovou rezistenci nebyly tyto geny vibec detekovany. Dale bylo detekovano 4/5 ptipadd
neshodnych pro linkosamidova antibiotika (geny vmiR a imrB) a gen ermB. U zbyvajicich
testovanych genll penp a ermC byly pozorovany tii nebo ¢tyii shody.

Tyto neshody mohou byt zplisobeny faktory jiz zminénymi v pfedchozich kapitolach (6.3.1 a
6.3.2). Mezi ty nejdulezitéjsi jiste¢ patii malé mnozstvi testovanych gentli rezistence a neptesnost

diskové difuzni metody. Vysledky Fiedler et al. (2019) a Mills et al. (2022) naznacuji, ze pouzivani
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hodnot EUCAST pro Staphylococcus spp. pti testovani Bacillus spp. mohou zptsobit nespravnou
interpretaci antimikrobidlni citlivosti. V ptipad¢€ Bacillus spp. by méla byt hranice citlivosti ve vétSiné
ptipadl nizsi, proto je tieba se této interpretaci vyhnout. Misto toho se pro testovani doporucuje pouzit
diluéni metodu v bujonu. Tu vSak v nasi laboratofi nebylo mozné pouzit. Také ptirucka CLSI M45
doporucuje pouze metodu dilu¢ni kvili spolehlivéjsi testovani citlivosti. I presto je vsak diskova
difizni metoda Casto pouzivana pro skriningové stanoveni antimikrobidlni citlivosti izolath skupiny

B. cereus.

4.4 Detekce genii virulence

Pritomnost vybranych genii virulence u kmenti Bacillus cereus byla vyhodnocena na zakladé
vizualizace Useku DNA amplifikovaného metodou PCR s néslednou gelovou elektroforézou
(Obrazek 22). Jednalo se o geny kodujici hemolyzin BL (hblA4, hbIC a hblD), cereolyziny (cerA, cerB
a cerQ), dalsi hemolyziny (hlyl, hiyll a hlylll), nehemolyticky enterotoxin (nhed, nheB a nheC),
enterotoxin FM (entF'M) a cereulid (ces). Vysledky jsou zaznamenany v tabulkach 16-17.

800 bp
500 bp

nheA480 bp nheB 731 bp nheC 564 bp

Obrazek 22 Vysledky elektroforézy pro vybrané geny virulence
Legenda: M = marker, 1 =B82,2 =B7,3 =BI11E, 4=B21B, 5 = B27B, NK = negativni kontrola

Tabulka 16 Pritomnost genil virulence zodpovédnych za alimentarni intoxikace testovanych kmeni

B. cereus
Kmen Geny zodpovédné za enterotoxigenni nebo emetogenni (gen ces) aktivitu
hblA hblC hblD nheA nheB nheC | entFM ces
BS2 + + + + + + + -
B7 - . - + + + + -
B11E - + + + + + - .
B21B - + + + + + + .
B27B - + + + + + + _

Legenda: + pozitivni, - negativni
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Tabulka 17 Pfitomnost genti zodpovédnych za hemolytickou aktivitu testovanych kmeni B. cereus

Kmen Geny zodpovédné za hemolytickou aktivitu
hiyA hiyll hiylll cerA cerB cerO
B82 + - - + + +
B7 - - - + + +
B11E - - - + + +
B21B - - - + + +
B27B - + ] + + n

Legenda: + pozitivni, - negativni

Vysledky jsou zndzornény na obrazku 23. Pét zkoumanych kmenl B. cereus testovanych

metodou PCR na pfitomnost gent kodujicich toxiny prokazalo existenci gent pro rtizné enterotoxiny.

Geny nheA, nheB a nheC koédujici nehemolytické enterotoxiny a cerd, cerB a cerO kodujici

cereolyziny byly detekovany u 5/5 vzorka (100 %). U 4 vzorkl byly detekovany geny hbIC a hblD

kédujici toxin hemolyzin BL a entF'M kodujici enterotoxin FM (80 %). U1/5 byly nalezeny dalsi geny
kodujici hemolyziny, a to hblA, hiyA, hiyll (20 %). Gen kodujici cereulid (ces) a hemolyzin 111 (hlyII])

nebyly zaznamenéany u zadného izolatu.

pocet izolatl

Obrazek 23 Pfitomnost gentl virulence u testovanych kment B. cereus

hblA  hblC hblD nheA nheB nheC entFM ces

B - (negativni)

B + (pozitivni)

gen

hlyA  hlyll hlylll cerA cerB cerO

Ukazalo se, ze genetické determinanty komplexu NHE jsou castéji detekované spolecné nez

kazdy zvlast. Vsech 5 testovanych kment B. cereus vykazovalo pozitivni reakci na vSechny tfi geny

(nheA, nheB, nheC). Stejné tomu bylo u gent kddujicich cereolysiny cerd, cerB a cerO, celd skupina

byla zaznamenéna u 5/5 izolatd. Vyskyt genit komplexu HBL ukézal niz$i distribuci mezi B. cereus.
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Konkrétné veskeré 3 geny hbl (tj. hblA, hblC a hbID) byly detekovany u 1/5 (20 %) kmenu B82,
2 geny byly ptitomny ve 3/5 (60 %) vzorkti (B11E, B21B a B27B), zatimco u 1/5 testovanych izolata
(B. cereus B7) nebyla zjisténa piitomnost genti kompletu HBL. Detekovanych gend kodujicich
hemolysiny (tj. hlyA, hiyll a hiylll) bylo také méné nez u komplext vySe zminénych, tedy NHE a
HBL. U zadného kmene nebyly identifikovany vSechny tfi nebo dva geny této skupiny. Pouze
2 (40 %) izolaty byly pozitivni na jeden gen, zatimco 3/5 (60 %) kment byly negativni na ptfitomnost

zminénych gend.

Ziskané vysledky lze vyhodnotit tak, Ze izolaty B. cereus jsou multitoxigenni a obsahuji
alesponi jeden gen virulence komplexu NHE nebo HBL. Geny komplexu HBL byly detekovany
s men$i Cetnosti nez geny komplexu NHE. Tato nizkd prevalence genetickych determinanti
komplexu HBL ve srovnani s komplexem NHE byla prokazana i v dalSich studiich uvedenych nize,
véetné studie Fiedler et al. (2019) v sousednim Némecku. V tomto vyzkumu se autofi zaméfili
na vzorky izolované z Cerstvé zeleniny z maloobchodnich trhli. Nicméné, jak je uvedeno ve studii
Gdoura-Ben et al. (2019), neschopnost detekovat v§echny geny pomoci PCR u vétSiny izolath mtze

byt zptisobena spise existenci polymorfismu v sekvencich gent nez jejich neptitomnosti.

Tato zjisténi souhlasi také s témi, kterd Algammal et al. (2024) potvrdili studii vzorki
izolovanych z masa a masnych vyrobka v Egypté. Uvedli, Ze nejCastéji byly v izolatech B. cereus
identifikovany geny komplexu nhe, tedy nheAd, nheC (100 %) a nhe B (83,3 %). Geny hblC a hblD
byly zjistény u 59,5 % a hbl4 u 11,9 % izolath. U vSech kment testovanych v této diplomové praci
byla zjiSténa ptitomnost gent nhed, nheB a nheC (5/5).

Rovnéz byly vysledky podpofeny dalSimi studiemi, které publikovali Gdoura-Ben et al.
(2019), kdy studie izolatl ze vzorkt tuniskych potravin, véetn¢ vafeného driibeziho masa, popisuje
Cetnost genil pro enterotoxiny detekované mezi izolaty B. cereus pro komplexy NHE a HB
v sestupném potadi nasleduné: nhed (98,9 %), nheC (97,7 %), nheB (86,8 %), hblC, hblD (54,6 %),
hbl4 (29,9 %). Oproti diplomové praci zde byla prevalence vétSiny gent niz$i. Zejména se jedna

o geny komplexu hlb, kde #bIC a hbID byly detekovany s cetnosti 80 % a hbl4 20 %.

Také ze studie mikroorganismi izolovanych ze vzorkl potravin z cateringovych kuchyni
v Apulii (Italie) Bonerba et al. (2010) je patrné, Ze izolované¢ kmeny B. cereus prokazaly Sirokou
distribuci gent souvisejicich s virulenci. U 12 vzorkii masovych pokrmt byly geny hned, hneB a
hneC detekovany v deseti vzorcich. Stejn¢ tomu bylo u genu 4/bC a hlbD (10/12) a gen hlbB byl
zjistén u 5/10 analyzovynych kment (Bonerba et al., 2010).
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Vyse uvedené vysledky lze srovnat se studii Kowalska et al. (2022), kteti potvrdili studii
kmeni B. cereus pochazejicich z riznych potravinatskych vyrobkl v Polsku ptfitomnost vzdy alespon
jednoho genu kodujiciho faktor virulence, nejcastéji u gend skupiny nke (91,39 %). Geny komplexu
hbl byly ve studii Kowalska et al. (2022) zjistény u 53,56 % kmentl B. cereus a velmi nizka frekvence
byla zjiSténa u genu ces (2,62 %). U kmenl analyzovanych v diplomové praci nebyla zjisténa
pfitomnost ces genu u zadného z testovanych izolatd B. cereus. Z béznych pozorovani plyne, Ze
kmeny B. cereus produkujici cereulid se nachazeji hlavné v potravinach s vysokym obsahem
sacharidi (napf. ryzi nebo téstovindch). Naopak v produktech s nizkym podilem sacharidu,
potravinach bilkovinné povahy nebo s vysokym obsahem tukd, jako jsou zelenina, maso ¢i lusténiny,
byl zjistén nizsi vyskyt emetickych kment B. cereus (Messelhdusser et. al, 2014). Naptiklad studie
Biesta-Peters et al. (2016) v Nizozemsku uvadi, ze 7,2 % kment izolovanych z neskrobovych

produktti bylo schopno produkovat cereulid.

Kromé téchto studii i Didouh et al. (2023) potvrdili, ze ze ziskanych izolatl B. cereus ze
zafizeni na zpracovani mléka v Alzirsku byl u 100 % (17/17) ptitomen enterotoxigenni gen entF'M.
Prevalence zjisténa v italské studii Progoga et al. (2019) byla relativné nizsi. Zde byl u bacila
izolovanych z tvrdych a mékkych syri odebranych v jizni Itdlii tento gen jednim z nejcastéji
detekovanych gentl, a to v 92 % ptipadech (127/138). Tyto podily jsou podobné tém, které byly
zjistény v této diplomové praci, kde u 4/5 (80 %) izolath byl nalezen gen entFM, nicméné vysledky

mohou byt zkresleny nizkym poctem analyzovanych kment

V neposledni fadé se Kim et al. (2015) zabyvali distribuci dalSich ptfedpokladanych genti
faktorii virulence referencnich kment B. cereus, kdy gen hlyA byl detekovan ve vSech 16 (100 %)
referen¢nich kmenech B. cereus, gen hlyll ve Ctytech (25 %) a gen hlylll ve 14/16 (80 %) kmenech.
Ve srovnani s touto diplomovou praci je prevalence daleko vyssi, zde byli geny hlyA a hilyll ptitomny
pouze u 1/5 (20 %) kment a gen AlylIl nebyl detekovan u zadného z testovanych vzorkl. AvSak
k podobnym zavérim dospéla i studie Glasset et al. (2016), kterd se zamétila na kmeny B. cereus
izolované ze vzorkl potravin analyzovanych ze 74 suspektnich alimentarnich ohnisek ve Francii

v letech 2007 az 2014, kdy byla zjiSténa ptitomnost genu hlyll u 37/159 (23 %) izolati.

U 6/16 (38 %) referencnich kmenti B. cereus byl detekovan gen cerd, gen cerB byl zjistén v
deviti (56 %) vzorcich a gen cerO v 8/16 (50 %) ptipadt (Kim et. al, 2015). U kmenti pouzitych pro
vyzkum diplomové prace se tyto geny vyskytovaly daleko cCastéji. U kazdého z 5 izolath byly
ptitomny vSechny tfi geny (100 %). S tejné vysledky byly publikovany i ve studii Bianco et al. (2021),

kdy ve vSech izolatech hemokultur odebranych od 17 epidemiologicky nepiibuznych pacient
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v obdobi 20042018 ve fakultni nemocnici v Bari v jizni Italii, byly identifikovany dva geny cer4 a

cerB.

Jak bylo uvedeno vyse, vyskyt genll pro enterotoxiny se velmi li§i v zavislosti na studii. Tato
variabilita mize byt pfipsdna riznym geografickym lokalitdm, riznému pivodu kmenti, mnozZstvi

analyzovanych kment a vybéru primerti pro PCR testy.

Podle vysledki naseho testovani i probéhlych studii lze darazné doporucit sledovani
potencidlné patogenniho B. cereus. Dalsi zkoumani pfitomnosti jednoho nebo vice gent kodujicich
enterotoxiny, muze byt zasadni pro bezpecnost potravin, a tedy i pro lidské zdravi. Dal§im divodem
miZze byt i rostouci vyskyt tohoto organismu u invazivnich infekci, kde byly toxiny B. cereus v roce
2022 pfic¢inou nejcastéji hlaSenych suspektnich alimentarnich ohnisek v Evropské Unii zpisobenych
bakteridlnimi toxiny a byly zodpovédné za dvé umrti (EFSA a ECDC, 2023). Vzhledem k témto
zavérum je dulezité také zminit, ze v nafizeni Komise ES ¢. 2073/2005 neexistuji mikrobiologické

limity pro B. cereus v potravinach, vyjma susené pocatecni kojenecké vyzivy (Bonerba et al., 2010).

Zaroven vsak vysledky PCR o vyskytu enterotoxinovych gent je také tieba brat s rezervou,
jelikoz nelze vyskyt genti ur€itych enterotoxint pfimo pievést na schopnost jejich produkce. Vlastni
transkripci a translaci ovliviiyji jiné mechanismy genetické regulace, a vzhledem k tomu, Ze tyto
mechanismy né¢kdy nebyvaji zohlednény, mize to vést k nadhodnoceni vysledkd, a tedy i vzniklého

rizika pro ¢lovéka.

4.5 Testovani tvorby biofilmu

V Tabulce 18 jsou zaznamenany primérné hodnoty optické denzity u testovanych bakterii
v Cistém bujonu, pomoci kterych byla hodnocena tvorba biofilmu. Hrani¢ni hodnota rozdé€lujici

testované kmeny na biofilm pozitivni a biofilm negativni byla ur¢ena jako 0,13.

Z namétenych hodnot bylo 21 kmentl z testovanych 22 (95,45 %) vyhodnoceno jako bakterie
tvotici biofilm, pouze 1 kmen B. cereus B27B byl vyhodnocen jako netvortici biofilm (4,55 %).
Ptitomnost stfedni tvorby biofilmu zjiSténa u dvou izolatd (9,09 %), a to: Bacillus pumilus B14C a
Fictibacillus phosphorivorans B23 A. Ostatni izolaty (19/22; 86,36 %) tvorily biofilm slab¢. Pro lepsi

ptredstavu jsou vysledky znazornény na obrazku 24.
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Tabulka 18 Hodnoceni tvorby biofilmu u testovanych kmenti

hodnoceni hodnoceni
Testované bakterie | OD Testované bakterie oD
B7, Bacillus cereus 0,17 + B2H, Lysinibacillus 0,14 +
fusiformis
B11E, Bacillus 0,16 + B4H, Lysinibacillus 0,18 +
cereus fusiformis
B21B, Bacillus 0,13 + B28C, Lysinibacillus 0,14 +
cereus fusiformis
B27B, Bacillus 0,12 - B18H, Paenibacillus 0,17 +
cereus amylolyticus
B82, Bacillus cereus | 0,15 + C2H, Paenibacillus 0,13 +
glucanolyticus
B4D, Bacillus 0,18 + I1H, Paenibacillus 0,13 +
pumilus humicus
B14C, Bacillus 0,26 ++ B3G, Paenibacillus 0,13 +
pumilus odorifer
B81, Bacillus 0,14 + B43, Paenibacillus 0,17 +
thuringiensis taichungensis
B1H, Cytobacillus 0,13 + B11H, Priestia 0,16 +
horneckiae aryabhattai
C1H, Cytobacillus 0,15 + B15, Priestia flexa 0,17 +
horneckiae
B23A, Fictibacillus 0,26 ++ B7C, Psychrobacillus 0,18 +
phosphorivorans psychrodurans

Legenda: - netvofi biofilm, + slabé tvofi biofilm, ++ siln¢ tvofi biofilm

® netvori biofilm
slaba tvorba biofilmu
® stredni tvorba biofilmu

Obrazek 24 Vyhodnoceni podilu testovanych kment podle schopnosti tvorby biofilmu

Tato zjisténi souhlasi se studii Algammal et al. (2024) a jejich testovanymi izolaty z masa a
masnych vyrobkl v Egypté. Uvedli, ze 88,1 % (37/42) ziskanych kmeni B. cereus bylo pozitivné
testovano na produkci biofilmu. Mezi pozitivnimi kmeny byly 4/37 izolaty (10,8 %) slabymi
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producenty biofilmu, deset izolat (27 %) stiedné silnymi producenty biofilmu a 23 izolatid (62,2 %)
bylo silnymi producenty biofilmu. Podobné nase vysledky souhlasi s Osman et al. (2018), kteti uvedli
produkci biofilmu u 83,3 % izolatd, z nich 33,3 % byly silnymi producenty biofilmu, ziskanych

z riznych vzorkl masa v Egypt¢.

U kmenti pouzitych pro vyzkum diplomové prace se vyskytovalo srovnatelné mnozstvi kmenti
tvoficich biofilm (95,45 %), nicméné mira tvorby byla daleko niz§i. VétSina byla slabymi producenty
biofilmu (86,4 %) a pouze 9,09 % se dalo oznacit jako stfedn¢ produkujici biofilm. Tyto rozdily
mohly byt zplisobeny riiznymi kultivaénimi podminkami, kdy ve studiich bylo pouzito odlisné

kultiva¢ni médium (TSB), jiné teploty kultivace a kratsi doby kultivace.

Studie Ozdemir et al. (2018) v Turecku se zabyvala nejenom kmeny B. cereus, ale také dal$imi
druhy, kde z 52 testovanych izolatl Bacillus spp. bylo 24 (46,1 %) povazovano za producenty
biofilmu. Vyskyt produkce biofilmu u izolatd Bacillus z ryb a mletého hovéziho masa byl 50 %.
Izolaty produkujici biofilm byly kategorizovany jako silni (13 izolati), stfedni (6 izolati) a slabi
producenti (5 izolatl). NejcastéjSim druhem povazovanym za producenta biofilmu byl
B. thuringiensis (80 %). Produkce biofilmu u ostatnich druhii Bacillus byla nasledujici:
B. licheniformis 66,7 %, B. anthracis, B. thuringiensis 50 % (1/2, 5/10), B. pumilus 50 % (1/2),
B. subtilis 33,3 %. Zadny z testovanych kment Heyndrickxia coagulans (diive B. coagulans) a
Cytobacillus firmus (dfive B. firmus) nebyl schopen vytvofit biofilm.

V ramci této diplomové prace byly zkoumany 2 kmeny B. pumilus a 1 kmen B. thuringiensis,
kde vSechny izolaty produkovaly biofilm. Nicméné¢ vysledek této prace miize byt zkresleny kvuli
malému mnoZzstvi pouzitych kment. Pfesto vSak lze fici, Ze studie zdiraznily, ze také kmeny
nespadajici do rodu B. cereus izolované z riiznych zdroji masa mohou byt také variabilnimi
producenty biofilmu. Pokud je zndmo, schopnost téchto druhli tvofit biofilm nebyla diive pfilis

studovana.

Jak bylo uvedeno vyse, schopnost tvorby biofilmu se velmi li§i v zavislosti na studii. Tato
variabilita miZe byt pfipsana riznym zdrojim kmenti a faktorm prostiedi, jako je dostupnost Zivin,
osmolalita, teplota ¢i doba rastu. Také riizné povrchy, jako jsou nerezova ocel, plast a sklo, mohou
vyznamné ovlivnit jeho tvorbu. Naptiklad Kwon et al. (2017) beéhem testovani izolati z prostiedi
souvisejicim s potravindiskym primyslem, zdaraznil, ze vét§i tvorba biofilmu B. cereus byla
zaznamenana nerezové oceli pfi 30 °C ve srovnani s plastovymi a sklenénymi povrchy

pri 25 a 30 °C.
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ZAVER

Cilem diplomové prace bylo identifikovat a charakterizovat grampozitivni sporotvorné
ty¢inky izolované z potravin nepodporujicich rist mikroorganismi. Do této studie byly zatazeny
masové pomazanky a lyofilizované ovoce vyrobené v Laboratofi vyzkumu jakosti a bezpecnosti

potravin na Katedfe logistiky Fakulty vojenského leadershipu Univerzity obrany Brno.

Identifikace 22 mikroorganismli byla provedena pomoci sekvenace genu pro 16S rRNA.
Metodou sekvenace genu pro 16S rRNA byly identifikovany vyizolované kmeny bakterii. Mezi
identifikované druhy pattily zastupci z rodt Bacillus, Cytobacillus, Fictibacillus, Lysinibacillus,

Paenibacillus, Priestia a Psychrobacillus. Nejvyssi zastoupeni mél Bacillus cereus.

U 9 vybranych mikroorganismi byla sledovana schopnost rtistu pfi riznych teplotach pomoci
rustovych kiivek. VSechny byly schopny ristu pti 30 °C a vétSina rostla i pfi teploté 25 °C, coz

odpovida pokojové teploté, pti které mohou byt potraviny mikrobiologicky nerizikové uchovavany.

Citlivost na antibiotika byla zkouméana pomoci dvou metod — diskové difuzni metody a
detekce genl antibiotické rezistence metodou PCR. Pomoci diskové difuzni metody byla stanovena
citlivost na 15 antibiotik u 22 mikroorganismi, kdy nejvyssi citlivost byla prokdzéna u amikacinu,
gentamicinu, tobramycinu, a vankomycinu. Naopak nejvice rezistentnich testovanych kmenti bylo
zjisténo u penicilinu. Pomoci metody PCR byla sledovana ptfitomnost 9 gent antibiotické rezistence
u 15 mikroorganismu vykazujicich rezistenci na zékladé vysledki diskové difuzni metody. Nejvyssi
prevalence byla u genu nor4 kodujici rezistenci k makrolidovym fluorochinolonovym antibiotikiim.
Naopak nejcastéjSi absence platila pro gen kodujici rezistenci k betalaktamovym (blaOXA4) a

makrolidovym antibiotikim (mph).

Prevalence 14 gent virulence u 5 kmenti B. cereus byla zjistovana také metodou PCR.
Nejcasteji se vyskytujicimi byly geny pro nehemolytické enterotoxiny (nheA, nheB, nheC) a geny

Cvwr

cereulid) a Alylll (kodujici hemolyzin III).

Schopnost tvorby biofilmu byla ovéfena modifikovanou Christensenovou metodou.
Z 22 testovanych mikroorganismil nebyla tvorba biofilmu prokazéna u jednoho z nich, u 19 byla

zjiSténa slaba tvorba biofilmu a 2 pattily mezi silné€ tvotici biofilm.

Zavérem lze konstatovat, Ze sporotvorné tyCinky jsou piitomné i v potravinaiskych vyrobcich

povazovanych za mikrobiologicky nerizikové. JelikoZ se jednalo i o podminéné patogenni druhy,
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napft. B. cereus, nespravna manipulace s témito potravinami tak mtize predstavovat potencialni riziko

pro zdravi konzumenta.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

CIP Clean-in-Place

CFU kolonie tvofici jednotky

CSLI Institut pro klinické a laboratorni standardy (anglicky Clinical & Laboratory Standards
Institute)

ECDC Evropské stredisko pro prevenci a kontrolu nemoci (anglicky European Centre for

Disease Prevention and Control)
EFSA Evropsky ufad pro bezpecnost potravin (anglicky European Food Safety Authority)

EUCAST Evropsky vybor pro testovani antimikrobialni citlivosti (anglicky European

Committee on antimicrobial susceptibility testing)
GMP spravna vyrobni praxe

HACCP analyza rizik kritickych kontrolnich bodu

HBL hemolysin BL

NHE nehemolyticky enterotoxin

OD optickd denzita

ODc hrani¢ni hodnota optické denzity

PCR Polymerazova fetézova reakce (anglicky polymerase chain reaction)

SD smérodatné odchylka
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