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ABSTRAKT

Bakterie mlé¢ného kvaSeni jsou proslulé svym vyznamem pro potravinarstvi i krmivarstvi.
Cilem této prace bylo zkoumat vybrané vlastnosti celkem 9 kment této skupiny bakterii
piivodem z Ceské sbirky mikroorganismil a izolovanych z rozliénych druhéi nemléénych

potravin anebo krmiv.

U téchto bakterii mlécného kvaseni byla zaméfena pozornost na tii oblasti, zaprvé schopnost
rustu pii raznych teplotach, ktera byla sledovana denzitometricky, zadruhé byla zkoumana
schopnost tvorby biofilmu a vné&jSich faktord na jeho tvorbu, a to za pouziti modifikované
Christensenovy metody. Posledni vlastnosti byla antibioticka rezistence, jez byla zkouména

jak na fenotypové urovni, tak na genotypové urovni.

V préci bylo zjisténo, Ze vSechny zkoumané kmeny lze povazovat za mezofilni, pficemz
vétSina kmenli vykazovala dobry rist pii 30 i 40 °C. U vétSiny kmend byla rovnéz
pozorovana tvorba biofilmu, avSak u dvou z nich se jednalo o schopnost danou zkoumanymi
podminkami. Vliv teploty a ptidavku sacharidi a soli na tvorbu biofilmu byl prokdzan pouze
u urcitych kmenti. Zkoumané kmeny byly rezistentni ke tfem az péti antibiotikiim. Tato

prace tak dopliluje poznatky o téchto tizasnych mikroorganismech.

Klicova slova: Bakterie mlé¢ného kvaseni, rast, biofilm, antibioticka rezistence, fermentace



ABSTRACT

Lactic acid bacteria are famous for its role in the food and feed industry. The aim of this
bachelor’s thesis was to examine some properties of 9 lactic acid bacteria strains obtained
from the Czech collection of microorganisms which had been isolated from various non-

dairy food sources or from feed.

In context of research, attention has been focused on three fields. Firstly, there has been
monitored growth of the bacterial strains at different temperatures by spectrophotometer.
Secondly, been examined ability to form biofilm has been examined and investigated the
impact of external factors on ability to form this microbial structure through modified
Christensen’s method. The third characteristic — antibiotic resistance was examined at

phenotype level and genotype level.

In this work, it was found that all examined strains could be considered as mesophiles and
concurrently most of them have shown good growth properties in 30 and 40 °C. The most
of strains was also shown ability to form biofilm. In the case of two biofilm producers this
characteristic was determined by used cultivation conditions. The influence of temperature
and content of carbohydrates and salt on ability to form biofilm has been observed in certain
strains only. The strains tested were resistant to three to five antibiotics. This thesis thereby

adds to the knowledge about these fascinating microorganisms.

Keywords: Lactic acid bacteria, growth, biofilm, antibiotic resistance, fermentation
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UVOD

Kdo jsou to bakterie mlééného kvaseni? Ziji v nas, na nas, jime je. Pravé diky blizkému
vztahu k ¢lovéku a v ne€kterych ptipadech az domestikaci (mlékatské kultury, startovaci
kultury pro fermentované salamy), byly tyto organismy objeveny jiz roku 1857, a to Louisem

Pasteurem, kdy byly jesté nazvany ,.kvasinkami mlé¢ného kvaseni (Chen, 2019).

Bakterie mlécného kvaseni (BMK) jsou tedy pro védu objeveny vice nez 160 let, pravdou
ale je, ze nas provazi jiz od pocatku civilizace a pravdépodobné jesté déle. V téchto davnych
dobach, kdy neexistovaly mnohé vymozenosti, jako je lednice, aseptické baleni c¢i
mezindrodni obchod, bylo nutno potraviny jako je zelenina a maso uchovavat jinymi
zpusoby. Kvaseni, tedy jakési fizené kazeni, je elegantnim zptisobem, jak potraviny a krmiva
konzervovat. JelikoZ jsou BMK pomérné nutriéné narocné a neslynou zrovna silnou
proteolytickou, amylolytickou ¢i lipolytickou aktivitou, je jejich pfeména potravin de facto
decentni a piijemnd. Zaroven svou produkci chemickych latek jsou schopny odradit ptipadné
nezadouci "breberky". Pro uplnost je vSak nutno dodat, Ze hranice mezi kvasenim a kaZzenim

je tenkd, a i mnohé BMK, napf. z rodu Leuconostoc, dokazou obcas potravinare potrapit.

BMK mohou rist na potravinové matrici ve forme biofilmu, ktery je v soucasnosti zkouman
1 vramci pozitivnich aplikaci, jako je produkce probiotik (Rezaei et al., 2023) nebo
detoxikace potravin (Nahle et al., 2022). Zkoumdani biofilmu v in vitro modu je vSak

postiZeno jistymi neduhy:

1) Zadny mikroorganismus v redlnych podminkach neroste izolované (coZ ostatné plati 1 pro

makroorganismy), zvlastni, Ze?,
2) MRS médium se v prostiedi bézné€ nevyskytuje.

Nicméné in vitro zkoumani tvorby biofilmu miZe poskytnout alesponi letmy néhled do

tohoto kolektivniho az inZenyrského chovani bakterii.

Antibioticka rezistence je ozehavé téma soucasnosti. Ostatné 1 biofilmy hraji roli pfi Sifeni
gend antibiotické rezistence, coZz je ddno zejména vysokou koncentraci a vzidjemnou
blizkosti bun¢k v této struktufe. Antibioticka rezistence je ponejCastéji spojovana
s prokaryotickymi celebritami klinického svéta, jejichz zkratky VRE, CRAB ¢1 MRSA jsou
znamy mikrobiologiim celého svéta. I pfes to ma vyzkum antibiotické rezistence
u nepatogennich bakterii sviij vyznam, jelikoz BMK jsou spolu s potravinami konzumovany

v hojnych poctech a ¢ast z nich je schopna proklestit se nastrahami traviciho traktu a usadit
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se vném. Zde muze k pfenosu genti antibiotické rezistence z BMK na dalsi komenzaly
a patogeny dochazet. Schopnost pfenosu byla prokazana v né€kolika studiich (Toomey et
al., 2009a; Toomey et al., 2010; Yang a Yu, 2019). Z tohoto ditvodu EFSA (Evropsky urad
pro bezpecnost potravin) nedoporuc¢uje BMK hostici mobilni geny antibiotické rezistence

uplatiiovat jako startovaci kultury.

A teplota zni pon€kud bandlné, ale je to kouzelna a tajnlstkaiskd veliina, ktera
ovliviiuje, Ze se néco d¢je, a tak jako do vSeho ve vesmiru, se propisuje i do rastu bakterii.
Teplotni pozadavky BMK pak utvéieji fermentaci a jeji prabé¢h stejné tak schopnost rastu
pii nizsich teplotach jistych BMK poukazuje na moznou schopnost kazeni potravin

uchovanych v relativnim chladirenském bezpeci.
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TEORETICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

1 CHARAKTERIZACE BAKTERIi MLECNEHO KVASENI

Bakterie mlécného kvaSeni (BMK) hraji nezastupitelnou roli v riznych fermentacnich
procesech (Bintsis, 2018). Nazev této skupiny bakterii se odviji od schopnosti zkvaSovat
ruzné sacharidy pfevazné na kyselinu mlé¢nou (Iskandar et al., 2019). Nejedna se vSak

o jednotnou fylogenetickou skupinu (Pfeiler a Klaenhammer, 2007).

Bakterie patfici do této skupiny jsou grampozitivni, nesporulujici (Bintsis, 2018)
a az na vyjimky (Neville et al., 2012), nepohyblivé (Mani-Lopez et al., 2022). Zahrnuji
tyCinky a koky (Prihanto et al., 2024) uspotfaddané do dvojic, fetizkd, ptipadné mohou
vytvaret

1 tetrady (Kieliszek et al., 2021).

Typické bakterie mlécného kvaSeni jsou za standardnich podminek acidotolerantni
(Ko6nig a Frohlich, 2017), ¢emuz odpovida jejich ristové optimum pH pfi 5,5-5,8 (Mokoena,
2017). Jsou organotrofni a striktné fermentativni, pficemz produkuji kyselinu mlé¢nou jako
hlavni kone¢ny produkt ptemény sacharidi (Konig a Frohlich, 2017). Tyto mikroorganismy
maji komplexni nutricni pozadavky na aminokyseliny, peptidy, nukleotidové baze,
vitaminy, mineralni latky, mastné kyseliny a sacharidy. Co se tyce vztahu ke kysliku, jsou
nerespirujici, ale aerotolerantni. Pfed Skodlivymi ucinky kysliku je chrani peroxidéaza
degradaci peroxidu vodiku (Mokoena et al., 2017). Diky své aerotolerantni povaze osidluji
zastupci BMK S$irokou $kalu pfirodnich prostfedi (Ammor a Mayo., 2007a), jako jsou napf.

fermentované potraviny, ovoce, kvéty, rhizosféra rostlin i sliznice (George et al., 2018).

1.1 Taxonomie

Za BMK jsou povazovany bakterie patfici do kmene Bacillota, (podle LPSN,
https://lpsn.dsmz.de/order/lactobacillales, vidéno: 4.4. 2025) ttidy Bacilli a tadu

Lactobacillales (Price et al., 2012), ktery se déli na celedi Aerococcaceae,
Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae a Streptococcaceae (De Melo
Pereira et al., 2020; Capozzi et al., 2021), z nichz Celed’ Lactobacillaceae obsahuje vétSinu

rodl BMK (Parente et al., 2023).

Mezi BMK se nékdy tadi rody Bifidobacterium nebo Sporolactobacillus s nékterymi
shodnymi spole¢nymi znaky, avSak jedna se o taxony fylogeneticky nepiibuzné (Salminen

a Von Wright, 2004).


https://lpsn.dsmz.de/order/lactobacillales
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1.1.1 Celed’ Lactobacillaceae a jeji revize

Pted rokem 2020 bylo mezi BMK tazeno ptes 300 druht v 7 rodech a 2 ¢eledich, po revizi
(Qiao et al., 2022) byly Celedi Lactobacillaceae a Leuconostocaceae slouceny do spolecné
celedi Lactobacillaceae (Capozzi et al., 2021) s 36 rody obsahujicimi ptvodni rody
Lactobacillus, Paralactobacillus, Pediococcus, Weissella, Fructobacillus, Convivina,
Oenococcus, Leuconostoc a 28 novych rodl (dle LPSN

https://Ipsn.dsmz.de/family/lactobacillaceae, shlédnuto: 23.4.2025), které¢ zahrnuji

1 organismy diive klasifikované jako rod Lactobacillus (Qiao et al., 2022). Od nastupu
genomickeé éry se ukazalo, ze rod Lactobacillus je stejné heterogenni jako typicka bakterialni
celed (Wittouck et al., 2019), zahrnoval 261 druht (k bieznu 2020), které byly velmi
rozmanité na fenotypové, ekologické i genotypové tirovni (Zheng et al., 2020). Tento rod
byl nové rozdélen do 25 rodi (Capozzi et al., 2021) a vcetné¢ pozménéného rodu
Lactobacillus, ktery byl oznaten jako skupina Lactobacillus  delbrueckii
a  Paralactobacillus, obsahuje 23 novych rodi Holzapfeliella, Amylolactobacillus,
Bombilactobacillus, =~ Companilactobacillus, Lapidilactobacillus,  Agrilactobacillus,
Schleiferilactobacillus,  Loigolactobacillus,  Lacticaseibacillus,  Latilactobacillus,
Dellaglioa, Liquorilactobacillus, Ligilactobacillus, Lactiplantibacillus,
Furfurilactobacillus,  Paucilactobacillus,  Limosilactobacillus,  Fructilactobacillus,
Acetilactobacillus, Apilactobacillus, Levilactobacillus, Secundilactobacillus,
Lentilactobacillus (Zheng et al., 2020), a doplnén o nové pojmenované rody Eupransor,
Nicoliella, Periweissella, Philodulcilactobacillus a Xylocopilactobacillus (dle LPSN
https://lpsn.dsmz.de/family/lactobacillaceae, shlédnuto: 23.4.2025).

Rodovy termin ,,laktobacily* bude 1 nadéle v textu prace vyuzivan pro oznaceni vSech
organismil s morfologii tyCinek, které byly do roku 2020 zafazeny do celedi
Lactobacillaceae (Zheng et al., 2020). Nasledujicich osm kapitol je zaméfenych na rody

bakterii, se kterymi jsem pracovala v experimentalni ¢asti prace.

1.1.2 Rod Leuconostoc

Rod Leuconostoc zahrnuje heterofermentativni druhy BMK vyskytujici se v rozli¢nych
fermentovanych potravinach podilejicich se i na kazeni potravin (Raimondi et al., 2022).
Taxonomie rodu Leuconostoc je z velké cCasti zaloZzena na klasickych fenotypovych
metodach a pravdépodobné bude nutné nové celogenomové zkoumani. Neékolik
taxonomickych reklasifikaci na zaklad€ téchto metod bylo pro mikrobiology a odborniky

z potravinaiského primyslu nedostate¢nych pro vymezeni nového zastupce rodu
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Leuconostoc (Kumar et al., 2022). Zkoumani pomoci srovnavaci genomické analyzy muze
v blizké budoucnosti vést ke zmén¢ klasifikace rodu a druht do néj nalezicich (Parente et
al., 2023). Podle The List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature (LPSN)

(https://Ipsn.dsmz.de/genus/leuconostoc vidéno: 15. 2. 2025) je do tohoto rodu zafazeno

18 platnych druhi.

1.1.3 Rod Pediococcus

Rod Pediococcus nalezi do Celedi Lactobacillaceae (Zheng et al., 2020). V roce 2015 bylo
do tohoto rodu zafazeno pouze devét druhtl, a to P. acidilactici, P. claussenii, P. cellicola,
P. damnous, D. dextranicus, P. inopinatus, P. parvulus, P. pentosus a P. stilestii, které jsou
povazovany za legitimni zastupce tohoto taxonu (Todorov et al., 2023). Tento rod zahrnuje
homofermentativni koky, jenz obyvaji riiznd prostfedi jako je rostlinny material, maso

a fermentované napoje (Holzapfel a Wood, 2014).

1.1.4 Rod Lacticaseibacillus

Jedna se o rod zahrnujici prevazné homofermentativni mlécné tyCinky. Nékolik téchto druht
ma ekonomicky vyznam, nebot” se uplatiiuji jako startovaci kultury ¢i probiotika. Zastupci
tohoto rodu byli izolovani z fermentovanych potravin rostlinného ¢i zivo¢isného ptvodu,
vykalt a silazi (Zheng et al., 2020). Podle LPSN
(https://lpsn.dsmz.de/genus/lacticaseibacillus, shlédnuto: 5.4. 2025) tento rod obsahuje

34 platnych druht mezi né€z patii Lacticaseibacillus casei, Lacticaseibacillus paracasei
nebo Lacticaseibacillus rhamnosus.
1.1.5 Rod Lactiplantibacillus

Podle databaze LPSN se do tohoto rodu fadi 20 druhti
(https://Ipsn.dsmz.de/genus/lactiplantibacillus, shlédnuto 5.4. 2025). Tento rod zahrnuje

homofermentativni mlé¢né ty¢inky. Mnoho druhti z tohoto rodu je schopno metabolizovat
Sirokou Skalu sacharidi a fenolickych sloucenin. Typicky byvaji izolovany
z fermentovanych rostlinnych produkti, masa, mléka ¢i obilovin, avSak €ast znich je
spojena 1 s hmyzem. Lactiplantibacillus plantarum ma komer¢ni vyznam jako startovaci

kultura (Zheng et al., 2020).


https://lpsn.dsmz.de/genus/leuconostoc
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1.1.6 Rod Latilactobacillus

Do tohoto rodu se fadi homofermentativni mlécné ty¢inky vyskytujici se volné v prostredi.
Jednda se o mezofilni a psychrotrofni bakterie, znichz Latilactobacillus sakei
a Latilactobacillus curvatus maji komeréni vyznam jako startovaci kultury v masném
pramyslu. Zastupci tohoto rodu byli izolovani z chlazeného masa, fermentovanych masnych
vyrobki a ryb, potazmo i z fermentované zeleniny (Zheng et al., 2020). Podle LPSN do
tohoto rodu spadd 5 druht (https:/Ipsn.dsmz.de/genus/latilactobacillus, shlédnuto:
5.4. 2025).

1.1.7 Rod Limosilactobacillus

MIlécné ty€inky tohoto rodu jsou heterofermentativni a vétSina kment tohoto rodu produkuje
extracelularni polymerni latky, diky ¢emuz ziskal tento rod svij nazev (limosus - slizky).
Kromé jediného zndmého zastupce Limosilactobacillus fermentum, se jednd o druhy
adaptované na travici trakt obratlovci. Mezi dal$i zastupce patii naptiklad
Limosilactobacillus reuteri, Limosilactobacillus pontis ¢i Limosilactobacillus vaginalis
(Zheng et al., 2020). Doposud je dle LPSN fazeno do tohoto rodu 33 druht
(https://Ipsn.dsmz.de/genus/limosilactobacillus, shlédnuto: 5.4. 2025).

1.1.8 Rod Loigolactobacillus

Dle LPSN do tohoto rodu spada 8 druht (https://lpsn.dsmz.de/genus/loigolactobacillus,

shlédnuto: 5.4. 2025). Mezi zastupce tohoto rodu patii Loigolactobacillus bifermentans ¢i
oba poddruhy Loigolactobacillus coryniformis ssp. coryniformis a Loigolactobacillus
coryniformis ssp. torquensis. Casto se jedna o ty¢inky nepravidelného tvaru. Riizné druhy

byly izolovany z potravin a sildzi (Zheng et al., 2020).

1.1.9 Rod Sporolactobacillus

Ptestoze neni Sporolactobacillus povazovan za BMK, je v této praci zahrnut z divodu, Ze
s nim byly provedeny experimenty. V roce 1963 byl zastupce tohoto rodu poprvé izolovan
z krmiva pro kutata. Bylo zjisténo, ze Sporolactobacillus inulinus tvoti terminaln€¢ umisténé
endospory a je schopen se pohybovat pomoci bi¢iki. Sacharidy metabolizuje
homofermentativné za produkce kyseliny mlééné (Kitahara a Suzuki, 1963), proto byl
v minulosti fazen jako podrod rodu Lactobacillus. Vzhledem ke svym vlastnostem
produkovat spory vSak byla tato bakterie pozdé¢ji pfifazena k rodu Sporolactobacillus.

V soucasnosti je rod Sporolactobacillus zatazen do kmene Bacillota a samostatné celedi


https://lpsn.dsmz.de/genus/latilactobacillus
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Sporolactobacillaceae (podle https://lpsn.dsmz.de/family/sporolactobacillaceae, shlédnuto:

4.4. 2025). Guo a kol. uvadi, Ze donedavna bylo zndmo pouze 11 druhti a 20 kment tohoto

rodu (Guo et al., 2024).

1.2  Vyznam bakterii mlé¢ného kvaSeni

Skupina BMK zahrnuje mikroorganismy vyskytujici se v prostiedi, jako soucast rostlinné
mikrobioty, komenzaly lidi a zvitat i oportunni nebo obligatné¢ patogenni bakterie (Génzle,
2015). BMK jsou hojn¢ konzumovany spolu s fermentovanymi potravinami a napoji
(Casado Muioz et al., 2014). Nalézaji Siroké uplatnéni v mlékarenstvi i dalSich
fermentacnich technologiich, ¢i1 krmivarstvi (Kieliszek et al., 2021). Ve vstupnich
zemédelskych surovinach jsou pfirozené pfitomny nebo jsou do nich zdmérné ptiddvany
jako startovaci kultury za i¢elem kontroly fermentacniho procesu, a maji proto hospodarsky
vyznam. Kromé toho pozitivné piispivaji k vyzivovym a organoleptickym vlastnostem
fermentovanych potravin a krmiv (Ammor a Mayo, 2007a). Navic jsou uplatiiovany jako

ochranné kultury diky produkei fady antimikrobiélnich latek.

V poslednich desetiletich se BMK ¢asto pouzivaji jako probiotika, pficemz nejcastéji
vyuzivanymi rody jsou zastupci mlécnych tyCinek (dfive rod Lactobacillus) a rodu
Bifidobacterium, ktery je fylogeneticky odlisSny od BMK a nenaleZi tak do této skupiny
(Casado Muifioz et al., 2014). Bakterie, které jsou povaZovany za probiotika, maji pro
spotiebitele ptiznivé ucinky (Li et al., 2024), avSak probiotické vlastnosti jsou kmenovée
specifické (Zavisi¢ et al., 2023), a ne vSechny izolaty daného druhu prokdzaly ptiznivy

ucinek na zdravi spotiebitele konzumujiciho probiotika (Abdul Hakim et al., 2023).

Nekteti zastupci se uplatituji 1 v dalSich aplikacich, napf. jako nosic¢e vakcin, startovaci
kultury v krmivech pro hospodaiska zvirata (Li et al., 2024), v zemédé&lstvi (Raman et al.,
2022) nalézaji uplatnéni napt. jako biostimulacni prostiedky ke zlepSeni rastu rostlin
(George et al., 2018) a farmacii (Daba et al., 2021), kde se vyuzivaji napf. dextrany
syntetizované Leuconostoc mesenteroides (Singh et al., 2024). BMK proto maji Sirokou
Skalu aplikaci, vysokou ekonomickou hodnotu (Li et al., 2024) a jejich vyznam

v biotechnologiich roste (Kieliszek et al., 2021).


https://lpsn.dsmz.de/family/sporolactobacillaceae

22 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

1.3  Vyskyt bakterii mlééného kvaSeni

Obecné se BMK vyskytuji na stanovistich s bohatou nabidkou Zzivin. Vyskytuji se na
rozkladajicim se rostlinném substratu a ovoci, v mlécnych vyrobcich, fermentovaném mase
a rybach, kvasku, naklddané zelening, ¢i silazi (Douillard a De Vos, 2014). Byly izolovany
také z gastrointestinlniho traktu, dutiny Gstni a vaginy ¢loveka a zvifat (Ibraheim et al.,
2023), nalezneme je také na hroznech, v hroznovém mostu a viné, a také v pivu (Douillard

a De Vos, 2014). Tyto bakterie byly izolovany i z ptidy ¢i vody (Buron-moles et al., 2019).

Zivotni prostiedi zastupcti &eledi Lactobacillaceae zahrnuje obratlovee (vétsina izolati
rodi Lactobacillus  Ligilactobacillus, Limosilactobacillus), hmyz nebo rostliny
(Levilactobacillus). Mezi rody s vicero pifirozenymi stanovisti se fadi Lacticaseibacillus
a Lactiplantibacillus, druhy s nezndmou ekologii jsou napf. né€ktefi zastupci rodu

Loigolactobacillus (Parente et. al., 2023).

Vétsina druhii, které byvaji izolovany z rostlin nebo fermentovanych rostlinnych
produktt, je, na rozdil od druhii z Zivoc¢iSnych zdrojii, aerotolerantni a jejich optimalni
ristova teplota je blizka teplotdm suchozemskych a vodnich biotopd, takze vétSina druhi je
schopna rust pii teploté 15 °C, ale nikoliv pti 45 °C. Tyto druhy disponuji geny kddujicimi
vSestranny repertodr enzymu pro vyuziti Sirokého spektra Zivin, véetné pentdz, sacharozy,
laktozy, manitolu, celobidzy, dusi¢nand, kyseliny citronové a kyseliny jablecné (Duar et al.,

2017).

Zastupci rodu Pediococcus jsou Casto spojovani s fermentaci zeleniny (Parente et al.,
2023) a s kazenim fermentovanych napojii, zejména piva (Mokoena, 2017), ale mohou byt
izolovani 1 z dalSich stanovist. TotéZ plati pro zastupce rodl Leuconostoc a Weissella,
zatimco rody Oenococcus, Fructobacillus a novy rod Periweissella jsou Uzce spojeny
s rostlinami a kvasenim rostlinnych materialti (Parente et al., 2023). Oenococcus oeni je
bakterie mlé¢ného kvaSeni, kterd je vysoce adaptovana na prostfedi hrozni a vina (Bech-

Terkilsen et al., 2020).
Zastupci rodu Sporolactobacillus byli izolovani nejcastéji z plidy, kliry stromi ¢i jejich

zdroj neni znam, zatimco mensina doposud znamych druhti byla izolovéna z potravin (Guo

et al., 2024).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

14 Genom bakterii mlééného kvasSeni

Genomy BMK maji nizky podil guaninu a cytosinu (Wu et al., 2017) a jejich velikost se
pohybuje od 1,27 Mbp (Lactobacillus iners) do 4,91 Mbp (Lentilactobacillus parakefiri) (Li
et al., 2024). Vétsina genomtt BMK obsahuje ptiblizné 2000-3000 gent (De Vos, 2011).
Béhem oddéleni od tiidy Bacilli ztratily v pribéhu evoluce asi 1000 genti kédujicich
sporulaci, kofaktory, hemové cytochromy a kataldzu (Konig a Frohlich, 2017). Dalsim
znakem redukce genomu je také ptitomnost pseudogenii (Wu et al., 2017), ktera je u BMK

vys$§i v porovnani s jinymi bakteriemi (Schroeter a Klaenhammer, 2009). Adaptace na

MV

Narozdil od BMK, rod Sporolactobacillus nema tak vysoké nutri¢ni pozadavky (Guo,
et al. 2024) a sdili nékteré vlastnosti (tvorba spor, pohyblivost) s rodem Bacillus (Huang et
al.,2007). Priimérna velikost genomu v ptipad¢ tohoto rodu je 3,48 Mbp, nacez nejobsahle;jsi

znamy genom patii druhu izolovanému z prostfedi chudého na ziviny (Guo et al., 2024).

BMK také ziskaly nékolik genti duplikaci a horizontalnim pfenosem, coz se tyka genti
biosyntézy mureinu a vitaminu B12, novych funkci gent kdédujicich obvykle rezistenci
k antibiotikim, obrannym mechanismiim fagi a IS elementim (inserénim sekvencim)
(Konig a Frohlich, 2017). BMK disponuji kruhovymi i linedrnimi plazmidy zodpovédnymi
za produkci bakteriocintl, obranné mechanismy proti fagiim a rezistenci vici antibiotikiim
(Konig a Frohlich, 2017; Cui et al., 2015). Buiikky BMK chrani pfed cizi DNA i systémy
CRISPR-cas (nukleazovy systém, klastry kratkych pravidelné rozmisténych
palindromickych repetic) (Crawley et al., 2018).

1.5 Bezpecnost bakterii mlé¢ného kvaseni

Bezpecnost BMK je piedpokladana v navaznosti na historii bezpecného pouzivani jako
startovacich kultur a/nebo probiotik (Pariza et al., 2015). I ptesto vSak pouziti mikrobidlniho
kmene patticiho k druhu s uzndvanou historii bezpecného pouZzivani v potraviné podléha
zvazeni potencidlni pfitomnosti nezadoucich vlastnosti (Bourdichon et al., 2019) jako jsou
schopnost zplisobovat onemocnéni, spojitost s toxickymi u€inky a pfenosem genti rezistence
vuci antibiotikim (Colombo et al., 2020). Vefejné dostupné sekvence genomu mnoha
probiotickych a fermentacnich startovacich kultur umoznuji studovat piitomnost

nezadoucich gent (Pariza et al., 2015).
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Radu zastupctt BMK Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv Spojenych statii americkych
(FDA) uvadi na seznamu obecné¢ uznavanych za bezpecné (GRAS), v ptipadé Evropského
ufadu pro bezpecnost potravin (EFSA) jim je udé€len status kvalifikovaného ptedpokladu
bezpecnosti (QPS) (Mora-Villalobos et al., 2020). Nicméné Enterococcus je jednim z rodi
BMK vyuzivanym v potravinafstvi i jako probiotikum (Kavitake et al., 2023), pfestoZze nema
bezpecnostni status GRAS (Aratijo a Ferreira, 2013). Mezi rody s patogennimi zastupci patii

také Streptococcus (Li et al., 2024).

Ptestoze jsou druhy BMK Siroce pouzivany a uznavany jako bezpecné potravinarské
a krmné ptisady, byly v literatuie popsany vzacné piipady zavaznych infekci ¢lovéka i zvitat
zpusobené¢ BMK, vcetné bakteriémie, endokarditidy, pleuropneumonie, meningitidy
a infekci mocovych cest. Tyto infekce se vyskytuji pfedevSim u pacientli se zdvaznymi
primarnimi onemocnénimi, u imunokompromitovanych, nedonosenych novorozencti nebo

starSich osob (Stefanska et al., 2021).

U nckterych laktobacili byla prokazéna pritomnost gen virulence ziskanych
horizontalnim pienosem obecné spojovanym s patogennimi mikroorganismy, jako jsou napf.
Staphylococcus sp. (Zarzecka et al., 2020). Laktobacily se na onemocnéni podileji velmi
ziidka. Vyskyt bakteriémie zptsobené laktobacily, respektive mléénymi ty¢inkami, se
odhaduje na 0,1-0,3 % vSech piipadi bakteriémii (Gueimonde et al., 2016), podil
u endokartitid se pohybuje mezi 0,05-0,4 % (Bernardeau et al., 2006).
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2 VYSKYT BAKTERII MLECNEHO KVASENI V NEMLECNYCH
POTRAVINACH

BMK se nachézeji v celé radé potravin, at’ jsou zde zadouci (Zapasnik et al., 2022) nebo
nezadouci (Lyhs a Bjorkroth, 2008). Jejich vyznam v potravinafstvi mize byt mnohoznacny,
naptiklad v pivovarstvi jsou povazovany za kontaminanty (Riedl et al., 2019), zarovei vSak

jsou v nékterych typech piv (napt. Lambic) nedilnou soucésti (Dysvik et al., 2020).

BMK jsou nezbytné pro fermentaci fady nemlécnych potravin, at’ uz zivocisného
puvodu (masa, ryb) tak rostlinného (zelenina, obiloviny) (Hatti-Kaul et al., 2018). BMK jsou
nezbytné také pro fermentaci krmiv (silazi) (Miranda et al., 2021).

Mohou byt pfirozené pritomné v suroviné anebo byt pfidavany jako startovaci kultury,
coz jsou jednotlivé nebo smiSené¢ kmeny s urcitou enzymatickou aktivitou, které jsou po
pfidani v definované koncentraci schopny pfeménit surovinu na potravinaisky vyrobek
(Laranjo et al., 2017), a které zajist'uji pozadovanou mikrobiologickou stabilitu vyrobku
(Grujovi¢ et al., 2022; Zhao et al., 2024). Oproti tomu spontanni fermentace je vysledkem
konkurence riiznych autochtonnich a kontaminujicich mikroorganismu. Ty, které se nejlépe
prizpisobi podminkam béhem fermentace, nakonec pievladnou. Iniciace spontanniho
procesu trva pomérné dlouho a je u ni vysoké riziko selhani (Rodriguez et al., 2009).
Zastoupeni BMK je vtomto pfipadé ovlivnéno zejména surovinami pouZivanymi
k fermentaci, Casem, teplotou, geografickymi podminkami a dalS§imi faktory, pficemz
vysledkem jsou fermentované potraviny s jedine¢nymi vlastnostmi (Wang et al., 2023).
Spontanni fermentace se Castéji vyuziva pii fermentaci rostlinnych materidli nez téch

zivocisnych (Jasiak a Amund, 2022).

2.1 Role bakterii mlééného kvaseni pri produkei potravin

KvasSeni je konzerva¢ni metoda, kterd je, diky své technologické a ekonomické nenarocnosti,
jednou z nejstarSich a nejrozsifenéjSich (Cai et al., 2024). BMK hraji dulezitou roli
v potravinafském primyslu diky produkci kyselin, ale také diky produkci rtiznych latek, jako
jsou ethanol, aromatické slouceniny, extracelularni polymerni latky a bakteriociny (Peng et
al., 2020), z nichZ fada inhibuje rist nezddoucich mikroorganismii (Garcia-Diez a Saraiva,

2021). Fermentacni technologie umoziuji konzervaci potravin a zaroven jim dodavaji



26 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

pozadované organoleptické vlastnosti (Zapasnik et al., 2022). Nemén¢ podstatny je také

jejich podil na textuie (Cirat et al., 2024).

Vlastnosti, jako jsou nutri¢ni, environmentalni a adhezivni adaptace, umozinuji BMK obyvat
prostiedi potravinovych matric, jako jsou mlécné vyrobky, maso, zelenina a kvaskovy chléb

(Bintsis, 2018).

2.1.1 Bakterie mlééného kvaSeni v mase a fermentovanych masnych vyrobcich

Maso predstavuje diky svému vysokému obsahu vody, bilkovin a neutralnimu pH vhodné
prostfedi pro mikroorganismy (Woraprayote et al., 2016). V mase a masnych vyrobcich
mohou byt BMK v roli pivodci jejich kazeni, avSak mohou slouzit i jako startovaci

a ochranné kultury (Marcelli et al., 2024).

Béhem procesu zrani se populace BMK stdva dominantni ve fermentovaném mase
a dosahuje hodnot pfesahujicich 6 aZ 8 log CFU/g v disledku jejich optimalni adaptace na
prostedi téchto vyrobkl (Carneiro et al., 2024).

Pti zrani fermentovanych masnych vyrobkt (FMV) se uplatiiuji jak nestartovaci
(Grujovi¢ et al., 2022), tak komercni startovaci kultury BMK (Laranjo et al., 2017).
Nadmérna produkce kyselin (véetné kyseliny mlééné¢), pfeména proteini nebo produkce
biogennich aminii vS§ak mohou byt metabolickymi specifiky nékterych BMK, které lze
povazovat za projevy kaZeni. Proto musi byt u kazdé nové bakterialni kultury s pouzitim
jako startovaci (nebo ptidavné) provedeno podrobné zhodnoceni moznych negativnich

ucinkt (Carneiro et al., 2024).

Vlivem produkce kyselin BMK dochézi pfi vyrobé fermentovanych masnych vyrobkt
ke koagulaci svalovych bilkovin, ¢imz ztraceji schopnost zadrzovat vodu, coz se odrazi na
konzistenci (Drosinos et al., 2007), kterd se zméni na pevnéjsi a Zvykave€jsi. Po nasoleni
syrového masa se urcité bilkoviny rozpusti a denaturuji vlivem okyseleni, ¢imz se vytvofi
homogenngjsi struktura (De Souza et al., 2023). V kyselém prostiedi dochézi také k lepSimu

zrani a rozvoji barvy (Drosinos et al., 2007).

BMK v technologii FMV zajistuji potlaceni patogenti a prodlouZeni trvanlivosti
(Liicke, 2000) diky produkci bakteriocini, kyseliny mlééné a H2O2 (Rzepkowska et al.,
2017). Jejich vyznam spociva i v ziskdni novych organoleptickych vlastnosti suroviny
(Liicke, 2000). U nékterych BMK byla ve FMV zaznamenana produkce problematickych

biogennich amint (Barbieri et al., 2019).
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Startovaci kultury BMK pouzivané pti vyrob¢ fermentovanych masnych vyrobkii musi
vykazovat toleranci k vys$Simu obsahu kyselin a soli NaCl a NaNO» (Hu et al., 2022), které
se do nich ptidavaji (Keuleyan et al., 2022). Zadouci je také schopnost ristu pii nizsich
teplotaich (Agtiero et al., 2020). Latilactobacillus sakei, Latilactobacillus curvatus,
Lactiplantibacillus plantarum, Lactiplantibacillus pentosus, Lacticaseibacillus casei,
Pediococcus pentosaceus a Pediococcus acidilactici jsou druhy nejcastéji pouzivané jako

komer¢ni startovaci kultury pfidavané do masa (Ammor a Mayo, 2007a).

Latilactobacillus sakei a Latilactobacillus curvatus se vSak nachazi i ve spontanné
fermentovanych masnych vyrobcich (Milani et al., 2024), dokonce i v rybich FMV
(Belleggia et al., 2022). Latilactobacillus sakei je ve spontann¢ fermentovanych vyrobcich
nejcastéjSim druhem, vmenSi mife jsou zastoupeny Latilactobacillus curvatus,
Lactiplantibacillus plantarum (Stavropoulou et al., 2018; Van Reckem, 2019) a né&které
pediokoky a leukonostoky (Stavropoulou et al., 2018) Dalsi rody vyskytujici se ve FMV

jsou Enterococcus a Weisella (Erdogmus et al., 2021).

2.1.2 Bakterie mlééného kvaSeni v rostlinnych potravinach

Rostliny obsahuji mikroorganismy, které maji zdsadni vyznam pro jejich vyzivu, zdravotni
stav a obranu (Filannino et al., 2018). Jako epifyty jsou nejCastéji identifikovany mlécné
tyCinky a druhy pattici do rodd Leuconostoc,, Weissella, Enterococcus a Pediococcus,
jejichz vyskyt zavisi na druhu ovoce ¢i zeleniny. Nejfrekventovanéji nalézanymi druhy jsou
Weissella cibaria/confusa a Lactiplantibacillus plantarum. Nicméné v ovoci a zelenin€ jsou
BMK zastoupeny pomérné malo (2-4 log CFU/g) (D1 Cagno et al., 2013). N&které BMK Ziji
uvnitt rostlin jako endofyté a mohou prezivat v semenech (Lamont et al., 2017) a nasledné
odtud prechazet do mouky a do kvasku (Suo et al., 2021). BMK se nachdzeji v mnoha
potravinaiskych materialech jako pravé v kvasku (Wang et al., 2021), podileji na fermentaci
sojovych produktl (Elhalis et al., 2024) ¢i kakaovych bobl (Figueroa-Hernandez et al.,
2019). BMK izolované z rostlin se mohou uplatnit jako startovaci kultury pro vyrobu

rostlinnych alternativ mléénych vyrobki. (Huang et al., 2023).

Cerstva a minimalné€ zpracovana zelenina ma obecné kratkou trvanlivost, protoze miize
byt vystavena kontaminaci patogeny. K vyfeSeni tohoto problému se uzivaji fermentacni
technologie, které¢ zachovavaji a zvySuji bezpe¢nost, nutricni a organoleptickou hodnotu

a trvanlivost zeleniny (Yang et al., 2020).


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/leuconostoc
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/weissella
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/enterococcus
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/pediococcus
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/weissella-cibaria
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/lactobacillus-plantarum
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2.1.2.1 Nakladana zelenina

BMK se pfirozené vyskytuji na povrchu zeleniny (Einson et al., 2018) jako je zeli, mrkev,
fepa Ci okurky (Miller, 2019). Po nastoleni podminek fermenta¢niho procesu BMK za¢nou
prosperovat a produkovat organické kyseliny, pficemz nizké pH a vysoka salinita potlacuje
rist nezddoucich mikroorganismii (Einson et al., 2018). Sekundarni rostlinné metabolity,
jako jsou napft. fenolické slouceniny v zeli, maji vliv na mikrobidlni spolecenstva. Mezi
BMK snaSejici vyssi hladiny fenolickych sloucenin patii napiiklad Lactiplantibacillus
plantarum, Weissella spp., Levilactobacillus brevis a Leuconostoc mesenteroides, coz

souvisi se schopnosti tyto slouceniny metabolizovat (Tlais et al., 2022).

Mlécné kvaseni zeleniny ma dnes prumyslovy vyznam pii fermentaci okurek, zeli
a oliv. Nekteré dalsi druhy zeleniny (napt. mrkev, francouzské fazolky, artyCoky, kapary
a lilky) rovnéz zvySuji své nutricni a organoleptické vlastnosti, véetné¢ prodlouzeni
trvanlivosti dané fermentaci za standardizovanych primyslovych podminek (Héctor

Rodriguez et al., 2009).

Nakladané zeli se obvykle vyrabi spontanni fermentaci na zdkladé populaci
autochtonnich BMK. Mikroorganismy, které¢ se podileji na fermentaci nakladané¢ho zeli
(Erdogan et al.,, 2023), jsou Leuconostoc mesenteroides, Enterococcus faecalis,
Levilactobacillus  brevis, Lactiplantibacillus pentosus, Pediococcus pentosaceus,
Lactiplantibacillus plantarum a Weisella sp. (Alan a Yildiz, 2022). Zastoupeni BMK se
béhem fermentace proméiuje (Plengvidhya et al., 2007). Existuje mnoho fermentovanych
asijskych zeleninovych pokrmd, jako napft. khalpi, kim¢i ¢i paocai, z nichZ byly izolovany

BMK (Tamang et al, 2016; Jung et al., 2022; Xu et al., 2024).

Ve spontanné kvaseném kimci, obvykle prevazuji BMK jako jsou Leuconostoc, mlééné
ty¢inky (diive Lactobacillus) a Weissella, nejzastoupencjsi druhy jsou Leuconostoc

mesenteroides a Lactiplantibacillus plantarum (Xiao et al., 2024).

2.1.2.2 Fermentované olivy

Na fermentaci oliv se podili Siroké spektrum BMK (Abouloifa et al., 2024). NejcastéjSimi
izolaty ze stolnich oliv jsou zastupci mlécnych ty€inek (Hurtado et al., 2012)
s prevladajicimi druhy Lactiplantibacillus plantarum a Lactiplantibacillus pentosus
(Doulgeraki et al., 2013). Vyskyt vSak zalezi na odriidé oliv ¢i podminkach fermentace.
V mensi mife byly izolovany také zastupci rodi Enterococcus, Pediococcus, Leuconostoc

a Lactococcus (Hurtado et al., 2012).
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Vznikajici kyselina mlécné potlacuje rist jinych bakterii, které mohou olivy kazit. Zatimco
Leuconostoc produkuje mensi mnozstvi kyseliny mlécné, homofermentativni mlécné
tyCinky produkuji vy$$i mnozstvi této kyseliny (Hurtado et al., 2012). BMK spolu

s kvasinkami tvofi na povrchu oliv biofilm (Arroyo-Lopez et al., 2012).

2.1.2.3 Silaz

BMK se vyznamné podileji v oblasti krmivaistvi pfi sildzovani, coz je proces smétujici ke
konzervovani Cerstvé pice a rostlinnych zbytkli za anaerobnich podminek (Okoye et al.,

2023).

BMK jsou na travindch obvykle pfitomny v 1000krat niz§im poc¢tu oproti hlavnim
konkurentim, houbam a enterobakteriim. Po silazovani dojde k vytvofeni anaerobniho
prostfedi (Yitbarek a Tamir, 2014), kde BMK za¢nou metabolizovat jednoduché rostlinné
sacharidy na organické kyseliny (Kim et al., 2021). Za pfiznivych podminek BMK rychle
okyseli sildz do té miry, ze konkurencni organismy nejsou schopny piezit, a kone¢nym
vysledkem je stabilni silaz (Yitbarek a Tamir, 2014) s pH kolem 4 (Hu et al., 2024; Kim et
al., 2021).

Zaucelem stimulace fermentace se do silaze ptidavaji (Yitbarek a Tamir, 2014) zvlasté
homofermentativni druhy BMK, jako jsou Lactiplantibacillus plantarum, Enterococcus
faecium a Pediococcus spp. Casto jsou zahrnuty i heterofermentativni BMK (napf.
Lentilactobacillus buchneri), které rostou pomaleji a produkuji vét§si mnozstvi kyseliny
octové, kterd inhibuje plisné (Ellis et al., 2016; Okoye et al., 2023). V silazich se nachazi
rody Enterococcus, Weissela, Pediococcus, Leuconostoc (Muck, 2013), Lactiplantibacillus,
Lactococcus, pticemz jejich zastoupeni se méni v zdvislosti na druhu sildZzované rostliny

(Pang et al., 2011).

2.2 KazZeni potravin

Kazeni znamend jakoukoli zménu potravinaiského vyrobku, kterd jej ¢ini pro spotiebitele
nepfijatelnym ze senzorického hlediska. Mikrobialni kazeni je jeho nejcastéjsi pti¢inou
a muze se projevovat jako viditelny rast (sliz, kolonie), texturni zmény (degradace

polymeril) nebo jako pachové a chutové vady (Gram et al., 2002).

BMK jsou také zndmé jako bakterie zplisobujici kaZeni potravin a mohou piedstavovat

problém pro potravinatsky primysl. Ve vétSin¢ piipadit BMK kazici potraviny pochézi
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z prostiedi vyroby nebo ze surovin a jsou odolnéjsi vucéi zatézi prostiedi. Zpusobuji
kontaminaci nebo znehodnoceni masnych vyrobkd, syrii, naklddanych okurek, majonézy,
salatovych dresink(, s6jovych produktt a taktéz napoju piva, vina, saké (Kubota et al., 2008)
a ovocnych $tav (Gram et al., 2002). Pfi kaZeni piva a vina produkuji urCité kmeny
extracelularni polymerni latky (EPS) zptsobujici vazkost (Rodriguez-Saavedra et al., 2020;
Suzuki, 2011). Mlé¢né tyCinky (diive Lactobacillus) a Pediococcus jsou nejbeznéjsimi
grampozitivnimi bakteriemi, které kazi pivo. Diky toleranci chmele mé& zejména
Levilactobacillus brevis schopnost rist v pivu a negativné menit vzhled, chut’ a viini vyrobku
(Riedl et al., 2019). BMK se taktéz povazuji za pti¢inu akumulace biogennich amini ve
fermentovanych potravinach, jez mohou mit toxické ucinky na spotifebitele (Barbieri et al.,

2019).

Na rozvoj BMK maji vliv parametry konzervace, napt. pH, teplota, slozeni atmosféry
a pritomnost chemickych konzervaénich latek (Gram et al., 2002). Odolnost vuéi soli
a kyselin€ octové ma za nésledek znehodnoceni majonéz. Nékteré kmeny mlécnych ty€inek
mohou ptezivat ve vysokych koncentracich kyseliny octové a jsou zodpovédné za kazeni
octa (Kubota et al., 2008). V nékterych specidlnich druzich octa jsou vSak zaddouci (Li et al.,
2014).

2.2.1 KazZeni keCupii, majonéz a dresingi

Kecup je povaZovan za relativné trvanlivou potravinu diky svému nizkému pH (pH<4),
tepelnému oSetieni béhem vyroby a pfidavku chemickych konzervaénich latek. V kyselém
prostfedi kecupti se proto jako zastupci bakterii objevuji BMK. Heterofermentativni mlééné
ty¢inky jsou zodpovédné za produkci plynu (Bjorkroth a Korkeala, 1997). Taktéz majonézy
a salatové dresinky z obdobnych divodi byvaji kazeny BMK, coz se projevuje zkysnutim,
které navic mize byt doprovazeno tvorbou plynu. V téchto produktech byly nalezeny napt.
Fructilactobacillus fructivorans, Levilactobacillus brevis, Pediococcus acidilactici (Osaili
et al., 2023), Lactiplantibacillus plantarum a Limosilactobacillus fermentum (Waite et al.,

2009).

2.2.2 KaZeni masa a masnych vyrobki

BMK ptedstavuji kontroverzni skupinu, nebot nékteré kmeny pfispivaji k tvorbé
neZadoucich metaboliti a naslednému organoleptickému znehodnoceni masa, byt jiné
produkuji bioprotektivni latky, pfi¢emz nékteré kmeny vykazuji snizenou schopnost kazeni

a inhibi¢ni aktivitu vici kazicim mikroorganismtiim (Pothakos et al., 2015).
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Maso a masné vyrobky predstavuji ptiznivé prostiedi pro rist diky faktoriim, jako je pH
5- 6,5, vysoké hodnota ay (0,95-0,99), dostupnost zivin, relativni vlhkost, teplota a slozeni
balici atmosféry. BMK, které se nejvice podileji na kazeni masa, jsou heterofermentativni
mlécné tyCinky, Latilactobacillus curvatus a Latilactobacillus sakei, heterofermentativni
leukonostoky, Carnobacterium spp. a v mensi mife homofermentativni mlécné tyCinky
a Pediococcus spp. (Marcelli et al., 2024). Heterofermentativni BMK se obvykle podileji
na kazeni masa vice nez homofermentativni rody. Proto komeréné dostupné startovaci
kultury pro vyrobu FMV se skladaji z homofermentativnich mlécnych tyCinek
a Pediococcus ssp. Tyto BMK produkuji téméf vyhradné kyselinu mlécnou, kterd je
senzoricky relativn€ piijemna, zatimco heterofermentativni druhy produkuji mén¢ zadouci
latky, jako je COa, ethanol, kyselinu octovou a acetoin. Za urc¢itych podminek mohou
zpisobovat zelenani masa (Krockel, 2013). BMK také produkuji extracelularni polymerni

latky, coz se projevuje slizovitosti (Iulietto et al., 2016).

K prodlouzeni trvanlivosti Cerstvého masa nebo tepelné¢ opracovanych masnych

vyrobki se ¢asto pouziva vakuové baleni a skladovéani v chladu (Hingaro et al., 2016).

Varené maso, ale tfeba také uzeniny, mohou byt po tepelné¢ tpravé sekundarné
kontaminovany béhem manipulace s vyrobky a krajenim pfed balenim. Pti anaerobnim
skladovéani v chladu, napf. pii vakuovém baleni nebo baleni v modifikované atmosféie,
zacnou BMK v procesu kazeni prevladat (Samelis et al., 2000), nebot’ jsou schopny rlstu za
anaerobnich podminek (Rombouts et al., 2020). Metabolickd aktivita se projevuje
nadouvanim obalu v disledku tvorby plynu (Samelis et al., 2000), Kazici mikroorganismy
vakuové baleného nebo masa baleného v modifikované atmosféte tvoii pfedevSim mlécné
tyCinky, ptevazné Latilactobacillus sakei a Latilactobacillus curvatus, dale Leuconostoc
spp., Weisella spp. a Carnobacterium spp. (Vermeiren et al., 2004). Po delsi dob¢ skladovani
jsou ptevladajici mikrobiotou psychrotrofni BMK (Yost a Nattress, 2002).
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3 VLIV TEPLOTY NA RUST BAKTERIi MLECNEHO KVASENI

Teplota je jednim z vnéjSich faktort, které ovlivituji riist mikroorganismt v potravinach
(Zurera-Cosano et al., 2006). Kazdy organismus vykazuje minimalni, optimalni a maximalni
teplotu rastu a jsou jeho dulezitymi charakteristikami, avSak tyto charakteristiky jsou
ovliviiovany i dalSimi faktory prostfedi, jako je dostupnost zivin, pH ¢i vodni aktivita

(Adams et al., 2024).

Pti fizeni bioprocest v biotechnologiich a pii bezpecném zachéazeni s potravinami, je
dilezité popsat vliv teploty na rist mikroorganismt (Matej¢ekova et al., 2016). Pro zamezeni
znehodnocovani potravin je dulezité znat schopnosti uréitych BMK (napt. Leuconostoc
mesenteroides) mnoZit se v potravinaiském vyrobku za podminek, které nastavaji pii
zpracovani, konzervaci, skladovani a distribuci (Zurera-Cosano et al., 2006). Stejn¢ tak jsou
tyto znalosti dulezité k optimalizaci fermentaCnich procest (Di Biase et al., 2022).
Nastrojem pro piedvidani ristu mikroorganismii jsou matematické modely v ramci

prediktivni mikrobiologie (Zurera-Cosano et al., 2006).

Pti snizeni teploty pod optimalni rozsah pro rist jsou bakterialni bunky vystaveny
teplotnimu stresu. I malé teplotni rozdily mohou mit vyznamny vliv na jejich
zivotaschopnost. Proto by teplota v riiznych fazich vyroby a skladovani potravin méla byt
vhodné pro konkrétni kmeny, coZ je dileZité zejména u potravin obsahujici probiotika
(Sionek et al., 2024), u nichz je dilezité zachovat urcity pocet Zivotaschopnych bunck ve

vyrobku (Acosta-Piantini et al., 2024).

3.1 Nizké teploty

Nizké teploty (ale vyssi nez 0 °C) se pouzivaji pro fermentaci béhem zrani syrG a pro
skladovéani fermentovanych vyrobkl, aby se zabranilo jejich kaZeni. Nizké teploty tlumi
zakladni metabolismus tim, Zze snizuji fluiditu bunéénych membran, enzymatickou aktivitu
a ucinnost transkripce RNA a syntézy proteind. Chladirenska teplota mize zastavit rist, ale
obecné neni pro buiiky letdlni (Wang a Zhong, 2024). Zachovavani zivotaschopnosti pii

nizkych teplotach skladovani je dtlezitou vlastnosti pro probiotické BMK.
De Angelis a Gobbetti (2004) uvadi, Ze pti poklesu teploty piiblizné o 20 °C pod
optimalni ristovou teplotu jsou mlécné ty€inky schopny ptizplsobit se suboptimalni teploté

a pokracovat v ristu se sniZzenou rychlosti a s prodlouzenim doby lag faze. Naptiklad
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6 riznych druh mléénych tycinek je schopno rist pti 15 °C, avsak jiz pti 7 °C nerostou (De

Angelis a Gobbetti, 2004).

3.2 Vysoké teploty

Teplotni stres mtze vést k rozkladani a nasledné agregaci proteinti a degradaci a destabilizaci
nukleovych kyselin, coz zplUsobuje Utlum bunééného metabolismu. Kromé toho mohou

vysoké teploty zvysit fluiditu membran a narusit tak bunécné aktivity (Wang a Zhong, 2024).

Na potlaceni nepiiznivych ucinki tepla bakterie syntetizuji tzv. heat shock proteiny
(HSP), coz je soubor proteinti indukovatelnych pravé teplem. Hlavni HSP se podileji na
opravé jinych poskozenych proteinll. S tepelnym stresem se bézné setkava mnoho BMK,
napiiklad pifi fermentaci potravin ¢i pasterizaci. Nekteré druhy mléénych tyCinek jsou
relativné termotolerantni, naptiklad termizaci mléka (60 °C, 5 min) pieziva 90 % bunck
Lacticaseibacillus paracasei 8R2. Na rozdil od BMK izolovanych z potravin se jejich
komenzélni a patogenni souputnici setkdvaji s méné drastickymi vykyvy teploty diky

termoregulaci svého hostitele (Papadimitriou et al., 2016).

3.3 Rustova krivka

Rist bakteridlni kultury zavedené do cerstvého média v uzavieném systému, jako je
zkumavka, vykazuje vZzdy nasledujici faze (Wang et al., 2015): lag tazi, exponencialni fazi,
staciondrni fazi a fazi odumirani (Rolfe et al., 2012). Tyto faze se vyrazné liSi po¢tem bunék
(obrazek 1), jejich metabolismem a fyziologii. Znalosti tykajici se ristové faze a jeji kinetiky
jsou nezbytné pro vyzkum bakterii, zejména pro taxonomickou identifikaci nebo napf.
sledovani interakci s 1é¢ivy (Kochan et al., 2020). Mezi konven¢ni metody stanoveni
koncentrace biomasy béhem kultivace patii stanoveni hmotnosti suSiny bun¢k a metoda
optické hustoty (OD). Obé metody maji své vyhody a nevyhody (Muloiwa et al., 2020).
Tradi¢ni méfeni ristovych kiivek pomoci fotometrii a kyvet trpi nékolika nevyhodami, jako

je nizké Casové rozliSeni, nizk4 ucinnost a vysoka pracnost (Rogers et al., 2022).
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Obrazek 1: Obecna rustova kiivka a jeji zakladni faze, upraveno podle (Pina et al., 2021)

Log N — logaritmus poc¢tu bunék

3.3.1 Pruabéh rustu béhem vsadkové kultivace

Pribéh ristu pii statické kultivaci je zndzornén na obrazku 1. V lag fazi se bakterie
prizptisobuji novému prostiedi a nereplikuji se, ackoliv bunky mohou zvétSovat sviij objem
(Wang et al., 2015). Tento proces by mohl zahrnovat i opravu makromolekul a syntézu
bunéénych slozek nezbytnych pro rist (Rolfe et al., 2012). Nekteré aspekty lag faze stale
nejsou plné objasnény (Hamill et al., 2020).

V prubéhu faze logaritmické (exponencialni) se buniky pravidelné déli. Kultura dosdhne
maximalni rychlosti ristu, kterou 1ze odhadnout podle genera¢ni doby nebo doby zdvojeni,
tj. doby jedné generace. V logaritmické fazi je pfirtstek poctu buné€k umérny aktudlni
populaci: dn/dt = an, kde n je pocet bakterii v kultivacnim médiu v Case t a a je konstanta

znama jako ,,specificka rychlost rastu” (Wang et al., 2015).

Takovy rist vyzaduje pfitomnost fady faktorti v nadbytku, vcetné zdroj uhliku, dusiku,
fosforu a nékterych stopovych prvki, jako je zelezo. Fyziologie exponencidlniho ristu
a replikace bakterii zahrnuje nékolik kol syntézy DNA spolu s transkripci a translaci, aby

se syntetizovaly nezbytné makromolekuly (Rolfe et al., 2012).
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Stacionarni faze je charakteristicka tim, Ze pocet bun¢k prochézejicich délenim se zda
byt roven poctu bunék odumielych (Wang et al, 2015) coz je zpiisobeno vycerpanim
limitujicich zivin nebo nahromadénim odpadnich produktii. Nékteré z bunék mohou vyuzit
ziviny z odumfelych bun¢k. Tento proces probiha v pribéhu celého rustového cyklu, ale ve

vysoké mife se vyskytuje ve stacionarni fazi (Achinas et al., 2019).

Posledni je faze odumirdni, kdy bakterie ztraci schopnost déleni (Wang et al., 2015)
v disledku vycerpani zivin (Muloiwa et al., 2020) a pocet mrtvych bunék prevysuje pocet
zivych (Wang et al., 2015). Kultivacni prostiedi mtize podporovat pouze urcity poc¢et bunck
po urcitou dobu, po niz vétsina bunék jiz nemuize vykonévat opravné a udrzovaci funkce. Pti
odumirani bun¢k dochazi k jejich rozpadu, pti¢emz piezivajici buiiky mohou metabolizovat
ostatky svych mrtvych sourozenctl, vcetné bilkovin, sacharidii z bunééné stény, lipidii

z bunééné membrany i DNA.

Po fazi smrti je mozné pozorovat i dlouhodobou stacionarni fazi, ve které mohou bunky
prezivat roky bez ptidavku zivin (Finkel, 2006). Protoze se do dlouhodobych dévkovych
kultur neptidavaji Zadné nové Ziviny, buniky béhem této faze ziskavaji energii a Ziviny ze

zbytkl odumftelych buné€k (Ratib et al., 2021).

3.3.2 Metody zjist'ovani pribéhu ristové krivky

Metod slouzicich ke zjisténi poctu bunck je vicero, patfi sem metody mikroskopické,
plotnové, ale 1 metody jako pritokova cytometrie (Hazan et al., 2012), kvantitativni PCR
(Szermer-Olearnik et al., 2014) nebo reduktdzovy test (Nandy a Venkatesh, 2014).
Nejbéznéjsi metodou odhadu poctu bunck v kapalné suspenzi je métfeni optické hustoty
(OD) (Beal et al., 2020), ktera se pouziva k méteni populacni hustoty vice nez 60 let (Mira
et al., 2022).

Metodu OD lze provadét automaticky s vysokou kapacitou pomoci Cctecky
mikrotitracnich desticek a je vhodna pro experimenty vyzadujici pribéznou analyzu ristové
kiivky (Hazan et al., 2012). Metoda je preferovana z diivodu ¢asové a financni nenaroc¢nosti,
a je snadno automatizovatelnd (Beal et al., 2020). Mezi dalSi pfednost patii prakticky

okamzita odezva.

Tato metoda vSak neni schopna rozlisit Zivé bakterie od mrtvych bakterii nebo ¢astic.
(Hazan et al., 2012). Métfeni muze ovliviiovat 1 produkce extracelularnich polymernich latek
(Bosma et al., 2017). Méteni OD ve skuteCnosti neposkytuje pfimé métreni poctu bunek,

a dokonce mu s vyjimkou omezeného rozsahu linearn¢ neodpovida. Je to dano tim, ze
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meéfeni je zaloZzeno na rozptylu svétla, nikoliv na absorbanci, a je navic relativni ke
konfiguraci konkrétniho pfistroje, coz komplikuje porovnani hodnot OD mezi pfistroji

a experimenty (Beal et al., 2020).
Princip méfeni pomoci optické denzity

Me¢éteni pomoci optické denzity patii mezi nepiimé metody. PiislusSnym fyzikalnim jevem je
rozptyl (turbidimetrie). Svételné paprsky prochézejici pies vzorek jsou rozptyleny na
casticich (bakteriich) a mensi Cast z nich se tedy dostane do detektoru (Szermer-Olearnik et
al., 2014). OD se méfi pomoci spektrofotometru, obvykle pti 600 nm, a je zdpornym
logaritmem transmitance, coz je podil svétla, ktery prosel kyvetou obsahujici vzorek kultury.
Podle Lambert-Beerova zakona je OD umérnéd koncentraci roztoku, coz vSak neplati pro
suspenze Castic (tedy bakteridlni kultury), protoZe misto aby svétlo pohlcovaly, dochazi
k jeho rozptylu mimo osu detektoru (Mira et al., 2022). VétSina bakterii a kvasinek
rozptyluje svétlo pod malymi uhly (n€kolik stupiiti). Jednotlivé rozptylové udalosti s vétsi
pravdépodobnosti odkloni svétlo od apertury, ale ucinek tohoto rozptylu je velmi zavisly na

velikosti detektoru a vzdalenosti mezi detektorem a vzorkem (obrazek 2, ¢ast A).

S rostoucim poctem bunck vsak roste pravdépodobnost (Stevenson et al., 2016), Ze Cast
svétla, které je rozptyleno od detektoru jednou bunikou, bude nasledné rozptylena zpét
k detektoru jinou bunkou (obrazek 2, ¢ast B). OD se tudiZ nezvySuje tak rychle, jako
koncentrace bunc¢k (Mira et al., 2022). Pravdépodobnost vicenasobného rozptylu se
v prostiedi s velmi vysokou populacni hustotou jesté vice zvysSuje, ¢imz je svétlo opét vice
vychylovano smérem od detektoru. Lambert-Beertiv zékon 1ze s ur¢itymi vyhradami pouZit
pouze pro mikrobidlni kultury s nizkou hustotou z diivodu parabolické zavislosti OD na

poctu bunék (Stevenson et al., 2016).
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Obrazek 2: Princip méfeni OD spocivajici v rozptylu svételného paprsku, upraveno podle
(Stevenson et al., 2016)
A - zévislost vzdalenosti bunky (di, d2), na niz se svétlo ldme o urcity uhel 6 smérem od
detektoru a poloméru $térbiny detektoru (R). B - pfi vySsi hustot¢ bunck se zvySuje
pravdépodobnost zpétného odrazu svételného paprsku do detektoru, tzn. vicenasobného

rozptylu. C - rozsah OD, pro jednoduchy a vicenasobny rozptyl (Stevenson et al., 2016)

Udaje o optické hustoté (OD) neposkytuji piimo riistovou kiivku, Ize je vSak pouzit ke
zjisténi specifické riistové rychlosti, a pokud jsou pouzity ve spojeni se zndmym pocatecnim
inokulem, udaji o maximalni populaci a znalosti poctu bunék pfi pfedem definované OD ve
znamém case, pak Ize ziskat v§echny informace pottebné k rekonstrukci standardni ristové

ktivky (Mytilinaios et al., 2012).
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4 BIOFILM

Biofilm je spolecenstvi mikroorganismti vazanych v tésné blizkosti uvniti vlastni
ochranné matrice, které umoznuje vzijemné vyzivovani, interakci mezi bunkami a
chemickou a fyzikalni odolnost (Bastard et al., 2016). Biofilmy se mohou tvofit kdekoli,
pokud jsou pfitomny ziviny a adhezivni povrch (Castellano et al., 2017). Biofilmy BMK
jsou tedy nachazeny tam, kde se BMK vyskytuji. Jedna se o prostiedi potravin (potravinarské
zavody, potravinaiské vyrobky, mléko, maso a rostliny), travici trakt (GIT), lidské sliznice,
domadci a pramyslové prostiedi (Mgomi et al., 2023), pficemz v mnohych primyslovych
systémech se vyuzivaji pfi nakladani s odpadnimi vodami, v pivovarnictvi, pii vyrob¢

celuldzy a papiru a pti zpracovani potravin (Castellano et al., 2017).

4.1 Vyznam biofilmi bakterii mlé¢ného kvaSeni

Metabolismus in vivo piisedlych probiotickych kmenl v podobé biofilmu mize byt
uzitecnym prostfedkem pro kontrolu rlstu patogennich a kazeni zptisobujicich bakterii,
ktery by mohl byt inovativnim biotechnologickym feSenim pro primyslové a l¢kaiské
aplikace (Speranza et al., 2018). Naptiklad se zkoumd biofilm BMK jako prostiedek
kontroly riistu Listeria monocytogenes v mékkych syrech (Speranza et al., 2009). Dalsi
moznou aplikaci je podavani probiotik ve formé¢ biofilml na nosicich, kdy je vyuzivana

jejich odolnost zajistujici vEétsi Zivotaschopnost bunék v travicim traktu (Yang, 2024).

Co se ty€e jejich negativniho vyznamu, biofilmy vyskytujici se na technologickych
zatizenich (Somers et al., 2001) a v surovinach (Kubota et al., 2008) jsou zdrojem
kontaminace potravin nezadoucimi BMK (Somers et al., 2001). Pokud se jedna o biofilmy
BMK produkujici biogenni aminy, predstavuji riziko pro bezpecnost potravin, protoZze mize
dojit ke kumulaci biogennich aminti béhem vyroby a zrani (Villarreal et al., 2024). Kmeny
Lentilactobacillus parabuchneri jsou povazovany za vyznamné producenty histaminu
v syrech, kam se mimo jiné mohou dostavat z prostfedi vyroby, kde perzistuji jako biofilmy.
Schopny jsou tvoftit biofilm 1 na nerezové oceli, ktera Casto pfichdzi do kontaktu se syry
béhem vyroby (Diaz et al., 2016). DalSim druhem spojovanym s kaZenim potravin je
Lactiplantibacillus plantarum, jenz je schopny znehodnotit Sirokou Skalu vyrobkd, a jako

mozny zdroj kontaminace se uvadi biofilm (Ferndndez Ramirez et al., 2015).
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4.2 Struktura biofilmu

Biofilm tvofi trojrozmérnou strukturu (Wilson et al., 2017). Mikroorganismy v biofilmech
Ziji v matrici hydratovanych extracelularnich polymernich latek (EPS), které tvoii jejich
bezprostiedni prostfedi (Castellano et al., 2017). EPS se skladaji z proteinti, extracelularni
DNA a hlavné polysacharidi (Drame et al., 2021), které zajist'uji mechanickou stabilitu
biofilmu a jejich adhezi k povrchiim a vytvaieji tak soudrznou trojrozmérnou polymerni sit,
ktera propojuje a piechodn¢ imobilizuje bunky biofilmu (Castellano et al., 2017). Dilezitou
slozkou biofilmil je také voda, kterd zaujima az 96,8 % celkového mnozstvi a podili se na
pohybu Zivin v biofilmech. Obecné se slozeni biofilmu méni v zavislosti na jeho stafi, na
kmenu BMK a na podminkach prostfedi, jako je ptitomnost kysliku, teplota, pH, dostupnost
zivin a vysychani (Mgomi et al., 2023).

Vyznam quorum sensing

Tvorba biofilmu je regulovana prostfednictvim guorum sensing (QS) (Johansen a Jespersen,
2017), coz je systém mezibunéné signalizace. QS je schopny aktivovat nékteré geny
k sekreci EPS a proteint, a taktéZ ovlivituje zrani biofilmu (Liu et al., 2023). Prostfednictvim
QS jsou vylucovany signalni molekuly zvané autoinduktory. S rostouci hustotou bakterialni
populace se zvySuje koncentrace téchto signdlnich chemickych latek, které po dosaZeni
minimalni prahové koncentrace piimé&ji bakterie ke kolektivni odpoveédi a umoziuji zmény

v chovani (Erkihun et al., 2024).

Ptitomnost vysoké hustoty bunék umoziuje bakteriim v biofilmu odolavat stresiim,
jako je zména pH nebo hladovéni (Tatsaporn a Kornkanok, 2020). BMK jsou v biofilmech
odolngjsi viici pasobeni organickych kyselin a ethanolu (Kubota et al., 2009). Napitiklad
u biofilmové kultury Oenococcus oeni byla pozorovana zvySend tolerance vici stresu
zpusobenym vinem (Bastard et al., 2016) a u bunék biofilmu Lactiplantibacillus plantarum
subsp. plantarum vétsi odolnost viici kyselin€ octové a ethanolu oproti planktonnim (Kubota
et al., 2008). RovnéZ je pozorovana zvysSena odolnost vici antibiotikiim., coZ je pfipisovano

hlavné extracelularni polysacharidové matrix (Balcazar et al., 2015).
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4.3 Tvorba biofilmu

Tvorba biofilmu je postupny proces, ktery zacina prichycenim bakterie na urcity povrch.
Typické zdkladni faze Zzivotniho cyklu zachycuje obrdzek 3 a jsou nésledujici:
1) ireverzibilni adheze k povrchu, nasledovand mnozenim bunék a produkei slizovitych
latek (matrice EPS), 2) tvorba zralé¢ trojrozmérné struktury biofilmu prostrednictvim
biosyntézy matrice a proliferace bun¢k a kone¢né 3) rozptyleni biofilmu vede k odlouceni

buné¢k, coz umoziuje kolonizaci nového povrchu (Mgomi et al., 2023).

23
.-
{g & 0Oddélovani bunék

\adifuzE

Faktory narusujici biofilm

e

+ Planktonické buiiky

* vnéjsi naruseni

« rozklad vlastnimi enzymy

« uvoliiovani EPS

« naruseni vazebnych proteint
« nedostatek Zivin apod.

8
e e A

* Quorum sensing

1’ Povrchové adheziny:

bi¢iky, fimbrie/pili, LPS,
curli protein

Reverzibiln{ Ireverzibilni Trorba IkIORoIon T Zran{ biofilmu
prichyceni adheze

Obrazek 3: Faze tvorby biofilmu, upraveno podle (Liu et al., 2023)

EPS hraji z4sadni roli pfi mechanismech agregace nebo adheze bunék k abiotickému
1 biotickému povrchu (napf. sttevni sliznici), a to prostfednictvim rozpoznavani a spoluprace
bun¢k a pasobenim jako ochrannd bariéra (Speranza et al., 2020), coz vede k lepSimu
ptezivani bakterii (Prete et al, 2021) potazmo toleranci vi¢i podminkam
gastrointestindlniho traktu (Caggianiello et al., 2016).

EPS pravdépodobné hraji roli pii kontrole QS, ve vyméné genetické informace
a v ochrané pied bakteriofagy, predaci prvoki, ionty kovii, nisinem, lysozymem a €isticimi

prostiedky (Zannini et al., 2016).
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Pritomnost bicikti a pili posiluje adhezi bakterii na povrchy (Erkihun et al., 2024),
a také se podili na struktuie biofilmu (Drame et al., 2021). Dalsi ze slozek podilejicich se
na adhezi a tvorb¢ biofilmu je S-vrstva. Ta je ochrannym obalem proti nezadoucim vliviim
prostiedi a ma dilezitou roli napft. pii usazovani Lactobacillus acidophilus v travicim traktu

(Hooshdar et al., 2020).

Vliv podminek na tvorbu biofilmu

V prostiedi se mohou nachazet rtizné zZiviny, které mohou ovliviiovat tvorbu biofilmu. Bylo
zjisténo, ze rustova média bohatd na ziviny mohou zvySovat tvorbu biofilmu a zda se, ze
pfitomnost glukézy a NaCl také ovlivituje tvorbu biofilmu, napiiklad u Staphylococcus
aureus a Pseudomonas aeruginosa. Na tvorbu biofilmu maji pravdépodobné vliv i ionty
zeleza ¢i vapniku. Bylo také zjisténo, ze dalsi faktory, jako je neletdlni koncentrace

antimikrobidlnich latek, tvorbu biofilmu zvysSuji (Abdallah et al., 2014).

Ve studii Rezaei a kol. (2023) byla srovnavéana schopnost tvorby biofilmu v prostiedi
média MRS a mléka. Biofilmy Lacticaseibacillus rhamnosus kultivované v mléce
vykazovaly slozitou trojrozmérnou strukturu. Naproti tomu biofilmy v bujonové kultuie
MRS vykazovaly méné hustou strukturu. Lactiplantibacillus plantarum také vytvofil silnéjsi

biofilm v mléce nezZ v MRS bujonu (Rezaei et al., 2023).

Urcan a kol. zase pozorovali, Ze na tvorbu biofilmu ma vliv i1 ko-kultura vicero druhti
BMK. Spolec¢na kultivace kment Lactiplantibacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus
a Aplilactobacillus kunkeei vykazovala vice biofilmové biomasy nez kultivace €istych kultur

(Urcan et al., 2024).

TaktéZz teplota, rlistové médium i povrchovy materidl maji vliv na pocty bunck
v biofilmu. Oulahal a kol. (2008) zjistili, Ze zkoumany kmen Stp. aureus vykazuje vyssi
pocty pfi ristu na nerezové oceli nez na polypropylenu, pokud bylo ristovym médiem
pasterizované odstiedéné mléko. Na nerezové oceli se pii teploté¢ 25 °C pocet bunck
Stp. aureus zvysil v 1. a 2. dni a dosahl 8,0 log CFU/cm?, ale 8. den jiZ nebyl zjiitén zadny
zivotaschopny Stp. aureus. Naproti tomu pii teploté 12 °C pocty bunék nadale rostly a po
8denni kultivaci dosahly cca 7,8 log CFU/cm?. U syrového mléka a povrchu z nerezové oceli
nebyl pozorovan zadny rozdil v poctu Stp. aureus, at’ uz pti kultivaci pii 12 °C nebo 25 °C

po riznych dobéch inkubace (Oulahal et al., 2008).
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4.4 Metody zkoumani tvorby biofilmu

Existuje vicero raznych metod studia biofilml a zjiStovani jejich tvorby. Mohou byt
zaloZzeny na fenotypu (napi. testy v mikrotitracni desticce, kultivace na agaru s kongo
cerveni), ¢i na genotypu (napi. prikaz genli zodpovédnych za tvorbu biofilmu metodou
PCR) (Melo et al.,, 2013). Pravé statické metody jsou pro studium tvorby biofilmu
nejvyuzivanéjSi a patfi mezi né testy v mikrotitratnich destickach jako je barveni
krystalovou violeti (Han a Lee, 2023), BioFilm Ring Test (Olivares et al., 2016) nebo
Calgary Biofilm Device (Ceri et al., 1999).

Mezi dynamické metody, pfi nichz dochdzi k toku média a odvodu odpadnich produktd,
se fadi naptiklad rotacni biofilmovy reaktor nebo mikrofluidni systémy (Han a Lee, 2023).
Tvorbu biofilmu je také mozné stanovit pomoci hmotnosti biomasy nebo nepiimo pomoci

elektrochemické impedantni spektroskopie (Azeredo et al., 2016).

Metoda pomoci mikrotitracni desticky je viibec nejpouzivanéj$im testem pro tvorbu
biofilmu (Kragh et al., 2019). Pfi testech v mikrotitra¢nich destickach se biofilmy vytvaii na
povrchu polystyrenovych jamek se statickym médiem. Tento Siroce pouzivany model
predstavuje vysoce vykonny systém, ktery je vhodny pro zkoumani schopnosti vytvaret
biofilm i pro testovani antibiofilmovych sloucenin. K testu Ize vyuzit rizné druhy médii, od

definovanych minimalnich médii az po bohatsi, komplexné&js$i média (Kragh et al., 2019).

Je hojné pouzivana ke kvantifikaci tvorby bakteridlniho biofilmu in vitro, nicméné je
omezena nemoznosti spolehlivé extrapolovat tyto vysledky na scénate in vivo (Fernandez-
Barat et al., 2023), nebot” fyziologické vlastnosti experimentalné ziskanych biofilmt jsou
v pfirodnim prostiedi neobvyklé. Navic tvorbu biofilmu omezuje napiiklad nemoznost

nepietrzitého piivodu Cerstvého média a nedostatecné provzdusiovani (Han a Lee, 2023).

BéZné pouzivana forma této metody je odvozena z protokolu publikovaného
Christensenem a kol. (1985). Pfi tomto bézném postupu se bunécné suspenze zaockuje do
kazdé jamky mikrotitracni desticky a inkubuje se za ur¢enych podminek. Béhem inkubace
se na dné a sténach jamek vytvari biofilm. Po oplachnuti mikrotitraéni desticky se
neptichycené bunky odstrani a zlistane vytvoreny biofilm. Nasledné se biofilmy v jamkach
barvi barvivem, naptiklad krystalovou violeti (Han a Lee, 2023). Krystalova violet' je
bazické barvivo, které se nespecificky vaze na zaporné nabité molekuly na povrchu bunék
a v extracelularni matrix biofilmu. Vzhledem k nespecifické vazebné schopnosti se

krystalova violet’ pouziva k celkovému hodnoceni biomasy biofilmu (Sharma et al., 2023).
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Po ptidavku krystalové violeti se biofilm inkubuje s barvivem pii pokojové teploté po
urcitou dobu, obvykle 5 az 30 minut. Po inkubaci se roztok barviva odstrani promytim
vodou, aby se odstranilo neulpéné barvivo. Poté lze ptidat odbarvovaci roztok v objemu
vetsim nebo rovném objemu ptivodniho kultivaéniho média a inkubovat jej s biofilmem po
dobu 10-30 minut. Odbarvovaci roztok se pfidava s cilem rozpustit krystalovou violet
a obvykle se sestava z 90-95% roztoku ethanolu, ale 1ze pouzit i €isty ethanol nebo ethanol
s acetonem nebo kyselinou octovou. Nakonec se odbarvovaci roztok s krystalovou violeti
pienese do Cisté desticky s piislusnymi slepymi vzorky, aby se vyhodnotila absorbance pfi

530-600 nm (Wilson et al., 2017).

Lze vSak pouzit i jiné kolorimetrické nebo fluorometrické testy pouzivajici derivaty

tetrazoliové soli, resazurinu, barviva SYTO-9 a propidium jodidu (Han a Lee, 2023).

Limity metody

Nevyhodou je, ze biofilmy se mohou ztratit pfi promyvani, které se provadi béhem barveni
za Ucelem vizualizace biofilml. Pfesné pozorovani biofilmu je navic obtizné, protoze se
barvi i biomasa odumfelych nebo sedimentovanych bun¢k (Han a Lee, 2023). Navic se
krystalové violet’ mlize nespecificky vazat na negativné nabité molekuly a nemusi také dojit

k jejimu rovnomérnému vyplaveni ethanolem (Magana et al., 2018).

Kragh a kol. (2019) upozoriiuji, Ze je tfeba brat v uvahu vysoce strukturované
mikroprostiedi biomasy v mikrotitracnich jamkach. Pfi pouziti mikrotitranich desticek
muze stochasticka variabilita zplisobend ristem a manipulaci vést k chybnym zavérim.
Kvantifikace biomasy v jamkach na zakladé¢ snimkl konfokalni mikroskopie neukazala
Zzadny vyznamny rozdil v mnoZstvi biomasy mezi neporuSenymi jamkami a jamkami
vyprazdiiovanych pipetou. V jamkach promytych fyziologickym roztokem a v jamkéch,
které byly pfevraceny, bylo v8ak ve srovnani s neporuSenymi jamkami biomasy vyznamné

méné (Kragh et al., 2019).
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5 ANTIBIOTICKA REZISTENCE

Antibioticka rezistence pfedstavuje vazny problém v huménni a veterinarni mediciné
(Haryani et al., 2023). Antimikrobialni rezistence je definovana jako ,,neschopnost nebo
snizend schopnost antimikrobidlni latky inhibovat rtst bakterie, coz v ptipad¢ patogenniho
organismu muze vést k selhani 1écby* Ackoliv je vétSina BMK neSkodné lidskému zdravi
(Chavez et al., 2024), potravinovy fetézec je povazovan za jednu z kliCovych cest pfenosu
rezistence vuci 1é¢iviim napti¢ populacemi bakterii (Zarzecka et al., 2020). Fermentované
potraviny obsahuji znacné mnozstvi zivych mikroorganismi, diky ¢emuz se mohou stat
vehikuly pro pfenos gent antibiotické rezistence na komenzalni a patogenni bakterie
v travicim traktu (Erginkaya et al., 2018). Stfevni mikrobiom c¢lovéka a domestikovanych
zvitat je nejvétSim hostitelem genl antibiotické rezistence kvili uzivani antibiotik
a vhodnym podminkam, které podporuji horizontalni pienos gent (Lerner et al., 2017).
Pfitomnost genti antibiotické rezistence je jednim z kritérii posuzovani virulence kmenti

BMK (Icer et al., 2023).

Hlavnimi mechanismy rezistence jsou snizend absorpce antibiotika, zmé&na mista, na
které antibiotikum cili, inaktivace antibiotika a vylucovani antibiotika efluxnimi pumpami

(Mancuso et al., 2021).

Evropsky ufad pro bezpecnost potravin (EFSA) uvadi, ze bakteridlni kmeny pouzivané
jako probiotika nebo pfisady do krmiv by nemély nést geny rezistence vici antibiotikiim

(Yilmaz et al., 2025).

5.1 Mozna rizika spojena s antibiotickou rezistenci bakterii mlééného

kvaSeni

Prestoze jsou BMK charakterizovany jako prosp&$né, mohou se u nich projevovat rizné
patogenni mechanismy a zptisobovat onemocnéni u ¢lovéka i zvitat (Colombo et al., 2020).
Navzdory tomu, Ze jsou povazovany za bezpe¢né, tedy maji status GRAS (generally
recognized as safe) (Plavec a Berlec, 2020), n€které studie ukazuji, Ze nékteti zastupci
mlécnych tyCinek mohou zpisobit, zejména u jedincii s predchozimi patologickymi stavy,
problémy, jako jsou bakteriémie, endokarditida a peritonitida (Colautti et al., 2022).
Obzvlasté problematicky v tomto ohledu je rod Enterococcus (Landeta et al., 2013).

U startovacich BMK antibiotickd rezistence neptedstavuje piimé riziko pro spotiebitele,
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protoze tyto mikroorganismy nejsou patogenni (Zarzecka et al., 2020). Pfednostnim rizikem
je, ze tyto bakterie mohou fungovat jako rezervoar gent antibiotické rezistence (Zarzecka et
al., 2020). Faktorem, pfedstavujicim jisté riziko, jsou geny usnadiiujici vyménu genetického
materidlu (Colombo et al., 2020), nafez problematicky je potencidlni pienos gent
antibiotické rezistence na patogenni mikroorganismy (Colautti et al., 2022). Z tohoto diivodu
EFSA na mikroorganismy v seznamu kvalifikovaného predpokladu bezpecnosti (QPS)
uplatnuje pozadavek, aby nebyly nositeli pfenosné antibiotické rezistence (Zarzecka et al.,

2020).

Stresové faktory jako je nizké pH, antimikrobni latky nebo vysoka koncentrace NaCl,
které jsou typickymi vlastnostmi pro fermentované potraviny (Casado Mufioz et al., 2014),
mohou mit vliv na zmény v profilu antibiotické rezistence téchto mikroorganismd.
Nejcastéji se projevuji zvySenim hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC).
Navrhovanou pfi¢inou je kombinace molekularnich mechanismu v reakci na stres a zmény

v expresi genti odpovédnych za antibiotickou rezistenci (Zarzecka et al., 2020).

A

5.2 Zpisoby Sifeni antibiotické rezistence

Antibioticka rezistence je bud’ vnitini (pfirozené pfitomna, genetickd), nebo vnéjsi (ziskana).
Vnitini rezistence je specifickd pro dany bakterialni druh nebo rod a horizontalni pfenos se
pfi jejim Sifeni neuplatiiuje. Naproti tomu vnéjsi rezistence je pozorovana u konkrétniho
kmene vici urcitému antibiotiku, avsak tento kmen nélezi do taxonomické jednotky, ktera
je vuci tomuto antibiotiku normalné citliva. Pienasi se horizontalné (Colautti et al., 2022)
tremi zékladnimi zplisoby: transformaci, pfi niz buniky ptijimaji a exprimuji DNA z okolniho
prostiedi, transdukci, kdy je fagovd DNA vloZena do genomu hostitelské buniky, a konjugaci,
pii nizZ je gen pfitomny na mobilnim genetickém elementu (plazmidu nebo konjugativnim

transpozonu) pfenesen do jiné buniky pfimym kontaktem (Toomey et al., 2009b).

Pravé konjugace je nejcastejsi zplisob prenosu gentl antibiotické rezistence (Colautti
et al., 2022). I u probiotickych mlécnych tyCinek byla zjisténa jako nejcastéjsi zpisob
pfenosu pravé konjugace. Vysledky riznych studii naznacuji, Ze horizontalni pfenos genil
z probiotickych bakterii na patogenni bakterie, jako jsou Enterococcus faecalis,
Enterococcus hirae, a Listeria monocytogenes, miize u téchto bakterii vyvolat rezistenci vici

antibiotikim (zejména tetracyklinu a erytromycinu) (Shahali et al., 2023). Zpisoby
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ziskavani a pfenosu genil antibiotické rezistence a moznost dal§iho pfenosu na ostatni

bakterie jsou zndzornény na obrazku 4.

Molekularnl mechanismus antibiotické reznstence

S

( PFirozena remstence] ( Ziskana rezistence )
( Geny piirozené rezistence) [ Mutace a selekéni tlak [ Horizontalni pfenos genuJ

/

Transformace

Y

Y

@ESChOPI‘USt pfenosu najiné bakteri% [Schopnost pienosu na jiné bakterie)

Obrazek 4: Cesty pfenosu gentl antibiotické rezistence, upraveno podle (Li et al., 2020)

K Sifeni antibiotické rezistence piispivaji 1 mobilni genetické elementy, které se mohou
pohybovat uvnitt molekul DNA nebo mezi nimi, mezi néz patii inseréni sekvence (IS). IS
jsou useky DNA, které se mohou pohybovat (s pfidruzenymi geny rezistence) téméf nahodné
na nova mista ve stejnych nebo rznych molekulach DNA v ramci jedné buniky (Jian et al.,
2021). Antibioticka rezistence nékterych bakterii mize byt vysledkem spontannich mutaci
v kombinaci s dlouhodobym selekénim tlakem antibiotik (Li et al., 2020), pfi némz dochazi
k usmrceni nebo potlaceni citlivych bakterii, nacez rezistentni bakterie se mohou mnozit

(Ammor et al., 2007b).

Biofilmy hraji taktéZ roli v Sifeni gent antibiotické rezistence, a to predevsim jako

vhodné prosttedi podporujici vymeénu gent, kde se nachazi zna¢né mnozstvi extracelularni
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DNA a bun¢k v relativni blizkosti (Jian et al., 2021). Naptiklad nékolik studii prokazalo
vy$si acinnost konjugace v biofilmech ve srovnani s planktonnimi butikami (Balcazar et al.,

2015).

5.3 Prenos geni antibiotické rezistence v potravinovém retézci

Potravni fetézec lze povazovat za hlavni cestu pienosu bakterii rezistentnich vici
antibiotikim mezi zvifeci a lidskou populaci (Mathur a Singh, 2005). Mnoho
fermentovanych potravin se konzumuje v syrovém stavu, nacez bakterie ve fermentovanych
potravinach maji moznost interagovat s lidskym mikrobiomem (Wolfe, 2023). Hustota
mikrobialnich bun&k v mnoha fermentovanych potravinach dosahuje 10 CFU/g. Buriky se
mohou dostat do lidského traviciho traktu, kde mohou interagovat se stfevnim
mikrobiomem, ¢i se v ném usadit (Leeuwendaal et al., 2022). Vysoka hustota bunék také
znamena, ze taktéz geny antibiotické rezistence ve fermentovanych potravinach mohou mit

vysokou hustotu ve srovndni s jinymi potravinami (Wolfe, 2023).

Vzhledem k vysokému poctu mikroorganismii vyskytujicich se v tésném kontaktu
v travicim traktu, je toto prostfedi idealnim mistem pro pienos genli. Moznost pienosu
podtrhuje vyznam mikrobiologické kvality fermentovanych potravin, zejména téch
spontanné kvasenych. O néco méné toto plati pro primyslové fermentované vyrobky, pfi
kterych se uplatiiuji pfesné definované startovaci kultury (Abriouel et al., 2015). OvSem i ty

jsou schopny nést geny antibiotické rezistence (Zarzecka et al., 2020).

Pro zvazovani potencialnich rizik, ktera predstavuje antibioticka rezistence, je dilezity
vlastni zplsob rezistence. Jednim ze zpusobu je pfirozena rezistence, kdy cely druh nebo
mnoho druhlt v rodu postrddd cilové antibiotikum nebo ma jiné mechanismy, jak byt
rezistentni (Wolfe, 2023). Pfirozené rezistentni je vétSina mlécnych tyCinek
k aminoglykosidiim, ciprofloxacinu (Campedelli et al., 2019), cefoxitinu a nitrofurantoinu
(Fraqueza, 2015) a naopak je citlivda k p-laktamiim, chloramfenikolu, tetracyklinu,
erytromycinu a linezolidu. U n¢kterych mléénych ty€inek izolovanych z fermentovanych
potravin vSak byla zjiSténa ziskana rezistence k tetracyklinu, erytromycinu, klindamycinu
a chloramfenikolu (Campedelli et al., 2019). Pravé ziskand rezistence je hlavnim
problémem pii vyrobé a konzumaci fermentovanych potravin, protoZze ma potencial

pfechézet ptes hranice druhtl, z prospéSnych mikrobli ve fermentovanych potravinach na
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lidské komenzaly nebo patogeny (Wolfe, 2023). OvSem pienos gentl antibiotické rezistence

mize probihat i z komenzélnich bakterii na bakterie z potravin (Founou et al., 2016).

5.4 Metody zjiStovani antibiotické rezistence

Metody zjistovani citlivosti/rezistence na antibiotika lze rozdélit na metody fenotypové
a genotypové. Mezi metody zalozené na fenotypu se fadi konvencni metody, jako je diskova
difaze, bujonova mikrodiluce, agarova diluce ¢i E-test. VSechny tyto metody detekuji
fenotypovou citlivost bakterii vystavenych plsobeni antimikrobidlnich latek skrze méfeni

jejich riistu (Salam et al., 2023).

Antibiotickd rezistence je schopnost bakterii disponovat geny, které zamezuji
inhibi¢nimu ucinku antibiotik (Khan et al., 2019) a genotypové metody jsou praveé zalozeny
na identifikaci téchto genii. Je mozné identifikovat specificky gen (geny) rezistence
pfitomnych v chromozomové DNA nebo na plazmidu, nebo je mozné identifikovat
genetické mutace spojené s rezistentnim fenotypem. To vSe za pomoci molekuldrnich

ptistupti zaloZzenych na DNA amplifikaci nebo sekvenovani (Salam et al., 2023).

5.4.1 Metody fenotypové

Fenotypové metody maji oproti genotypovym metoddm vyhodu v prokazani kvalitativni
1 kvantitativni citlivosti. VétSina klasickych manuélnich metod je vSak casové narocna,

vyZzaduje inokulum kultury a vizudlni hodnoceni riistu (Salam et al., 2023).

Prestoze byly zavedeny nové technologie pro ziskavani udajt o citlivosti bakterii na
antimikrobialni latky, stdle se hojné pouzivaji konvencni metody. Kromé diskovych
difuznich testi citlivosti patii mezi nejpouzivanéjsi bujonova makro- a mikrodilu¢ni metoda
a agarova dilu¢ni metoda, které jsou povazovany za referencni. Pomoci nich lze stanovit
koncentrace antimikrobidlni latky, ktera za kontrolovanych podminek in vitro zabrani
viditelnému rustu testovaného kmene (Kowalska-Krochmal a Dudek-Wicher, 2021).
Hodnota MIC je zékladni pro posouzeni citlivosti k danému antibiotiku a posouzeni stupné
citlivosti. Kromé toho lze témito metodami zjistit 1 minimalni baktericidni koncentraci

(MBC) (Gajic et al., 2022).

Kvantitativni vysledek poskytuje také E-test (elipsometricky test), ktery se projevi opét

zabranénim viditelného ristu kultury (Kaprou et al., 2021) a fadi se mezi gradientové metody
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(Kowalska-Krochmal a Dudek-Wicher, 2021). E-test kombinuje principy diskové difuze
a bujonové diluce. Jednd se o plastovy prouzek napustény gradientem koncentrace
antibiotika. Po umisténi na inokulovanou agarovou plotnu antibiotikum difunduje do média

a vytvaii elipsovitou inhibi¢ni zonu (Yakobi a Nwodo, 2025).

Existuji také automatizované fenotypové metody, pfi nichz se pouzivaji komer¢ni
zhotovené desticky nebo kazety s pozitivnimi kontrolami a gradientnimi koncentracemi
antibiotik. Takové platformy jsou napiiklad VITEK® 2 COMPACT, Sensititre™ ARIS™
2X a systém Alfred 60AST (Kaprou et al., 2021), které poskytuji rychlejsi vysledky
(Mancini et al., 2020).

Difuzni diskova metoda

Metoda diskové difuze nebo také Kirby-Bauer test (Yakobi a Nwodo, 2025; Furtado
a Medeiros, 1980), byla vyvinuta ve 40. letech 20. stoleti (Salam et al., 2023) a je jednou
z nejstarSich a nejpouzivanéjSich metod testovani citlivosti viici antimikrobnim latkam. Je
pouzitelna pro Sirokou Skalu bakterii a latek a rovnéZz neni potieba specidlniho vybaveni

(Jonasson et al., 2020), je jednoducha a relativné levna.

Tato metoda méa vSak néktera omezeni. Umoznuje testovat jedinou hodnotu
antimikrobidlni koncentrace a poskytuje pouze kvalitativni vysledek (citlivy, stfedné citlivy
nebo rezistentni). Navic jeji provedeni, odecet a interpretace priméru inhibi¢ni zony zavisi

na obsluze (Palladini et al., 2023).

Metoda je zalozena na difuzi predem definovaného mnozstvi dané antimikrobidlni latky
obsaZené¢ v papirovém disku, ktera se umisti na povrch agarové plotny piedem naockované
standardizovanym inokulem. Pfi difuzi [é¢iva se vytvaii koncentra¢ni gradient, ktery vede
k vytvoteni inhibi¢ni zony, v niZ je koncentrace dostatecnd k inhibici riistu inokulovaného
mikroorganismu (Rivera et al., 2023). Po inkubaci se zméfi primér inhibi¢ni zony
a bakterialni kmen se na zéklad€é stanovenych klinickych breakpoint klasifikuje jako
citlivy, stiedné citlivy nebo rezistentni. Standardné probihd inkubace na Mueller-Hinton

agaru (Yakobi a Nwodo, 2025).

Pro kazdou kombinaci bakterie a 1éCiva se bézné stanovuji prahové hodnoty
(breakpointy) pro interpretaci primeru zény vybérem optimalniho obsahu disku
a vyhodnocenim korelace mezi hodnotami minimalni inhibi¢ni koncentrace ziskanymi

referennimi metodami a priméry inhibi¢nich zon (Rivera et al., 2023).
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Metoda ma vSak svd omezeni, jako je napfiklad nizka vypovédni hodnota u pomalu ¢i
naopak rychle rostoucich bakterii. Vysledky jsou také ovliviiovany mnoha faktory, jako je
teplota, pH, rozpustnost, odpafovani (Khan et al., 2019), hloubka a sloZeni agaru. Metodické
pokyny pro diskovou difuzi poskytuji CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)
a EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) (Rivera et al.,
2023).

5.4.2 Metody genotypové

Molekularn¢€ biologické metody piimo detekuji specifické geny rezistence, stejné¢ jako
mutace a expresi téchto gentl, a predstavuji alternativu nebo doplnék ke konvenénim testim
antibiotické rezistence. Obecné jsou rychlejsi nez klasické testy zalozené na kultivaci.

VétSina molekularnich metod je zaloZena na amplifikaci, hybridizaci nebo sekvenaci.

U metod zaloZenych na amplifikaci je detekce zajiSténa amplifikaci cilového genu
(Gajic et al., 2022). Do této skupiny mizeme zaradit polymerazovou fetézovou reakci
(PCR), multiplex PCR, reverzni transkriptazovou PCR (RT-PCR), PCR v realném case
(qPCR) a metody izotermické amplifikace (Yamin et al., 2023).

U technik zaloZenych na hybridizaci se detekce provadi za pomoci hybridizované
sondy (Gajic et al., 2022) metodou fluorescenc¢ni in situ hybridizace (FISH). Konvenc¢ni
metoda FISH je zaloZena na cilené vazbé fluorescenéné znacenych jednofetézcovych
oligonukleotidovych sond na RNA (nejCastéji rRNA). Po této technice néasleduje
identifikace pomoci fluorescencniho mikroskopu. Teoreticky je mozné hybridizovat sondy
FISH s mnoha typy intraceluldrnich RNA. Je v§ak mozné pouZiti jinych sond (Yamin et al.,

2023).

Pomoci sekvenacnich metod se analyzuji sekvence genomu, aby se zjistily mutace nebo
geny podporujici rezistenci (Gajic et al., 2022). Metody next generation sequencing (NGS)

vvvvvv

k antibiotikim (Ng et al., 2023).

PCR a sekvenovani DNA jsou schopné identifikovat homology zndmych gent
antibiotické rezistence ale nejsou schopné odhalit neznamé nebo vzdalené ptibuzné geny
rezistence (Ouyang et al., 2024). Metody zaloZené na genotypu mohou minimalizovat
zdlouhavé kultivace bakterii a pravdépodobnost kontaminace. Tyto metody byvaji vSak
vysoce nékladné, maji rovnéz urCitd omezeni detekce vSech rezistentnich genti a mohou byt

1 fale$né pozitivni (Salam et al., 2023).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 51

Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR je technologie in vitro, ktera umoznuje amplifikaci specifikovanych sekvenci DNA
a RNA (Yamin et al., 2023), a tedy vybraného cilového genu (Galhano et al., 2021). PCR
metody jsou povazovany za nejpouzivanéjsi, nacez nalézaji Siroké uplatnéni pii stanoveni
vyskytu nebo Sifeni dobfe zndmych genti antibiotické rezistence (napf. na tetracyklin,

fluorochinolon, sulfadiazin, B-laktamy a erytromycin) (Ouyang et al., 2024).

Jak konven¢ni PCR, tak PCR vrealném case, spocivaji v amplifikaci sekvenci
nukleovych kyselin, které koduji rezistenci k antibiotiku (Gajic et al., 2022) a umoziuji
soucasnou identifikaci a testovani citlivosti k antibiotikiim. Pfed tim je vSak nutné extrakce
DNA z izolovanych kment, vyssi pocet bunck k ziskédni dostatecného mnozstvi DNA

a predchozi znalosti o sekvencich, které je tfeba amplifikovat (Maugeri et al., 2019).

Zaroven jsou vyvijeny nové metody zaloZzené na PCR pro detekci genetickych znakl
rezistence. Byly také vyvinuty multiplexni testy pro testovani vice genetickych determinant
soucasn¢ pro identifikaci genid kodujicich fadu cefalosporinaz a karbapenemaz (Gajic et al.,

2022).

Techniky zaloZené na molekuldrni analyze vSak maji svd omezeni, jako je nemoZznost
stanovit MIC a moznost piehlédnuti nékterych gend antibiotické rezistence kviili jejich
omezenému pokryti. PCR ma také sva omezeni pii detekci neznamych ¢i novych genti
antibiotické rezistence. Navic mize dochéazek k falesné pozitivnim vysledkiim, ¢emuz lze
predchazet negativnimi kontrolami a validacemi testti. Celkové Ize fici, Ze techniky zaloZené
na molekularni analyze umoziuji rychlou a citlivou detekci genii antibiotické rezistence

(Yamin et al., 2023).
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6 CILE PRACE

Cilem mé prace bylo vypracovat literarni reSerSi zabyvajici se vybranymi vlastnostmi
bakterii mlééného kvaseni se zamétenim na jejich vyskyt v nemléénych potravinach at’ uz
rostlinného ¢i zivocisného ptivodu. Pozornost byla taktéz zaméfena na druhy a rody bakterii

mlécného kvaseni, které byly zkoumény v této praci.

V praktické ¢asti bylo cilem sledovat vlastnosti deviti vybranych kment bakterii mlééného
kvaseni dodanych z Ceské sbirky mikroorganismil, které mohou ovliviiovat jejich chovéni

v potravinach, a to:

e schopnost rastu pfi riznych kultivaénich teplotach,

e sledovani tvorby biofilmu v zavislosti na vnéj$ich faktorech:
1) teploté kultivace,
2) dobé kultivace,
3) slozeni ristového média,

e sledovani fenotypové antibiotické rezistence,

e prukaz vybranych gent antibiotické rezistence
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II PRAKTICKA CAST
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7 POUZITY MATERIAL

V praktické &asti bylo pracovano skmeny BMK pochazejicich z Ceské sbirky
mikroorganismil za pouziti kultivacnich médii, ptistroji, chemikalii a roztoki dostupnych

v laboratofi mikrobiologie na Ustavu inZenyrstvi ochrany zivotniho prostiedi.

7.1 Pouzité kmeny bakterii

V experimentalni ¢asti bylo pracovano s deviti kmeny pochazejicich z Ceské sbirky
mikroorganismi (CCM), jejichZ vycet je uveden v tabulce 1. V laboratofi byly oZivovany
v MRS bujoénu a nasledn€ uchovavany na Petriho miskdch s MRS agarem v chladnicce pfi
teploté¢ 51 °C. Pfi praci byly kmeny kultivovany za optimalnich teplot doporuc¢enych
sbirkou (uvedeny v tabulce 1) za aerobnich podminek. Pro dlouhodobé uchovani byly
kultury resuspendovany v eppendorfkovych zkumavkach se 100% glycerolem jako

kryoprotektantem. Takto byly uchovavany pii teploté -80 °C v mrazicim boxu.

Tabulka 1: Kmeny bakterii mlééného kvaSeni zkoumané v této praci

Kultiva¢ni
Cislo kmene Druh Zdroj teplota (°C)
Leuconostoc mesenteroides
CCM 1803 subsp. mesenteroides fermentované olivy, USA 30
Leuconostoc mesenteroides
CCM 2085 subsp. dextranicum kvasené fazolové lusky 30
suchy salam, Ceska republika,
CCM 4577 Pediococcus acidilactici Hustopece 37
Lacticaseibacillus paracasei
CCM 7052 subsp. paracasei zkazeny kecup, Ceska republika 37
Lactiplantibacillus
CCM 7035 plantarum nakladané zeli 30
vakuové balené hovézi maso,
CCM 4302 Latilactobacillus sakei Francie 30
Limosilactobacillus
CCM 7192 fermentum fermentovana fepa 37
Loigolactobacillus coryniformis
CCM 4618 subsp. coryniformis silaz 30
CCM 7124 Sporolactobacillus inulinus krmivo pro kufata, Japonsko 30
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7.2 Kultiva¢ni média

Ke kultivaci zkoumanych kmenit bylo pouzito MRS médium (De Man, Rogosa, Sharpe) od
spolecnosti HiMedia® (Indie). Médium ve form¢ dehydratované granulované smeési bylo
pfipravovano do lahvi se Sroubovacim uzavérem. Navazka média byla zvolena podle navodu
na obalu a po odvaZzeni byla zalita odpovidajicim objemem destilované vody a rozpusténa.
V piipadé piipravy tuhé varianty bylo k zdkladni smési piidano potfebné mnozstvi
praskového agaru (HiMedia®). Pokud byl pfipravovan bujon ve zkumavkach, bylo pied
sterilaci médium dokonale rozpusténo a rozplnéno do zkumavek pomoci davkovace
v potfebném objemu. Nasledn¢ bylo médium sterilizovano v autoklavu pii 121 °C po dobu
20 minut. Sterilizované kultiva¢ni médium s agarem bylo asepticky rozlito do Petriho misek,
a ponechano k zatuhnuti ve vodorovné poloze. V ptipad¢, Ze nebylo médium ihned po

zchladnuti vyuzito, bylo skladovano v chladici komote pii 12 °C.

7.3 Chemikalie a roztoky
e 100% glycerol (mikroCHEM s.r.0.)
e (Glukodza p. a. (Lachema a.s.)
e Laktoza p. a. (Lachema a.s.)
e Chlorid sodny p. a. (Lachema a.s.)
e Fyziologicky roztok (0,85% roztok chloridu sodného v destilované vod¢)
e  96% ethanol (VWR chemicals)
e Roztok krystalove violeti
e Komer¢ni izola¢ni kit DNeasy®Blood and Tissue Kit 250 (Qiagen, Némecko)
e PBS pufr (Phoshpate Buffered Saline) (Lonza, Svycarsko)
e Agardza (SERVA, Némecko)
e Barvivo GelRed® Nucleic Acid Strain (Biotium, USA)
e VWR Red Taq 2x Master Mix (VWR International, USA)
e 1x TAE pufr (Tris-acetat-EDTA)

e 50x TAE pufr (Tris-acetat-EDTA)
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e Sterilni voda na PCR

e Specifické primery (Metabion international AG, Némecko) (seznam primert je

uveden v tabulce 3)

e 100 pb Plus DNA Ladder (CR)

7.4 Pouzita antibiotika

U zkoumanych sbirkovych kmenil byla testovana citlivost na antibiotika za pouZiti komeréné
vyrabénych antibiotik v podobé papirovych diskli o priméru 6 mm od vyrobce HiMedia®

(Indie). Pouzita antibiotika jsou uvedena v nasledujici tabulce 2:

Tabulka 2: Pouzita antibiotika (rozdéleni antibiotik podle (Benes, 2018))

Koncentrace
Skupina Antibiotikum Zkratka (ng/disk)
. Cefuroxim CXM 30
Cefalosporiny —
B-laktamy Cefoxitin CX 30
Peniciliny Piperacilin/Tazobaktam PIT 100/10
Rifamyciny Rifampicin RIF 5
Amfenikoly Chloramfenikol C 30
. : Strept ' HLS 300
Aminoglykosidy TP omyclln
Gentamycin HLG 120
Glykopeptidy Vankomycin VA 10
Linkosamidy Klindamycin CD 2
Makrolidy Erytromycin E 5
Nitrofurany Nitrofurantoin NIT 300
Tetracykliny Doxycyklin hydrochlorid DO 30

7.5 Pouzité primery

Primery ke geniim antibiotické rezistence byly vybrany z dostupnych publikaci
a syntetizovany spolecnosti Metabion international AG (Némecko). Dodané primery byly
nejdiive nafedény na koncentraci 100 uM objemem PCR vody dle doporuceni vyrobce,
promichdna na vortexu a ponechany v termobloku pii 65 °C po dobu 10 minut. Takto

rozpusténé primery pro jednotlivé geny byly pfed pouzitim 10krat nafedény PCR vodou
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v eppendortkové zkumavce a dikladné promichany. Soupis pouzitych primert uvadi

nasledujici tabulka 3:

Tabulka 3: Primery pouzité k detekci genti antibiotické rezistence

Délka Annealingova
Gen F/R Sekvence 5' -> 3' produktu (bp) | teplota (°C) Reference
F GCGGAAAAGCACGTCAATGGG
blaCTX-M R GCCAGATCACCGCGATATC 427 60
F GCTTTCCCATGATGAGCACC (Lesani et al., 2020)
blaSVH R AGGCGGGTGACGTTGTCGC 292 57
F GGTGAAAGTAAAGATGCTGAAG
blaTEM R AACTTTATCCGCCTCCATC 559 57*
F GCAGAACAGGATGAACGTATTCG
(Shin et al., 2023)
aadE R ATCAGTCGGAACTATGTCCC 369 55
F CACAACGCAGGTCACATTGATA
aadB R GGTACTTCATCGGCATA 414 52%*
(Wang et al., 2019)
F TTGGCGTCGTGTTAGGGA
van R CTGATGCTGCGTGGGAATAGG 503 58%*
F TTTTGAAAGCCGTGCGTCTG
emrB R CTGTGGTATGGCGGGTAAGTT 202 55
F CAATACCTACGATATCTA .
(Shin et al., 2023)
tetK R TTGAGCTGTCTTGGTTCA 352 50
F TGGTCCTATCTTCTACTCATTC
tetL R TTCCGATTTCGGCAGTAC 385 53

F — pfedni, R — zadni

*- annealingova teplota po optimalizaci

7.6 Pomiicky a pristroje

e Jednorazovy laboratorni material: plastové Petriho misky (o primérech 60 a 90 mm),
polystyrenové mikrotitraéni desticky s vi¢ky, Spicky pro automatické pipety,
eppendorfkové zkumavky, plastové zkumavky se Sroubovacim uzavérem, plastové

zkumavky do DensiLametru

e Laboratorni sklo: zkumavky, kadinky, sklenéné lahve se Sroubovacim uzavérem,

Erlenmeyerovy banky, zahnuté ty¢inky
e Biologicky termostat (BT 120, CSR)
¢ Biologicky termostat (Memmert, Némecko)

e Inkubétor chlazeny (ST5/C/BASIC, Polska)
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Zaznamnik ristu bunék RTS-1C (Biosan, Lotyssko)
Laboratorni autoklav (Tuttnauer, Izrael)

Laboratorni autoklav (SANOclav, Némecko)
Denzitometr (DensiLametr®, CR)

Automatické pipety (Eppendorf, Discover)
Spektrofotometr (Tecan Infinite M200 PRO, Tecan, Svycarsko)
Termocykler (Aeris™, ESCO®, Singapur)

Ockovaci box (SCS Evo II-4, MERCI®, CR)
Ockovaci box (Euroflow, Schoeler, CR)
Dekontaminacni PCR box (Aura PCR, BioAir®, Itélie)
Odstiedivka (MiniSpin Plus, Eppendorf®, Némecko)
Odsttedivka (HERMLE Z100M, Jizni Korea)
Termoblok (Bio TDP-100, Biosan, Loty$sko)
Mikrovlnna trouba (Elektrolux, Svédsko)

Vortex Mixer (VX-200, Labnet, USA)

Bio vortex V1 (Biosan, Lotyssko)

Horizontalni elektroforetickd vana (Multi SUB, Cleaver scientific, Spojené

kralovstvi)

Kouzelna sktinka ladujici volty do elektroforézy (Consort EV 243, Belgie)
UV transluminator (Syngene InGenius LHR2, Indie)

Mrazak na -20 °C (Beko, Turecko)

Mrazici box na -80 °C (MDF-DU502VH, PHC Corporation, Japonsko)
Lednice (Beko, Turecko)

Chladici komora (MasoProfit®, CR)
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8 METODIKA

Experimentélni ¢ast byla vypracovana v laboratofich mikrobiologie na Ustavu inZzenyrstvi
ochrany zivotniho prostiedi na FT Univerzity Tomase Bati ve Zlin€. U deviti kmentit BMK
byly in vitro zkoumany celkem tii hlavni vlastnosti, a to schopnost ristu pfi riznych

teplotach, tvorba biofilmu a antibiotick4 rezistence.

Rustové kiivky byly méfeny denzitometricky pomoci zdznamniku rastu bun¢k Biosan
RTS-1C pfti teplotaich 20, 30 a 40 °C. Schopnost tvorby biofilmu byla zjistovana
modifikovanou Christensenovou metodou pomoci barveni krystalovou violeti a naslednym
méfenim absorbance spektrofotometrem Tecan Infinite M200 PRO. Zarovein byl sledovan
vliv doby kultivace, kultivaéni teploty a sloZzeni média na tvorbu biofilmu. Antibioticka
rezistence byla zjiStovana jak fenotypové diskovou difizni metodou, tak genotypové

metodou klasické PCR hledanim vybranych geni antibiotické rezistence.

8.1 Denzitometrické méreni ristové krivky pri riznych teplotach

Zkoumany kmen byl nao¢kovan do zkumavky s MRS bujonem a kultivovéan pfes noc pfi
teploté uvedené v tabulce 1. Do sterilnich plastovych zkumavek bylo pfevedeno 30 ml MRS
bujonu a nasledné zaoCkovano 50 pl ptedem promichané 24hodinové bakterialni suspenze
a dikladné uzavieno. Plastové zkumavky (TubeSpin®, Bioreactor) byly vybaveny vicky
s membranovym filtrem propustnym pro plyny, kultivace tedy probihala za aerobnich
podminek. Biosan RTS-1C zaznamenaval optickou denzitu (OD) pii 850 nm méfenou
pomoci NIR svételné diody. Parametry kultivace osmi kmend, které byly zvoleny dle
doporuceni vyrobce (RTS-1,RTS-1C Personal bioreactor User instructions, 2023), jsou

uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4: Parametry kultivace pro testovani riistu pti riznych teplotach

Teplota 20/30/40 °C
Frekvence méFeni 30 min™!
Pocet otacek 0 ot./min
Frekvence reverznich otacek 0s!
Objem kultiva¢niho média 30 ml
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V ptipad¢ kmene Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides byly z diivoda silné
tvorby sedimentu parametry upraveny (viz tabulka 5). Parametry kultivace byly navoleny
prostiednictvim softwaru RTS control (verze 2.7.4.3). Ptistroj zaznamenaval i specifickou
rustovou rychlost béhem kultivace. Pfi méfeni byl dany kmen kultivovan v kazdé¢ jednotlivé
teploté paralelné dvakrat, pficemz po ukonceni méteni byly hodnoty OD z téchto paralelnich
méfeni zprimerovany.

Tabulka 5: Parametry kultivace Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides

Teplota 20/30/40 °C
Frekvence méFeni 30 min™!
Pocet otacek 1000 ot./min
Frekvence reverznich otacek ls!
Objem kultivacniho média 30 ml

8.2 Zjistovani tvorby biofilmu

Tvorba biofilmu byla zjistovana pomoci modifikované Christensenovy metody, jejiZ princip
je popsan v kapitole 4.3.2. Pro zjiStovani vlivu teploty kultivace byly zvoleny teploty
30 a 37 °C. K testovani vlivu doby kultivace byly bakteridlni kmeny kultivovany po dobu
48, 72 a 96 hodin a k testovani vlivu sloZeni média byly pouzity MRS bujony s riznym
ptidavkem glukozy, laktozy a NaCl, uvedené v kapitole 8.2.2.

8.2.1 Stanoveni tvorby biofilmu pomoci modifikované Christensenovy metody

Nejprve, pro zajisténi Cerstvé kultury, bylo vSech devét kmenti vyockovano do zkumavky
s MRS bujonem a kultivovano v termostatu pfes noc, pouzité kultivacni teploty pro

jednotlivé kmeny jsou uvedeny v tabulce 1.

Do polystyrenové 96jamkové mikrotitracni desticky bylo do kazdé jamky napipetovano
200 ul MRS bujonu. Poté bylo po dvou sloupcich jamek naockovano 10 pl bakteridlni
suspenze ur¢it¢tho kmene a zdroven byly ponechany dva sloupce jamek bez inokula jako
negativni kontrola. Desticka byla piikryta vikem a zabalena v plastovém obalu kvili
omezeni odparu média. Desticky byly kultivovany po dobu 48, 72 a 96 hodin pfi teplotach
30137 °C ke zjisténi vlivu doby a teploty kultivace na tvorbu biofilmu.

Po kultivaci byl obsah desticky vylit, jednotlivé jamky byly Setrné¢ promyty

destilovanou vodou, aby byly odstranény planktonni bunky a zbytkova voda vyklepana na
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filtra¢ni papir. Poté byla kazda jamka naplnéna 200 pl 96% ethanolem k fixaci biofilmu. Po
vyliti a dikladném oschnuti ethanolu bylo do jamek napipetovano 200 pl krystalové violeti
k obarveni bun¢k biofilmu. Barvivo se nechalo ptisobit 20 minut pii pokojové teploté. Po
uplynuti této doby byla krystalova violet’ vylita a desticka byla n€kolikrat proplachnuta
destilovanou vodou, dokud se barvivo znateln¢ neuvolilovalo. Zbytek vody byl opét
vyklepan na filtratni papir, nacez byly jamky naplnény opét 200 pl 96% ethanolu

k rozpusténi zbytkové krystalové violeti.

Absorbance kapaliny v jednotlivych jamkach byla métfena spektrofotometricky na
spektrofotometru Tecan pii 595 nm, pfiCemz intenzita zbarveni méfené kapaliny je piimo
umérnd mnozstvi vzniklého biofilmu (Pleva et al., 2022). Celkem bylo ziskano 16 opakovani
v ramci jednoho méteni. Vzhledem k tomu, ze ¢ast ziskanych dat neméla normalni rozdéleni
bylo vyfazeno minimum hodnot pouze na zéklad¢ laboratorniho zdznamu. Odlehlost hodnot

negativni kontroly byla zkontrolovana podle interkvartilového rozpéti.

Poté byly z namétenych absorbanci odecteny negativni kontroly a z téchto rozdili byla
vypoctena priimérna absorbance (Asos) pro kazdy testovany kmen. Pro vypocet mezni
hodnoty pro tvorbu biofilmu (cutoff value, zkr. CV) byl pouzit soucet trojnasobku
smérodatné odchylky negativni kontroly a jejiho praméru (Stepanovié et al., 2000). Hodnota
CV byla stanovena zvlast' pro kazdou desticku. S touto hodnotou byly porovnavany

naméfené absorbance jednotlivych kmenti pouze v prislusné desticce.

Kmeny byly podle porovnani jejich absorbance (Asos) s cutoff value (CV) rozdé€leny na:
e netvorici biofilm (Ases < CV),
e slabé tvorici biofilm (CV < Asgs <2CV),
e stfedné tvofici biofilm (2CV < Asgs <4CV),

e silné tvofici biofilm (Ases > 4CV) (Singh et al., 2017).

8.2.2 Priprava bujonu ke zjiSt'ovani vlivu média na tvorbu biofilmu
Celkem byly pfipraveny MRS bujony s celkovym obsahem:

2 % (w/v) glukozy

3 % (w/v) glukozy

4 % (w/v) glukozy
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1 % (w/v) laktézy
2 % (w/v) laktdzy
1 % (w/v) NaCl

K zékladni smési MRS byla pfidana vypoctend navéazka sacharidu ¢i NaCl. Po zaliti
odpovidajiciho mnozstvi destilované vody a rozpusténi bylo piipraveny bujon sterilovan
v autoklavu pti 121 °C po dobu 20 minut. Déle bylo postupovano obdobné jako v ptedchozi

kapitole (8.2.1), avSak veskeré mikrotitrac¢ni desticky jiz byly kultivovany pouze pii 30 °C.

8.2.3 Statisticka analyza

Vzhledem k mému pozdné&jSimu zjisténi, Ze namétené hodnoty nekterych kmenti nemaji
normalni rozdé€leni, bylo k testovani vlivu teploty a doby kultivace na tvorbu biofilmu
pouzito neparametrického Wilcoxonova testu pro parové hodnoty, a to ke zjisStovani vlivu
rozdilnych podminek jak u jednotlivych kment (jako vicendsobné testovani), tak u vSech
testovanych kmeni BMK jako celku. Hladina vyznamnosti 0,05 byla pro vicendsobné
testovani upravena Bonferroniho korekci a vzhledem k nemoznosti nalézt tabelovanou
kritickou hodnotu pro 0,005, byla pro testovani zvolena kritickd hodnota pro nejblizsi
hladinu vyznamnosti 0,005. Pro celkové testovani vlivii bylo pouzito srovnani mediant
jednotlivych kment a vypoctena hodnota W byla porovnavana s kritickou hodnotou pro

hladinu vyznamnosti 0,05.

Vliv slozeni média byl testovan neparametrickym Mann-Whitneyho testem, kdy byly
porovnavany hodnoty modifikovaného média se standardnim MRS. Vypoctena hodnota U
byla porovnéna s odpovidajici tabulkovou hodnotou podle poctu hodnot obou srovnavanych
skupin, a to na hladiné¢ vyznamnosti 0,005 (opét zohlednéni Bonferroniho korekce).
K hodnoceni celkového vlivu byly pouzity mediany zjisténych hodnot pro jednotlivé kmeny

a testovany na hladin€ vyznamnosti 0,05.

8.3 ZjisStovani antibiotické rezistence

Fenotypova rezistence k antibiotiklim byla zjistovéana diskovou difizni metodou. K testim
bylo vybrano celkem 12 antibiotik, jez jsou uvedena v tabulce 2. Nasledn¢ bylo vybrano
devét genli antibiotické rezistence souvisejici s testovanymi antibiotiky, jejichZ pfitomnost

¢1 nepfitomnost byla zjiStovana metodou klasické PCR.
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8.3.1 Zjistovani antibiotické rezistence diskovou difiizni metodou

Fenotypova rezistence byla zjistovana pomoci diskové difuzni metody. Metoda byla oproti
standardim Evropského vyboru pro testovani antimikrobidlni citlivosti (EUCAST)

(Matuschek et al., 2014) upravena kvili specifickym vlastnostem bakterii mlééného kvaseni.

Vsech devét kmend bylo vyockovano do zkumavky s MRS bujénem a kultivovano
v biologickém termostatu pies noc pii teplotach uvedenych v tabulce 1. Z Cerstvych kultur
byla pfipravena ve sterilni plastové zkumavce suspenze ve fyziologickém roztoku o zékalu
1 McFarland, nacez zakal byl méfen denzitometrem (DenziLametr®). Na Petriho misky
s MRS agarem bylo naockovano 100 pl pfipravené suspenze metodou roztéru pomoci
sklenéné zahnuté ty¢inky, nacez kazdy z kment byl vyockovan na ¢tyfi misky. Na kazdou
misku bylo pomoci sterilni jehly pfenesena Sestice diskil s riznymi antibiotiky, umisténymi
tak, aby se nachézely co nejdal od sebe 1 od okraji misky. Kazda Sestice antibiotik na ur¢itém
kmeni byla testovana paraleln¢ dvakrat. Nasledné byly kmeny kultivovany po dobu 24 hodin
pii 30 °C za aerobnich podminek. Po kultivaci byl pomoci pravitka méfen primér zony

smrti, pficemz prumér jednoho disku je 6 mm.

Tabulka 6: Prahové hodnoty priméru inhibi¢ni zény pro jednotliva antibiotika

Pramér inhibi¢ni zény (mm)

Zkratka | Koncentrace
antibiotika (png/disk) - I C Reference

CXM 30 <15 16-17 >18 (Charteris et al., 1998)
CX 30 <14 15-17 > 18 (Melo et al., 2017)
PIT 85** <18 19-20 >21 (Charteris et al., 1998)
RIF 5 <16 17-20 >21 (Moghimi et al., 2021)

C 30 <13 14-17 >18 (Melo et al., 2017)

HLS 300 <6 7-9 >10

(Khan et al., 2022)

HLG 120 <8 ND >10
VA 30%** <14 15-16 >17
CD 2 <8 9-11 >12 (Melo et al., 2017)

E 15%* <13 14-17 >18
NIT 300 <14 15-16 >17 (Charteris et al., 1998)
DO* 30 <20 21-24 >25 (Maaland et al., 2013)

* —testovano na stafylokocich

** — jina neZ testovana koncentrace v této praci

R —rezistentni, I — intermediarni, C — citlivy, ND — nedefinovana

CXM - cefuroxim, CX — cefoxitin, PIT — piperacilin/tazobaktam, RIF — rifampicin,
C — chloramfenikol, CX - cefoxitin, HLG - gentamycin, VA — vankomycin,
CD - klindamycin, E — erytromycin, NIT — nitrofurantoin, DO — doxycyklin
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Velikost inhibi¢ni zény byla porovnana s dostupnou literaturou a dle prahovych hodnot
velikosti inhibi¢nich z6n (viz tabulka 6) uvadénych v této literatuie byly jednotlivé kmeny
rozdéleny na citlivé, intermediarni (stfedné citlivé) a rezistentni. V pokynech EUCAST totiz
nejsou zavedeny prahové hodnoty pro testovani mlécnych tyCinek a postup navrzeny
institutem pro klinické a laboratorni standardy (CLSI) neni ptizpisoben pozadavkiim rtstu

vSech druhii téchto bakterii (Dec et al., 2017).

8.3.2 Detetekce pritomnosti vybranych genu antibiotické rezistence

Hledané geny antibiotické rezistence uvedené v tabulce 3 byly detekovany pomoci klasické
PCR s naslednou gelovou elektroforézou a vizualizaci pomoci barveni barvivem GelRed®
a UV transluminatoru. Nejdiive bylo vSech devét kmenti vyockovano do zkumavky s MRS
bujénem a kultivovdno v termostatu pifes noc, jednotlivé kmeny byly kultivovany pfi

teplotach uvedenych v tabulce 1 k ziskani Cerstvé kultury.

8.3.2.1 Izolace DNA

V prvnim kroku byla DNA ze zkoumanych bakteridlnich kmenti izolovana pomoci DNeasy

Blood and Tissue komer¢ni soupravy dle navodu vyrobce s drobnymi modifikacemi.

V principu se buiiky nejprve lyzuji pomoci proteindzy K. Po naneseni lyzatu na kolonku
DNeasy Mini spin se béhem odstfedovani DNA selektivné vaZze na membranu DNeasy
v pfitomnosti chaotropni soli, zatimco doprovodné latky jsou odstranény ve dvou
promyvacich krocich a DNA je poté eluovana ve vodé nebo pufru a pfipravena k pouziti
(DNeasy Blood and Tissue Kits for DNA Isolation, 2023). Postup izolace znézoriiuje

obrazek 5.

Pro ziskani bunc¢k byly nejdiive odpipetovany 2ml 24hodinové kultury do
eppendorfkové zkumavky a odsttedény pomoci centrifugy pii 14 500 ot./min po dobu
2 minut. Supernatant byl opatrné vylit a pelet bun€k byl resuspendovén ve 200 ul PBS pufru.
Nasledné bylo pfidano 20 pl roztoku proteinazy K, 200ul AL pufru a obsah byl dikladné
protfepan. Zkumavka byla umisténa do termobloku, kde se ponechala po dobu 10 minut za

pusobenti teploty 56 °C.
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Obrazek 5: postup izolace DNA, upraveno podle (DNeasy Blood and Tissue Kits for DNA
Isolation, 2023)

Po vytaZeni z termobloku bylo ptidano 200 pl 96% ethanolu a opét byl obsah zkumavky
protfepan. Obsah zkumavky byl napipetovan do zkumavky s DNeasy Mini spin kolonkou
a odstfedén pti 8000 ot./min po dobu 1 minuty, pficemz obsah nahromadény ve sbérné
zkumavce byl vylit. Poté bylo pfidano 500 pl pufru AW1 s opétovnym odstfedénim pii
8000 S ot./min po dobu 1 minuty a obsah ve sbérné nadobce byl vylit. Poté bylo na kolonku
naneseno 500 ul pufru AW2 a nasledovalo odsttedéni pii 14 000 ot./min po dobu 3 minut.

Obsah ze sbérné zkumavky byl opét vylit, pficemz kolonka byla pfemisténa do nové
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eppendorfkové zkumavky. V poslednim kroku bylo do stfedu kolonky naneseno 100 pl
AE pufru a po Sminutové inkubaci pii pokojové teploté byly zkumavky odstiedény pii
8000 ot./min po dobu 1 minuty (DNeasy Blood and Tissue Kits for DNA Isolation, 2023).
Ziskany roztok s DNA byl skladovan v mrazaku pfti -20 °C.

8.3.2.2 Meéreni koncentrace a Cistoty izolované DNA

Po ocisténi spektrofotometrické desticky ethanolem a oschnuti byly na pfislusnd mista
naneseny 2 pul vzorku izolované DNA. Jako negativni kontrola (blank) byl pouzit Cisty
AE pufr. Nasledné bylo pomoci spektrofotometru Tecan Infinite M200 PRO zméiena
absorbance pti 260 a 280 nm, z ¢ehoz byla zjisténa koncentrace DNA v ng/ul a jeji Cistota.
DNA precisténd pomoci DNeasy soupravy by méla mit pomér absorbanci pti 260 a 280 nm

1,7-1,9 (DNeasy Blood and Tissue Kits for DNA Isolation, 2023).

8.3.2.3 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Amplifikaci pozadovaného useku DNA byla provedena klasickou PCR pomoci
termocykleru (Aeris™, ESCO®). Jako templat byla pouzita DNA izolovana v piredchozim
kroku (kapitola 8.3.2.1).

Pro kazdé jednotlivé stanoveni genu byla pfipravena smés sestavajici se ze slozek
uvedenych v tabulce 7. Nejprve byla pfipravena smés sterilni PCR vody, Master mixu a obou
primerd, pfidavanych v tomto potadi, a to v mnoZstvi potiebném pro devét vzorktl, negativni
kontrolu a urcitou rezervu. Pouzity Master mix obsahoval VWR Taq polymerazu,
deoxyribonukleotidy, MgCl,, (NH4)2SO4, Tween 20, Tris HCI a inertni ervené barvivo.
Tato smés byla dikladné¢ promichdna pomoci vortexu a naddvkovana do stripu PCR
eppendorfkovych mikrozkumavek po 24 pl. V zavéru byl do jednotlivych zkumavek ptidan
Iul promichané temlatové DNA zkoumaného kmene. Jedna zkumavka byla ponechana bez

DNA templatu jakozto negativni kontrola PCR smési

Tabulka 7: Slozeni PCR smési pro amplifikaci genu jednoho vzorku DNA

Reakéni slozka Objem (ul)
Master mix 12,5
Primer F 0,5
Primer R 0,5
Sterilni PCR voda 10,5
Templat DNA 1
Celkoveé 25
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Pro minimalizaci vzniku nespecifickych produktt byla v pripad¢ nékterych hledanych genii

zfedéna templatovd DNA 10krat PCR vodou.

Zkumavky byly umistény do termocykleru, kde probihala samotna PCR reakce dle
navoleného tepelného programu (viz tabulka 8), jenz byl totozny pro vSechny experimenty
s vyjimkou annealingové teploty. Annealingové teploty pro jednotlivé primery jsou uvedeny
spolu s vyctem pouzitych primertt vtabulce 3. V nékterych ptfipadech byla nutna
optimalizace annealingové teploty uvedené v puvodni literatuie. Po ukonceni PCR byly
mikrozkumavky se vzorky zchlazeny na 4 °C a do doby vyjmuti z termocykleru byly

skladovany v lednici pii 5 £1 °C do dalsi analyzy.

Tabulka 8: Tepelny program pro PCR amplifikaci genii

Sled reakci Teplota (°C) Cas (min)
Pocatecni denaturace 95 2

35 cykli:

Denaturace 95 0,5
Annealing viz tab &. 3 0,6
Extenze 72 1,5

Po probéhnuti v§ech cyklii:

ZavereCna extenze 72 10
Uchovani vzorkli 4 neomezene

8.3.2.4 Agarozova elektroforéza

Pomoci agar6zové elektroforézy byla provedena detekce PCR produktu amplifikovaného

v predchozim kroku (kapitola 8.3.2.3).

Byl ptipraven 1,5% agarozovy gel z ptislusné navazky agar6zy a 1x koncentrovan¢ho
TAE pufru. Po rozpusténi agar6zy pomoci ohfevu v mikrovinné troubé bylo po zchladnuti
na teplotu pfiblizné 60 °C ptidano par kapek barviva GelRed® naceZ byl obsah promichan
a vylit do piipravené formy s hiebinky. Ptfipadné bubliny byly odstranény Spickou. Po
utuhnuti bylo z formy opatrné¢ odejmuto silikonové tésnéni a hiebinky a gel byl takto
ponofen do elektroforézni vany tak, aby byly komirky u zaporné katody pro zajiSténi
migrace zaporn¢ nabité DNA ke kladné€ nabité anod¢. Gel byl pfevrstven 1x koncentrovanym

TAE pufrem tak, aby jeho hladina byla 1-2 mm nad povrchem gelu.

Do jednotlivych komtrek byly nasledné automatickou pipetou nanaSeny vzorky vcetné

negativni kontroly o objemu 4 pl. Rovnéz byl nanesen srovnavaci 100 bp marker o objemu
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3 ul. Po priklopeni vikem byla elektroforetickd vana (Multi SUB, Cleaver scientific)
ptipojena ke zdroji stejnosmérného proudu o napéti 120 V po dobu 40 minut. Po uplynuti
40 minut byl gel premistén do UV transluminatoru (Syngene InGenius LHR2), kde byly
DNA amplikony zviditelnény UV zaifenim a zdokumentovany. V nekterych ptipadech bylo
pusobeni elektrického napéti prodlouzeno o 20 minut, kvili lepsi separaci useki
DNA. Pomoci markeru byly uréeny velikosti PCR produkti a porovnany s piedpokladanou

délkou useku genu (viz tabulka 3) uvedenym v literatuie.
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9 VYSLEDKY

V ramci této prace bylo zjiSténo, Ze vétSina zkoumanych kmentt BMK jsou mezofilni
a veétSina z nich ma teplotni optimum ristu kolem 30 az 40 °C. Rustové teplotni naroky se
vSak napii¢ kmeny liSily ve schopnostech rustu pii 20 a 40 °C a v rozpéti teplot, pii nichz

byl pozorovan dobry riist.

Kmeny BMK se odliSovaly 1 ve schopnosti tvorby biofilmu in vitro, kdy celkem byla
prokazana biofilmpozitivita u 6 kment z 9 a to u Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides,
P. acidilactici, Lt. sakei, Lm. fermentum, Lp. plantarum a S inulinus. U dvou z nich se vSak
jednalo o vlastnost podminénou ur¢itymi podminkami, v ptipad¢ Leuc. mesenteroides subsp.
mesenteroides se jednalo o teplotu a v ptipad¢ Lt. sakei o ptidavek sacharidii a NaCl. Cekové
nebyl u testovanych kmenl prokazéan statisticky vyznamny rozdil v tvorbé biofilmu pfti
teplotach kultivace 30 a 37 °C, ani pfi pridavku glukézy, laktozy a NaCl. Naopak u vétSiny
sledovanych podminek byl prokazan celkové pozitivni vliv doby kultivace na tvorbu
biofilmu. Kultivacni teplota a pifidavek sacharidi a NaCl vSak mély pozitivni vliv

u nékterych kment. Vliv podminek na tvorbu biofilmu je tedy spise kmenové specificky.

Vsechny testované kmeny vykazovaly rezistenci na 3 az 5 zkoumanych antibiotik.
Vysoka mira rezistence byla pozorovana u vankomycinu, cefuroximu, cefoxitinu
a doxycyklinu. Zaroveil vSech 9 kmeni bylo citlivych na chloramfenikol, klindamycin,
streptomycin a gentamycin. V piipadé dvou kment vSak byl detekovan gen aadB, kodujici
rezistenci pravé na posledni jmenované antibiotikum, a to u kmenti Leuc. mesenteroides
subsp. dextranicum a Lg. coryniformis. Zaroven byl detekovan gen van u kmene Lt. sakei,

kodujici rezistenci k vankomycinu.

9.1 Sledovani ristu pri riznych teplotach

U deviti sbirkovych kmenil byl sledovan riist pii tiech riznych teplotach (20, 30 a 40 °C),
pfi nichZ nejcastéji probihaji fermentace. Postup a parametry kultivace jsou uvedeny

v kapitole 8.1. Vysledky schopnosti ristu jsou zndzornény graficky rastovymi kiivkami.

VSech devét testovanych kmenli lze povaZzovat za mezofilni, coz je patrné
1z doporuc¢enych kultiva¢nich teplotdle CCM. Kmeny Leuc. mesenteroides subsp.
dextranicum, P. acidilactici, Lc. paracasei, Lm. fermentum a S. inulinus vykazovaly teplotni

optimum mezi 30 az 40 °C. Kmeny Lp. plantarum, Lt. sakei a Lg. coryniformis jiz nejlépe
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rostly pfi 30 °C a kmen Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides vykazoval optimalni

teplotu rastu mezi 20 a 30 °C.

U celkem Sesti testovanych kmenitt BMK byla teplota, pti niz bylo dosazeno nejvyssiho
narastu, 30 °C, nicméné u dvou z nich (P. acidilactici a S. inulinus) byl tento narist jen
mirné vyssi nez pti kultivaci pti 40 °C. U dalSich dvou (Lc. paracasei a Lm. fermentum) bylo
nejvyssiho nartistu dosazeno dokonce pii 40 °C. Jediny kmen, Leuc. mesenteroides subsp.
mesenteroides izolované¢ho z fermentovanych oliv, nevykazoval pfi této teplot¢ zZadny rust.
Co se tyce rastu pi1 20 °C, vyjimaje Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides, nejvyssiho
narustu pii této teploté oproti optimalnim vykazoval S. inulinus, kdy nartst pti 20 °C doséahl
mén¢ nez poloviéni) narlst oproti nariistu pii 30 °C vykazoval také kmen Lg. coryniformis.

Oba tyto kmeny byly izolovany z krmiv a nikoli z potravin.

V piipad¢ teplot kultivace s nejkratsi lag fazi bylo celkem u péti kmenid pozorovana

nejkratsi lag faze pti 40 °C. Teploty kultivace, pii nichz bylo dosazeno nejvyssiho

cvwr

Vv

Cislo kmene | Teplota nejvyssiho | Teplota nejkratsi | Teplota nejniZsiho
(CCM)* naristu (°C) lag faze (°C) naristu (°C)
1803 20 (30) 30 40
2085 30 40 20
4577 30 (40) 40 20
7052 40 40 20
7039 30 30 20
4302 30 30 20 (40)
7192 40 40 20
4618 30 30 40
7124 30 (40) 40 20

*CCM: 1803 — Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides, 2085 — Leuc. mesenteroides ssp.
dextranicum, 4577 — P. acidilactici, 7052 — Lc. paracasei, 7039 — Lp. plantarum, 4302 — Lt.
sakei, 7192 — Lm. fermentum, 4618 — Lg. coryniformis, 7124 — S. inulinus

Hodnota uvedena v zédvorce znamena teplotu kultivace, pfi niz byla hodnota parametru
srovnatelna.
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9.1.1 Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides CCM 1803

Na obrazku 6 jsou zndzornény rustové kiivky Leuconostoc mesenteroides subsp.
mesenteroides CCM 1803 izolovan¢ho z fermentovanych oliv. U této bakterie byla
pozorovana nejkratsi lag faze (5 hodin) pti 30 °C, pficemz nasledovala exponencialni faze,
po niz hustota bun¢k dosdhla OD = 1,6 v ¢ase 15 hodin. Hodnota nartistu béhem kultivace
zUstavala konstantni a od 41. hodiny doslo k mirnému nartstu, ktery v samém konci dosahl
OD = 1,75. Béhem kultivace pti 20 °C byla pozorovana bezmala dvakrat delsi lag faze
(9 hodin) a rovnéz 1 pozvolnéjsi rust v exponencialni fazi, nicméné béhem kultivace bylo
dosazeno nejvyssiho nartistu prave pii této teploté a to OD = 1,8. Naopak pii 40 °C nebyl
rist vliibec zaznamenan. Naméiené vykyvy OD ke konci kultivace mohly byt zplisobeny
tvorbou shlukti bun¢k. Z grafu 1ze usuzovat, Zze kmen L. mesenteroides subsp. mesenteroides
CCM 1803 je mezofilni az mirné psychrofilni s teplotnim optimem mezi 30 a 20 °C, pfi¢emz

je pravdépodobné schopen dobrého ristu i pii nizsich teplotach.
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Obrazek 6: Ristové kiivky Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides CCM 1803
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9.1.2 Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum CCM 2085

Na obrazku 7 lze vidét rastové kiivky pii raznych teplotach. Leuconostoc mesenteroides
subsp. dextranicum CCM 2085 vykazoval nejkratsi lag fazi pti teploté 40 °C, a to s dobou
10 hodin. O dvé hodiny delsi lag faze byla pozorovéana béhem kultivace pii 30 °C. Béhem
kultivace pii 40 °C byl po dosazeni vrcholu (OD = 1,85) patrny mensi pokles OD a nasledné
opctovny pozvolny narlst, a to az do hodnot kolem 2,06. Ackoliv méla kultura
Leuc. mesenteroides ssp. mesenteroides CCM 2085 pii 30 °C delsi lag fazi (zhruba o 3
hodiny), dosahla pii ni nejvysSiho nartistu s maximem v hodnoté OD = 2,3. Pii kultivaci pii
20 °C vykazoval kmen prodlouzenou lag fazi, ktera trvala 39 hodin, byla tedy vice nez tfikrat
delsi oproti kultivaci pti 40 °C. Po 48 hodinach kultivace bylo dosazeno hodnoty OD =0,25;
coz je narust bezmala devétkrat niz§i v porovndni s nariistem pii teplejSich kultivacich. Ze
zjisténé rustové kiivky lze povaZovat testovany mikroorganismus za mezofilni s ristovym

optimem v rozmezi 30 az 40 °C.
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Obrazek 7: Riistove kiivky Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum CCM 2085
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9.1.3 Pediococcus acidilactici CCM 4577

Obrazek 8 znazoriuje rustové kiivky kmene Pediococcus acidilactici CCM 4577. Tento
kmen vykazoval nejkratsi lag fazi pti 40 °C, jez trvala 4 hodiny. Pfi této teploté zaroven
vykazoval i nejstrmé;jsi riist. Po exponencialni fazi dosahla bakterialni suspenze OD =3 a to
v dobé 12. hodiny kultivace. Nasledovala stacionarni faze, kdy hodnota OD byla pomérné
neménna, nacez bylo pozorovano velmi mirné zvySovani OD na hodnotu 3,2. K zavéru
kultivace bylo naméfeno velmi mirného poklesu. Kultivace pti 30 °C vykazovala dvakrat
delsi lag fazi v porovnani se 40 °C kultivaci. Po 20 hodinach kultivace, kdy suspenze dosahla
OD = 2,8; se rust zpomalil, av§ak OD se stale mirn¢ zvySovala po celou dobu méteni a své
maximalni hodnoty (OD = 3,4) dosdhla v samém zavéru. Narust bunék pti 30 a 40 °C je
srovnatelny. Kultivace pfi 20 °C vykazovala bezmadla Sestindsobné prodlouzeni oproti
kultivaci pti 40 °C a pozorovan byl pozvolny nartst, ktery ke konci dosahoval OD = 0,8.
Me¢éieni specifické rlstové rychlosti napovidalo, ze by rust pii této teploté jiz
nezintenziviloval vzhledem ke se snizujici specifické rustové rychlosti ke konci kultivace

(viz ptiloha 1, obrazek 19). Podle ristovych kiivek se lze domnivat, Ze zkoumany kmen

P. acidilactici CCM 4577 je mezofilni bakterie s rlistovym optimem mezi 30 a 40 °C.
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Obrézek 8: Ristove kiivky Pediococcus acidilactici CCM 4577
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9.1.4 Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei CCM 7052

Obrazek 9 zachycuje ristové kiivky Lc. paracasei subsp. paracasei CCM 7052. Nejkratsi
délka lag faze (6,5 hodiny) byla zaznamenana béhem kultivace pii 40 °C. Po této fazi
nasledoval vzriist, ktery v 15. hodiné kultivace zastavil a az po 5 hodinach se OD zacala opét
zvySovat, avsak pomalejsim tempem. Své nejvyssi hodnoty OD dosahla suspenze bunék po
30 hodinach od zaockovéni, a to hodnoty 0,9; kolem niz se naméfené hodnoty pohybovaly
do konce kultivace s patrnym mirnym poklesem. Obdobny bifazicky charakter rstové
kiivky byl pozorovan i béhem kultivace pii 30 °C, zde byla vSak lag faze prodlouzena
o 2 hodiny. Po dosazeni OD = 0,3 v 17. hodin¢ kultivace doslo k zastaveni rtistu, a dokonce
k velmi mirnému poklesu a posléze k jeho obnoveni po 3 hodindch. Maximalni OD = 0,77
bylo dosazeno po 33 hodinach kultivace, po nichz nasledoval mirny, ale konstantni pokles.
Fluktuace namétené OD, zejména v posledni fazi kultivace mohla byt zplisobena tvorbou
vétSich shlukti bunék. Zjistény rast pii 20 °C byl velmi pozvolny a na konci kultivace OD
blizila hodnoté 0,1. Ze zjisténych kiivek lze povazovat kmen Lc. paracasei subsp. paracasei

CCM 7052 za mezofilni mikroorganismus s ristovym optimem kolem 40 °C.
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Obrazek 9: Ristove kiivky Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei CCM 7052
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9.1.5 Lactiplantibacillus plantarum CCM 7039

Obrazek 10 znazornuje rastové kiivky Lp. plantarum CCM 7039 pii tiech riznych teplotach.
Lag faze u této bakterie byla nejkratsi pti 30 °C, a to s délkou 12,5 hodiny. Tato faze byla
hodnoty 4,4 ve 28. hoding kultivace. Po dosazeni maximalni hodnoty OD byl pozorovan jeji
mirny pokles a v zavéru kultivace byl zaznamenén mirny vzrist OD. Naproti tomu testovany
kmen nevykazoval témét zadny rust pii 20 °C. Pii 40 °C byla lag faze o tfetinu prodlouzena
v porovnani s ristem pii 30 °C. Po lag fazi buné¢né suspenze vykazovala velmi pozvolny
narist, ktery ke konci kultivace zpomaloval, pficemz po 47 hodinach kultivace dosahl
nejvyssi zaznamenané OD = 0,92. Vyvoj specifické rastové rychlosti (viz ptiloha 1, obrazek
20) vykazuje od 43. hodiny kultivace stagnaci. Z naméfenych kiivek je mozné usuzovat, ze

kmen Lp. plantarum CCM 7039 je mezofilni, s ristovym optimem kolem 30 °C, pficemz

teplotni rozmezi pro optimum je spiSe uzsi.
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Obrazek 10: Rustové kiivky Lactiplantibacillus plantarum CCM 7039
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9.1.6 Latilactobacillus sakei subsp. sakei CCM 4302

Na obrazku 11 miizeme pozorovat rastové kiivky Lt. sakei CCM 4302 pfi tiech riznych
teplotach. U Lt. sakei CCM 4302 byla pozorovana nejkratsi lag faze pii 30 °C, a to s délkou
14 hodin, pficemz nasledovala exponencidlni faze. Po dosazeni hodnoty OD = 1,7 po
28 hodinach kultivace se rast vyrazné zpomalil, nicméné setrvaval a ke konci kultivace
hodnota OD dosahovala 1,85. Naproti tomu pti 20 i 40 °C byla lag faze zhruba ¢tyinadsobné
delsi a trvala téméf po celou dobu kultivace ¢ili 48 hodin. Béhem kultivace pii nejvyssi
testované teploté¢ dosahoval maximalni nartist bun¢k na konci kultivace OD = 0,1; zatimco
pti 20 °C byl maximalni néarast jesté nizsi, a to OD = 0,06. Ze zjisténych kiivek lze vycist,
ze bakterie Lt. sakei subsp. sakei CCM 4302 je mezofilni s teplotnim optimem okolo 30 °C,
pficemz optimdlni rstové rozmezi teplot je pomérné Uzké v porovnani s ostatnimi

testovanymi BMK.
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Obrazek 11: Ruastové kiivky Latilactobacillus sakei subsp. sakei CCM 4302
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9.1.7 Limosilactobacillus fermentum CCM 7192

Na obrazku 12 jsou zaznamendny rustové kiivky Lm. fermentum CCM 7192 pii tiech
ruznych teplotach. U Lm. fermentum CCM 7192 byla pozorovéana nejkratsi lag faze pfi
40 °C, ato s délkou 3 hodin. Béhem kultivace kmen vykazoval prudky nartast OD, nacez po
10 hodindch dosdhla svého maxima v hodnoté 3,75. Po dosazeni této hodnoty doslo
k mirnému kratkodobému poklesu OD, ktera se nasledné opét mirn¢ zvysila a v ¢ase kolem
20 hodin od poc¢atku méteni zacala OD az do konce kultivace pozvolna, ale souvisle klesat.
P11 30 °C kultivaci byla délka lag taze dvojnasobna oproti teploté 40 °C. Exponencialni faze,
ktera nasledovala, nevykazovala tak vyrazny sklon jako v teplejsi vsadce a zpomalovani
rustu bylo pozvolnéjsi, pfiCemz byla namétena nejvyssi OD kolem 3,4; v ¢ase 39 hodin. Poté
nasledoval velmi mirny pokles, nac¢ez se OD do konce méfeni vyrazné neménila. Kultivace
pti 20 °C vykazovala lag faze desetinasobné prodlouZenou oproti 40 °C. U kmene byl zjistén
pozvolny narist OD, jejiz maximum OD = 0,86 bylo zaznamenano na samém konci
experimentu. Na zaklad¢ zjisténych rastovych kiivek lze usuzovat, ze testovany kmen

Lm. fermentum CCM 7192 je mezofilni.
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Obrazek 12: Ristove kiivky Limosilactobacillus fermentum CCM 7192
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9.1.8 Loigolactobacillus coryniformis CCM 4618

Ristové kiivky Loigolactobacillus coryniformis CCM 4618 ilustruje obrazek 13. V ptipadé
této bakterie vykazovala nejkratsi lag fazi vsadka pii 30 °C, a to s délkou 10 hodin po niz
nasledoval prudsi nariist bun¢k, ktery se pozvolna zpomaloval a dosdhnul své nejvyssi
hodnoty OD =3,2 po 33 hodinach kultivace. Po dosazeni této hodnoty zlstavala OD
konstantni az do ukonceni méteni. Obdobna délka lag faze byla zaznamenana b&hem
kultivace pifi 40 °C, avSak naslednd exponencidlni faze rlGstu v porovnani
s 0 10 °C chladnéjsi vsadkou byla vyrazné pozvolnéjsi. Po dosazeni OD = 0,65 v Case
20 hodin se rist zpomalil a po zbytek méteni byla zaznamenana OD = 0,8; cozZ je mén¢ nez
trojnasobek oproti zjisténé OD pii 30 °C ve stacionarni fazi. Rustova kiivka pii 20 °C
vykazovala lag fazi trvajici 25 hodin a taktéz pozvolnégj$i nariist oproti kultivaci pii 30 °C,
nicméné tento nartist byl intenzivnéjsi nez pii 40 °C. Nejvyssiho nartistu dosahla kultura pfi
ukonceni méfeni, a to s hodnotou OD = 1,3. Ze sledovani specifické riistové rychlosti (viz
ptiloha 1, obrazek 21) vyplyva, zZe rust pii 20 °C pokracuje s jiz sniZzenou intenzitou. Ze
zjiSténych kiivek Ize usuzovat, Ze testovany kmen Lg. coryniformis CCM 4618 je mezofilni

a ristovym optimem kolem 30 °C, avSak s urcitou schopnosti rstu i pti 20 °C.
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Obrazek 13: Ruastové kiivky Loigolactobacillus coryniformis CCM 4618
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9.1.9 Sporolactobacillus inulinus CCM 7124

Na obrazku 14 jsou znazornény ristové kiivky S. inulinus CCM 7124 pii tiech riznych
teplotach. S. inulinus CCM 7124 vykazoval nejkratsi délku lag faze pii 40 °C (4 hodiny).
Tato lag faze byla nasledovana pomérné prudkym vzrastem OD ve fazi exponencidlni. Po
dosazeni hodnoty 3,1 v ¢ase 13 hodin rtst dale zpomaloval a v prib¢hu kultivace se OD
pozvolné zvysila na hodnotu 3,5; pficemz tento stav trval az do ukonceni experimentu.
Zjisténa kiivka pii 30 °C vykazovala dvojnasobné prodlouZzeni lag faze oproti kultivaci pti
vyssi teploté a bakterialni suspenze po 20. hodiné kultivace dale OD vyrazné nezvysSovala.
Oproti kultivaci pti vyssi teploté se dostavila stacionarni faze o 7 hodin pozdéji, nicméné
intenzita nardstu pii obou teplotach byla srovnatelnd. V samém zavéru kultivace pti 30 °C
byla zaznamenana maximalni OD = 3,7; coZ je hodnota mirné€ vyssi, neZ pii 40 °C. Béhem
kultivace pii 20 °C bylo pozorovano pétinasobné prodlouzeni lag faze oproti kultivaci pii
40 °C. Nasledoval pozvolngjsi nartist bun¢k, jejichz maximalni OD = 2 byla zaznamenéana
v zavéru méfeni. Z namétenych kiivek vyplyva, ze S. inulinus CCM 7124 je mezofilni,
s ristovym optimem mezi 30 a 40 °C a je schopen dobrého riistu 1 pii 20 °C, jedna se tedy

o bakterii s pomérné Sirokym rozpétim teplot rlstu.
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Obrazek 14: Rustove kiivky Sporolacrobacillus inulinus CCM 7124
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9.2 Tvorba biofilmu

Tvorba biofilmu byla zjistovana in vitro v MRS bujénu v polystyrenové mikrotitracni
desti¢ce pomoci modifikované Christensenovy metody. Vysledné absorbance jednotlivych
kment byly na zaklad¢ porovnani s cut off value (CV) rozdéleny na netvofici, slabé tvorici,
sttedné tvotici a siln€ tvotici biofilm. Hodnoty CV se u experimentii pohybovaly od 0,15 do

L 1

vlivy pii barveni a vyplachovani desticek.

Celkové biofilm tvofily alespon pfi ur€itych vybranych podminkach biofilm kmeny
Leuconostoc mesenteroides subssp. mesenteroides CCM 1803, P. acidilactici CCM 4577,
Lp. plantarum CCM 7039, Lt. sakei CCM 4302, Lm. fermentum CCM 7192 a S. inulinus
CCM 7124.

Naproti tomu zadna tvorba biofilmu nebyla u zadnych ztestovanych podminek

pozorovana u Leuc. mesenteroides subsp. dextranicum, Lc. paracasei a Lg. coryniformis.

9.2.1 Vliv teploty a doby kultivace na tvorbu biofilmu

V MRS bujonu biofilm tvofilo alespon v jedné fazi kultivace 5 kmenti z celkovych 9, jednalo
se o P. acidilactici, Leuc. masenteroides subsp. mesenteroides, Lm. fermentum,
Lp. plantarum a S. inulinus. Tyto kmeny biofilm tvoftily jak pti 30 °C, tak pti 37 °C, avSak
v zéavislosti na fazi kultivace. Teplota kultivace vSak celkové neméla vliv (P >0,05) na tvorbu
biofilmu. V rdmeci jednotlivych kment byl prokazan vliv u nékterych z nich, a to v zavislosti
na dob¢ kultivace. Po 48 a 72hodinové kultivaci byl prokdzan pozitivni vliv kultivace pti
37 °C u pouze u Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides. Po 96 hodinach se vliv teploty
ukdzal i u P. acidilactici a Lm. fermentum, nicméné¢ doslo naopak ke sniZeni tvorby biofilmu
pii vyssi teploté. V ptipadé pozitivniho vlivu zvySené tvorby biofilmu u Leuc. mesenteroides
subsp. mesenteroides je zajimavé, ze se dle rustové kiivky (obrazek 6) jevi jako mezofilni

az psychrofilni. Tvorba biofilmu je mozna i odpovéd’ na teplotni stres.

Z toho pozorovani 1ze usuzovat, ze teploty 30 a 37 °C méni schopnost tvorby biofilmu

in vitro pouze u nékterych kment a tato reakce na teplotu je kmenové specificka.

Doba kultivace méla, na rozdil od teploty, pozitivni vliv na tvorbu biofilmu (P <0,05).
Béhem inkubace pii obou teplotach byl vliv prokédzéan mezi 48. a 72. hodinou, kdezto mezi
72. a 96. hodinou jiz vliv prokazan nebyl. Celkovy vliv teploty v prvni a posledni fazi

kultivace v8ak byl patrny pfi obou kultivacnich teplotach (P <0,05). U jednotlivych kmenii
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byl pozorovan bud’ pozitivni nebo zadny vliv doby na naméfenou absorbanci v zavislosti na
fazi kultivace, kmenu (i u nékterych netvoticich biofilm) a kultivacni teploté. Vyvoj tvorby

biofilmu v Case pfi obou kultivacnich teplotach zachycuje tabulka 10.

Tabulka 10: Tvorba biofilmu pfti kultivac¢nich teplotach 30 °C a 37 °C

Cislo kmene Teplota (°C) / Doba kultivace (h)

(CCM)* 30/48 30/72 30/96 37/48 37/72 37/96
1803 NE NE NE ANO ANO ANO
2085 NE NE NE NE NE NE
4577 ANO ANO ANO ANO ANO ANO
7052 NE NE NE NE NE NE
7039 NE NE ANO NE ANO ANO
4302 NE NE NE NE NE NE
7192 NE ANO ANO NE ANO ANO
4618 NE NE NE NE NE NE
7124 NE ANO ANO ANO ANO ANO

NE — bez tvorby biofilmu; ANO — slaba tvorba biofilmu; ANO — stfedni tvorba biofilmu

*CCM: 1803 — Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides, 2085 — Leuc. mesenteroides
subsp. dextranicum, 4577 — P. acidilactici, 7052 — Lc. paracasei, 7039 — Lp. plantarum,
4302 — Lt. sakei, 7192 — Lm. fermentum, 4618 — Lg. coryniformis, 7124 — S. inulinus

9.2.2 Vliv sloZeni Zivného média a doby kultivace na tvorbu biofilmu

Vliv slozeni kultivatniho média byl porovnavan se standardnim MRS bujonem, jenz

obsahuje 1 % glukozy.

Pridavek glukdzy nemél vyznamnéjsi vliv na tvorbu biofilmu (P >0,05), a to v zadné
z testovanych koncentraci (2, 3 a 4 % w/v). Nicméné u nékterych kmenti byl prokézan
(P <0,005) pozitivni vliv gluk6zy na tvorbu biofilmu, a to u kment P. acidilactici, Lt. sakeli,
Lm. fermentum, Lp. plantarum a §. inulinus u kazdé z testovanych koncentraci tohoto
sacharidu. Pozitivni vliv se vSak 1iSil vramci doby kultivace. Napiiklad u kmene
Lm. fermentum byl pozorovan pozitivni vliv ve vSech fazich kultivace. Jinak tomu bylo

napt. u Lt. sakei, kdy se pozitivni vliv ukazal aZ po 72 ¢1 96 hodinach inkubace.

Ptidavkem glukdzy pocet biofilm pozitivnich kmeni stoupl o jeden, a zaroven u téchto
kment doslo ke zvySeni tvorby biofilmu, v priméru 1,9x az 5,3x v zavislosti na koncentraci
glukézy a dobé kultivace. Tvorbu biofilmu v zavislosti na pfidavku glukézy a dobé kultivace

ukazuje tabulka 11:
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Tabulka 11: Tvorba biofilmu v zavislosti na piidavku glukézy

Cislo Koncentrace glukozy (%) / Doba kultivace (h)
kmene

(CCM)* 2/48 2/72 2/96 3/48 3/72 3/96 4/48 4/72 4/96
1803 NE NE NE NE NE NE NE NE NE
2085 NE NE NE NE NE NE NE
4577 ANO ANO ANO
7052 NE NE
7039 ANO
4302 NE
7192 ANO
4618 NE
7124 ANO

NE — bez tvorby biofilmu; ANO — slaba tvorba biofilmu, ANO- stfedni tvorba biofilmu,
- —silna tvorba biofilmu

*CCM: 1803 — Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides, 2085 — Leuc. mesenteroides
subsp. dextranicum, 4577 — P. acidilactici, 7052 — Lc. paracasei, 7039 — Lp. plantarum,
4302 — Lt. sakei, 7192 — Lm. fermentum, 4618 — Lg. coryniformis, 7124 — S. inulinus

Rovnéz pridavek laktézy nemél celkové pozitivni vliv na tvorbu biofilmu (P >0,05).
V ramci jednotlivych kment byl pozorovan pozitivni vliv piidavku laktéozy opét u kment
P. acidilactici, Lt. sakei, Lp. plantarum, Lm. fermentum a S. inulinus, a to v obou
testovanych koncentracich (P <0,005). Pozitivni vliv jak pti 1%, tak 2% koncentraci béhem
vSech fazi kultivace byl prokdzdn u P. acidilactici a Lm. fermentum izolovanych
z fermentovaného masného vyrobku, respektive fermentované tfepy. Tyto dva kmeny
vykazovaly nejvyssi tvorbu biofilmu v médiich s ptidavkem laktozy ze vSech testovanych
kmenti. Pfidavkem lakt6zy doslo u biofilm pozitivnich kment k primérnému zvyseni tvorby

2x az 4,6x.

Pti kultivaci v médiu s 1% piidavkem NaCl nebyl celkové zaznamenam vliv na tvorbu (P
>0,05). Jako biofilm pozitivni se v téchto podminkach ukazalo opét celkem 5 kment:
P. acidilactici, Lt. sakei, Lm. fermentum, Lp. plantarum a S. inulinus. Pozitivni vliv pfidavku
NaCl na tvorbu biofilmu byl prokézan alespon v jedné fazi kultivace u kazdého z nich
(P <0,005). Zejména u Lt. sakei, izolovaného z vakuové¢ baleného masa, doslo po
48 hodinach k bezmala 19nasobnému zvySeni naméiené absorbance oproti kultivaci v MRS.
U ostatnich kment ¢inilo toto navySeni v zavislosti na kmeni a podminkach 1,6x az 8x.

Tvorbu biofilmu u jednotlivych kment v pfidavku laktozy a NaCl shrnuje tabulka 12:
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Tabulka 12: Tvorba biofilmu v zavislosti na ptidavcich laktézy a NaCl

kfll;sezlge koncentrace laktdzy (%) /doba kultivace (h 1 % NaCl/ doba kultivace
(CCM)* 1/48 1/72 1/96 2/48 2/72 2/96 48 72 96
1803 NE NE NE NE NE NE NE NE NE
2085 NE NE NE NE NE NE NE NE NE
577 | ano | ano [HANGE| ano [FANGHITANGE| ano | ano [HANGH|
7052 NE NE NE NE NE NE NE NE NE
7039 NE NE
4302 NE ANO
7192 ANO ANO
4618 NE NE
7124 ANO ANO

NE — bez tvorby biofilmu; ANO — slaba tvorba biofilmu, ANO — stiedni tvorba biofilmu,
- silna tvorba biofilmu

*CCM: 1803 — Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides, 2085 — Leuc. mesenteroides
subsp. dextranicum, 4577 — P. acidilactici, 7052 — Lc. paracasei, 7039 — Lp. plantarum,
4302 — Lt. sakei, 7192 — Lm. fermentum, 4618 — Lg. coryniformis, 7124 — S. inulinus

** —rozdil mezi CV a A je -0,03

9.3 Antibioticka rezistence

Antibioticka rezistence u deviti kmeni BMK byla testovana na irovni fenotypu i genotypu.
Fenotypova rezistence byla zjiStovana diskovou difuzni metodou, kdy byla testovana
citlivost na celkem 12 antibioticich uvedenych v tabulce 2 v kapitole 7.4. Poté bylo hledano
9 genl antibiotické rezistence pomoci klasické PCR za poziti primeri uvedenych

v tabulce 3 v kapitole 7.5.

9.3.1 Vyhodnoceni antibiotické rezistence testované diskovou difizni metodou

Vsech 9 kmenli BMK vykazovalo rezistenci k vankomycinu, cefuroximu a cefoxitinu,
pfi¢emz u vétSiny z téchto kment nebyla pozorovéana inhibi¢ni zéna (viz tabulka 13). Dal§im
antibiotikem, kde byla pozorovana rezistence u vétSiny testovanych kment byl doxycyklin
hydrochlorid, kdy citlivost vii¢i tomuto antibiotiku vykazoval pouze kmen L¢. sakei, dalsi ti
kmeny byly pak klasifikovany jako intermediarni. V pifipad€ nitrofurantoinu byla
zaznamenana rezistence u 4 z celkovych 9 kment, a to u Leuc. mesenteroides subsp.
mesenteroides, Lt. sakei, Lg. coryniformis a S. inulinus. U dvou kmeni BMK
(P. acidilactici a Lm. fermentum) byly pozorovany bodové kolonie rostouci v inhibi¢ni zong¢,

coz miiZe poukazovat na pfitomnost rezistentnich mutantti. V ptipad¢ rifampicinu jiz byl
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pozorovan pouze jediny rezistentni kmen Lp. plantarum, nicméné tfi dalsi zastupci BMK
(Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides, P. acidilactici a Lm. fermentum) byly

vyhodnoceny jako intermediarni.

Naopak u celkem 4 antibiotik (streptomycinu, gentamycinu, klindamycinu
a chloramfenikolu) byla pozorovéana citlivost vSech testovanych kmenli a u dvou
testovanych 1éCiv (piperacilin/ tazobaktam a erytromycin) byl zaznamenan pouze jediny
piipad intermediarni rezistence a u zbyvajicich BMK byla taktéz pozorovana citlivost.
Fenotypova antibioticka rezistence u jednotlivych kmenl je znazornéna

v nasledujici tabulce 13.
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Tabulka 13: Antibioticka rezistence testovanych kmenid BMK (priméry inhibi¢nich zon v mm a jejich vyhodnoceni)

Cislo kmene

cervena — rezistentni, zlutd — intermedialni, zelena — citlivy, N — nepozorovana zadna zona inhibice, praimér disku 6 mm
*CCM: 1803 — Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides, 2085 — Leuc. mesenteroides subsp. dextranicum, 4577 — P. acidilactici, 7052 — Lc.

paracasei, 7039 — Lp. plantarum, 4302 — Lt. sakei, 7192 — Lm. fermentum, 4618 — Lg. coryniformis, 7124 — S. inulinus

**_ yyskyt bodovych kolonii v zon¢

Koncentrace | Rezistence | Citlivost

Antibiotikum (ng/disk) (mm) (mm) 1803 2085 4577 7052 7039 4302 7192 4618 7124
Cefuroxim 30 15 18
Cefoxitin 30 14 18
%pzf;;lft‘:fn 100/10 18 21 20,5 25,5 25 29 25 25,5 24
Rifampicin 5 16 21 19 37 18,5 22,5 18 23,5 23
Chloramfenikol 30 12 18 19 32 21 29 26 29,5 25,5 28 30
Streptomycin 300 6 10 18,5 24 20,5 26 20 14 19,5 24 12,5
Gentamycin 120 8 10 17,5 29,5 21,5 21,5 21 26 23 23,5 23
Vankomycin 10 14 17
Klindamycin 2 8 12 18 36 24.5 27 23 32,5 27 33 24
Erytromycin 5 13 18 18,5 22 20 20 24.5 24.5 25 16 22
Nitrofurantoin 300 14 17
hocpenlond 30 20 | 2
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Co se tyce jednotlivych kmend, podil rezistence k testovanym antibiotikiim se pohyboval od
25 do 42 %, viz obrazek 15. Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides izolovany
z fermentovanych oliv a Lg. coryniformis a S. inulinus izolované z krmiv vykazovaly
nejvyssi podil rezistence k antibiotikiim (42 % tj. 5 z 12). Zarovenl u Leuc. mesenteroides
subsp. mesenteroides byla pozorovana nejvyssi podil intermediarni rezistence. Naproti tomu
nejvyssi podil citlivosti k testovanym antibiotikim vykazuje Leuc. mesenteroides subsp.
dextranicum izolovany z kvaSenych fazolovych luskt, ktery byl rezistentni pouze ke tiem
testovanym antibiotikiim. Obdobné tomu tak bylo i u Lm. fermentum izolovaného

z fermentované fepy.
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Obrazek 15: Poméry rezistence a citlivosti k antibiotikiim u testovanych kmeni BMK

*CCM: 1803 — Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides, 2085 — Leuc. mesenteroides
subsp. dextranicum, 4577 — P. acidilactici, 7052 — Lc. paracasei, 7039 — Lp. plantarum,
4302 — Lt. sakei, 7192 — Lm. fermentum, 4618 — Lg. coryniformis, 7124 — S. inulinus

9.3.2 Detekce vybranych genti antibiotické rezistence

Vysledky detekce genii antibiotické rezistence shrnuje tabulka 14. U vSech deviti
zkoumanych kment nebyl detekovan gen blaCTX-M, kddujici Sirokospektralni B-laktamazu
(schopna Stépit peniciliny i1 cefalosporiny) (Benes, 2018), pfestoze u vSech téchto kmenit

byla zaznamendna rezistence vic¢i obéma cefalosporiniim (cefuroximu a cefoxitinu). Rovnéz
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nebyly detekovany geny pro zakladni B-laktamazy blaTEM a blaSVH schopny Stépit
predevsim peniciliny (Benes, 2018). K piperacilin/tazobaktamu vSak nevykazoval Zadny
kmen rezistenci a pouze jediny kmen Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides byl
kandidatem na pfitomnost zminénych gentli, nicmén¢ ani u n¢j nebyly tyto geny nalezeny.
Vsechny kmeny vykazovaly fenotypovou rezistenci vuci testovanym
aminoglykosidim. V piipad¢ streptomycinu nebyl nalezen gen rezistence aadE, avSak
v ptipad¢ genu rezistence vici gentamycinu, aadB, byl tento gen detekovan u kmene
Leuc. mesenteroides subsp. dextranicum izolovaného z kvaSenych fazolovych luski a
u kmene Lg. coryniformis puivodem ze silaze (obrazek 16), ackoliv diskovou difuzni
metodou byly tyto kmeny k tomuto antibiotiku shledany jako citlivé (viz tabulka 13 vyse).

To muize byt vysvétleno Spatnou funkei ¢i nedostateCnou expresi genu aadB.

M

1000bp _- S 1000bp

— 500b
500bp — / - "

SRS — 400bp
400bp —

Obrazek 16: Detekce genu aadB u testovanych kmenit BMK

M —marker, 1 — Lg. coryniformis, 2 — Leuc. mesenteroides subsp. dextranicum, 3 — Lt. sakeli,
4 — 8. inulinus, 5 — P. acidilactici, 6 — Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides, 7 — Lc.
paracasei, 8 — Lm. fermentum, 9 — Lp. plantarum, NK — negativni kontrola

Gen rezistence vic¢i vankomycinu van byl detekovan u jediného kmene, a to u Lt. sakei (viz
obrazek 17) izolovaného z vakuové baleného masa. VSechny kmeny vSak vii¢i tomuto 1é¢ivu
vykazovaly rezistenci, tato rezistence je vSak u BMK hlavné vnitini (Goldstein et al., 2015),

c0Z znamena, ze neni prenosna na dalsi bakterie (Colautti et al., 2022).
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Obrazek 17: Detekce genu van u testovanych BMK

M —marker, 1 — Lg. coryniformis, 2 — Leuc. mesenteroides subsp. dextranicum, 3 — Lt. sakeli,
4 — S. inulinus, 5 — P. acidilactici, 6 — Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides, 7 — Lc.
paracasei, 8 — Lm. fermentum, 9 — Lp. plantarum, NK — negativni kontrola

Gen propujcujici rezistenci vici erytromycinu nebyl detekovan u zZadného z testovanych
kmenti BMK, a taktéz osm z deviti kmeni vykazovaly vii¢i erytromycinu citlivost zjisténou
diskovou diftizni metodou. Ani u stfedné citlivého kmene Lg. coryniformis nebyl gen emrB
detekovan. Stejn¢ tomu tak bylo i u geni fetK a tetL (negativni detekce viz obrazek 18), coz
jsou geny kodujici efluxni pumpy pro tetracyklin (Stefanska et al., 2021), které jsou do urcité
miry a¢inné i na chemicky pifibuzny doxycyklin (Benes, 2018). Zarovent vSak bylo po
fenotypové strdnce pozorovano relativné vysoké zastoupeni rezistentnich kment vuci

doxycyklinu.

1000bp - , .1000bp
500bp s 500bp

100bp — ——100bp

Obrazek 18: Negativni detekce genu fefL u testovanych BMK

M —marker, 1 — Lg. coryniformis, 2 — Leuc. mesenteroides subsp. dextranicum, 3 — Lt. sakei,
4 — S. inulinus, 5 — P. acidilactici, 6 — Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides, 7 — Lc.
paracasei, 8 — Lm. fermentum, 9 — Lp. plantarum, NK — negativni kontrola
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Tabulka 14: Detekce gent antibiotické rezistence u zkoumanych kmeni

Cislo kmene (CCM)*
Rezistence na

antibiotikum Gen rezistence 1803 2085 4577 7052 7039 4302 7192 4618 7124

B - laktamova blaCTX-M - - - - - - - - -

. blaSVH - - - - - - - - -

Peniciliny

blaTEM - - - - - - - - -

Streptomycin aadE - - - - - - - - -

Gentamycin aadB - + - - - - - + -

Vankomycin van - - - - - + - - -

Erytromycin ermB - - - - - - - - -

Tetracykliny tetk - - - - - - - - -

tetL - - - - - - - - -

(-) — negativni, (+) — pozitivni

* CCM: 1803 — Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides, 2085 — Leuc. mesenteroides subsp. dextranicum,
paracasei, 7039 — Lp. plantarum, 4302 — Lt. sakei, 7192 — Lm. fermentum, 4618 — Lg. coryniformis, 7124 — S. inulinus

4577 — P. acidilactici, 7052 — Lc.
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10 DISKUSE

Skupina BMK zahrnuje mezofilni a termofilni druhy (Zannini et al., 2005), pfi¢emz
optimalni teplota pro rist vétSiny z nich se pohybuje v rozmezi 30 — 43 °C (Terpou et al.,
2019), nicméné teploty ristu mohou byt variabilni (Slizewska a Chlebicz-Wojcik, 2020).
Tomu odpovidaji i vysledky této prace. U nekterych kment se vSak zjisténé optimalni

teploty mirn¢€ rozchazeji s literaturou.

Mlécné tyCinky zahrnujici laktobacily podle vysledkt studie Sun a kol. (2020) maji
vétsSinoveé schopnost tvorby biofilmu, ¢emuz odpovidaji i vysledky této prace. Zaroven je
schopnost tvorby biofilmu povazovana za kmenové specifickou. Vliv teploty a doby na
tvorbu biofilmu se napfic studiemi i kmeny rizni, ale ze studii vyplyva, Ze nejvyssi tvorby
je dosaZeno nejcastéji pii 30 °C a 37 °C (Chen et al., 2017; Fernandez Ramirez et al., 2015).
Také v této praci nebyl prokdzan jednoznacny vliv teploty kultivace na tvorbu biofilmu
a tento vliv se liSil v zavislosti na kmeni, nicméné pozitivni vliv doby kultivace jiz

pozorovan byl na rozdil od studie (Chen et al., 2017).

Podle studie Muruzovi¢ a kol. (2018) mél také ptidavek glukozy a laktozy pozitivni
vliv na uréité kmeny BMK, nikoliv vSak na vSechny. Pfidavek NaCl podle studie Akoglu

(2020) nemél jednoznaény vliv na v§echny kmeny.

Podle Campedelli a kol. (2019) jsou BMK obecné¢ citlivé na -laktamova antibiotika,
chloramfenikol, erytromycin a klindamycin. U téchto antibiotik byla rovné€z pozorovana
vyS$$i mira citlivosti. Zaroven uvadi, Ze jsou rezistentni k aminoglykosidim, coz se
neshoduje s vysledky této prace. BMK vykazuji také rezistenci k cefoxitinu, nitrofurantoinu
a vankomycinu (Fraqueza, 2015; Goldstein et al., 2015), coz se s vysledky této prace

shoduje. Na rozdil od studie Wang a kol. (2019), byl u urcitych kment detekovan gen aadB.

10.1 Rist bakterii mlé¢ného kvaSeni pri riznych teplotach

Skupina BMK zahrnuje mezofilni a termofilni druhy (Zannini et al., 2005), pfi¢emz
optimalni teplota pro rist vétSiny z nich se pohybuje v rozmezi 30 — 43 °C (Terpou et al.,
2019), nicméné teploty riistu mohou byt variabilni (Slizewska a Chlebicz-Wojcik, 2020).
Nékteré BMK, napft. jogurtova kultura roste 1 pfi 45 °C (Terpou et al., 2019). Sionek a kol.

(2024) uvadi, Ze n€které termofilni kmeny vykazuji Zivotaschopnost pfi teplotach az 60 °C.
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Navic podminky kultivace a slozeni fermentatniho média, mohou ovlivnit parametry
rastové kinetiky (Slizewska a Chlebicz-Wojcik, 2020).

V této praci bylo zjisténo, ze vSechny testované¢ kmeny BMK byly mezofilni, nicméné
jejich teplotni optimum se v ramci mezofility 1iSi v zavislosti na kmeni. VéEtSina z nich

vykazovala optimum mezi 30 a 40 °C.

U Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides bylo pozorovano teplotni optimum mezi
20 a 30 °C. O néco vyssi optimum pozorovali Jeon a kol. (2017), kteti sledovali riist riznych
poddruhlt Leuc. mesenteroides pti 9 riznych teplotich mezi 4 a 45°C. V pfipadé
Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides ATCC 8293 (u téhoz kmene zkoumaného v této
praci) byl pozorovan rist v rozmezi 10 — 40 °C s optimalnim rozsahem 25-37 °C. U kmene
Leuc. mesenteroides subsp. dextranicum izolovaného ze syra bylo pozorovano rozmezi ristu
15 — 40 °C s optimem pii 30 °C (Jeon et al., 2017). U kmene Leuc. mesenteroides subsp.
dextranicum zkoumaného v této praci byl pozorovan optimalni rist pti 30 az 40 °C.

Mataragas a kol. (2003) pozorovali, Ze ze zjiStovanych teplot 20, 25 a 30 °C roste kmen
Leuc. mesenteroides izolovany z fermentovaného saldmu nejlépe pii 30 °C. Ko a kol. (2024)
zaznamenali u kmene Leuc mesenteroides izolovaného z kimc¢i nejkratsi lag fazi a nejvyssi
nartist pii 30 °C, avsak nejvyssi hodnota specifické ristové rychlosti byla zaznamenéana
dokonce pti 37 °C. Zaroven zjistili, Ze tento kmen je schopen srovnatelného ristu pii 5 °C

jako dalsi vybrané psychrotrofni BMK.

Dva kmeny Leuc. mesenteroides izolované ze zkaZené vakuové balené Sunky
vykazovaly taktéZ optimalni teplotu ristu pii 30 °C pii kultivaci v MRS bujonu, ptfi¢emz po
kratké lag fazi byl pozorovan rychly rast. Dobry rust vykazovaly i pfi 37 °C. Naopak pfi
teploté 44 °C jiZ nebyl riist zaznamendan. Zjistili také, ze nizké kultivaéni teploty (12 a 4 °C)
vedly sice ke zpomaleni rlistu, jeho rychlost v§ak byla stabilni a bylo dosaZeno vysokych
koncentraci bun¢k (az 8,9 log CFU/ml) a to pii 4 °C. Schopnost rist pfi chladirenskych
teplotach umoziuje témto kmentm vyuzivat ziviny z takto uskladnénych masnych vyrobkt
(Cenci-Goga et al., 2020). Zastupci Leuconostoc mesenteroides totiz Casto zpusobuji kazeni

masnych vyrobki (Wang et al.., 2013).

Kmeny P. acidilactici byly zaznamendny ve spojeni s fermentovanymi potravinaiskymi
produkty rostlinného a zivo€isného plivodu. Tyto kmeny jsou charakterizovany jako mirni
termofilové s optimem 40 °C, pticemz nékteré z nich vykazuji schopnost rtstu 1 pti 50 °C
(Todorov et al., 2023). Totéz optimum uvadi i Papagianni a Anastasiadou, (2009).

Charakteristiku termotolerance a schopnosti riistu pii teplotach vyssich nez 50 °C zmiiuje
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i Bosma et al., (2017). Tu a kol. (2024) dokonce uvadi, ze zastupci rodu Pediococcus se
podileji na Daqu fermentaci, pfi niz prvni faze dosahuje teplot 60 — 65 °C, a ktera tedy
vyzaduje adaptaci na vysokeé teploty.

Ve studii Bosma a kol. (2017) vykazovalo celkové 10 ze 13 zkoumanych kment
P. acidilactici reprodukovatelny rist pfi teplotdich do 50 °C i kdyz se zacaly projevovat
rozdily mezi jednotlivymi kmeny v namétenych hodnotach OD jiz pti 45 °C, kdy né¢které
kmeny rostou znateln¢ htife nez jiné. Rust pti 37 °C byl u vSech 13 kment P. acidilactici

dobry. V této praci byl také pozorovan dobry rast pii 40 i pii 30 °C.

Zhang a kol. (2020) zkoumali vliv teploty kultivace na rist P. acidilactici PA204, ktery
byl kultivovan pfi teplotach 27, 32,37, 42,47 a 57 °C. Hodnota OD dosahla nejvyssi hodnoty
pti 37 °C, nésledovéna kultivaci pti 42 °C.

Collins a kol. (1989) uvad¢ji, ze Le. paracasei subsp. paracasei roste v rozmezi 10 az
40 °C, pticemz nekteré kmeny rostou pii 5 a 45 °C. Ve studii Di Biase a kol. (2022) u ¢tyt
kmenti Lc. paracasei (2 izolovany z lidskych vykald a 2 ze stolnich oliv) byla pfi kultivaci
v MRS zjisté€na optimalni teplota v rozmezi 33 °C az 36 °C. Jeden ze ¢tyt kment byl schopen
rastu pii 40 °C a vykazoval vyrazné vyS$$i hodnotu maximalni teploty ristu ve srovnani se
ttemi zbyvajicimi kmeny. V piipadé¢ kmene zkoumaného v této praci byl nejlepsi rast
zaznamenan prave pii 40 °C.

U tii dalSich kmenit Lc. paracasei izolovanych z kefirovych zrn a kultivovanych
v mléce bylo pozorovano zlepSeni riistu s rostouci teplotou. Rist kmenli byl zkouman pfi
teplotach 20, 30 a 37 °C. Dva kmeny vykazovaly pfijatelnou rychlost rlstu a acidifikace
i pii 20 °C, pticemz k dosazeni maximalniho ristu potiebovaly dvakrat delsi ¢as oproti
kultivaci pti 30a 37 °C. Bengoa a kol. (2023) podotykaji, ze v kinetice ristu mezi
jednotlivymi kmeny mohou byt rozdily.

V této préci byla pozorovana optimalni teplota rstu Lp. plantarum pti 30 °C s jistou
omezenou schopnosti rastu i pii 40 °C. Lp. plantarum je povazovan za mezofilni bakterii
schopnou rastu pii teplotach mezi 10 a 40 °C. Za optimalni teplotu pro Lp. plantarum se
bézné povazuje 30 °C, ale n€kolik vyzkumi uvadi 37 °C (Popova-Krumova et al., 2024).
Naptiklad kmen izolovany z tradi¢niho fermentovaného napoje Shalgam dosahoval o néco
lepsi rastové vlastnosti pii 37 °C, nez pii 30 °C (Yetiman et al., 2022). Taktéz Matej¢ekova
a kol. (2016) uvadi, ze optimalni teplota rGstu kmene Lp. plantarum izolované¢ho
z matefského mléka pfi kultivaci v UHT mléce je blizka 37 °C. Zaroven vykazoval dobré

rastové vlastnosti v teplotnim rozmezi od 8 do 40 °C. Pro tentyZ kmen byla pomoci modelu
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CTMI (Cardinal temperature model with inflection) vypoctena optimalni ristova teplota pro
kultivaci v MRS bujonu 36,6 °C a maximalni 41 °C. Pro kultivaci v mléce jsou vSak tyto
parametry mirn¢ odlisSné (Matejcekova et al., 2019).

Také kmen Lactiplantibacillus plantarum izolovany z fermentovanych kukufi¢nych
a sojovych odpadu pfti kultivaci v MRS vykazoval optimalni teplotu pii 37 °C (Nwachukwu
et al.,, 2019). Ko a kol. (2024) zjistili, ze kmen Lp. plantarum izolovany z kim¢i ma nejvyssi
OD pfi 30 °C, zato nejvyssi specificka riistova rychlost a nejkratsi lag faze byly pozorovany
pii 37 °C. Ve studii Zhou a kol. (2015) pozorovali méné odlisny rust pii 30 a 40 °C nez v této
praci. Také ale uvadéji, ze schopnost rlstu je vyraznéji snizena pfi teploté nizsi nez 25 °C.

Lt. sakei je spojovan zejména s prostiedim masa a masnych vyrobkti (McLeod et al.,
2008), s ¢cimz muiZe souviset také odolnost vii¢i nizkym teplotam, které se v soucasnosti
pouzivaji pro skladovani masnych vyrobki. Uvadéna optimalni teplota pro rlst Lt. sakei je
30 °C, coz odpovida vysledku této prace. Nicméné byl popsan jako blizce piibuzny
psychrotrofnim druhim (Latilactobacillus  curvatus, Latilactobacillus  fuchuensis
a Latilactobacillus graminis) (Zheng et al., 2020), jez jsou adaptovany na prostiedi masa,
tj. na nizkou teplotu skladovani pouZzivanou pro masné vyrobky (Zagorec a Champomeier-
Verges 2017). Lt. sakei je schopen rustu pii 4 °C, coz ukazuje, ze tento druh je schopen se
pfizptsobit nizkym teplotam. V této praci vSak rist pti 20 °C pozorovan nebyl. Nicméné
Marceau a kol. (2023) si vSimli, ze rychlost ristu a kone¢nd OD jsou u Lt. sakei negativné
ovlivnény suboptimalni teplotou. Schopnost vykazovat srovnatelné ristové parametry pii
5 °C s psychrotrofnimi BMK byla pozorovana ve studii Ko et al., (2024).

Sest kmenti Lt. sakei zkoumanych Montanari a kol. (2018) pochazejicich z riiznych
masnych vyrobk pii kultivaci v MRS rostlo pfi teplotach od 5 do 35 °C, ale zadny nebyl
schopen ristu pii 40 °C, coz se shoduje s pozorovanim v této praci. Mezi kmeny ve studii
Ko a kol. (2024) byla zna¢na variabilita v riistu, zejména pii niZSich teplotach. Nejlepsi
pramérné rustové vykony byly pozorovany mezi 25 a 35 °C. Naopak nejvyssi hodnoty
specifické rastové rychslosti (u max) byly zaznamenany pii 35 °C, respektive 30 °C.
Konkrétné u kmene izolovaného z kim¢i byla zjiSténa nejkratsi lag faze pti 30 °C, ackoliv
nejvyssi nartist byl zaznamenan pii 37 °C. Nicmén¢ Drosinos a kol. (2007) podotykaji, ze
nékteré kmeny izolované z fermentovanych masnych vyrobki z jizniho Recka byly schopny

rustui pii 45 °C, konkrétné se jednalo o 10 izolatt z celkovych 130.
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Calasso a Gobbetti (2011) uvadi, ze Lm. fermentum neni schopen rastu pfi 15 °C, avSak
je schopen rastu pti 45 °C. Zhao a kol. (2023) uvadi teplotni optimum pro tento druh
v rozmezi 30 az 45 °C, coz souhlasi se zjisténym optimem v této praci.

Napt. kmen Lm. fermentum izolovany =z indického fermentovaného mlécného
napoje pii kultivaci v MRS vykazoval optimalni rust pfi 30 °C a 37 °C, avSak dobry rtst byl
zaznamenan i pii 45 °C a 50 °C (Pakroo et al., 2022). Mandal a Mandal (2023) sledovali
kinetiku ristu kmene Lm. fermentum izolovaného z tvarohu v riznych médiich a zjistili
naopak, ze lag faze byla o 2 hodiny kratsi pti 28 °C nez 37 °C. Ve studii Bosma a kol. (2017)

kmen Lm. fermentum vykazoval reprodukovatelny rist pii kultivaci az do 48 °C.

Rahman a kol. (2018) kultivovali dva kmeny Lg. coryniformis subsp. torquensis
a Lg.coryniformis izolované ztlamouna nilského pfi tfech rGznych teplotich (27, 37
a 45 °C). Oba kmeny vykazovaly nejvyssi nartist pti 37 °C a nejslabsi pii 27 °C, pficemz
byly schopny rist ve vSech zkoumanych teplotach. Podle predikci Schoug a kol. (2008) je
za optimalni teplotu pro kmen Lg. coryniformis izolovany ze sildze povazovana 34 °C,
kdezto teplota 42 °C byla povazovana za teplotni stres a 26 °C za stres chladovy. Dle
vysledkl této prace se taktéz jednd o mezofilni bakterii s optimem rlstu kolem 30 °C,
zaroven vsak od predikei studie byl pozorovan relativné dobry rust i pii 20 °C.

Pti kultivaci tohoto druhu byla vyuzivana teplota 30 °C ve studiich Elvan Gezer et al.,
(2024) a Magnusson a Schniirer, (2001) nebo 37 °C ve studii Xu et al., (2023). Magnusson
a Schniirer (2001) zkoumali antimykotickou aktivitu u kmene Lg. coryniformis subsp.
coryniformis izolovaného ze silaze. Bunky byly inkubovany pfi teploté 25 a 30 °C v MRS
bujonu. Bylo zjiSténo, ze antimykoticka aktivita je maximalni pti 30 °C, pfi€emz se vSak
teplotné pftilis neliSila.

Kitahara a Suzuki (1963) uvadi, Ze vykazuje dobry rlst Sporolactobacillus inulinus
v rozmezi teplot 25 — 40 °C s optimem okolo 35°C. Pti 45 °C jiz rlst nebyl zaznamenan
a zaroven vykazuje slaby rtst pti 15 °C. Rast byl sledovan v GYP (glukéza, kvasni¢ny
extrakt a pepton) médiu. Vysledky této studie se shoduji s pozorovanim v této praci, zaroven
byl v8ak pozorovan dobry rust i pti 20 °C. Pti vyzkumu S. inulinus byl kultivovan i pfi
teplotach 37 °C v nasledujicich studiich (Bai et al., 2015; Bai et al., 2016; Huang et al.,
2007).
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10.2 Schopnost tvorby biofilmu

Sun a kol. (2020) uvadi, ze tvorba biofilmu je spiSe kmenové nezli druhové specificka.
V jejich studii zkoumali tvorbu biofilmu pievazné u zastupcti mlécnych tyCinek (diive
Lactobacillus) izolovanych z fermentovanych mlécnych potravin. Ve studii vykazovalo
z celkovych 79 izolat 27 silnou tvorbu biofilmu a pouze u 5 kmenti nebyla zaznamendna

zadna schopnost tvorby pti kultivaci v MRS pfti 37 °C po dobu 24 h.

10.2.1 Tvorba biofilmu u jednotlivych kmenu bakterii mlééného kvaseni

Aoudia a kol. (2016) pozorovali tvorbu biofilmu u 2 kmenl Lp. plantarum a 3 kmeni
Lm. fermentum izolovanych z lidskych zdroju a ze sbirky po 24hodinové kultivaci pii 30 °C
(Aoudia et al., 2016; Van den Nieuwboer et al., 2016). VSechny kmeny vykazovaly tvorbu
biofilmu, schopnost tvorby se vSak liSila v zdvislosti na kmeni. Nejvyraznéj$i tvorba
biofilmu byla pozorovana u kment Lp. plantarum (Aoudia et al., 2016). V této praci byla
pozorovana tvorba biofilmu az po 72 respektive 96 h hodinach kultivace, nicméné u obou
kment Lm. fermentum a Lp. plantarum schopnost tvorby biofilmu pozorovana byla.

V piipad€ S. inulinus byla ve standardnim MRS pozorovana nejvyraznéjsi tvorba
biofilmu, coz by mohlo souviset i s tim, ze disponuje bi¢iky (Kitahara a Suzuki, 1963). Pravé
povrchové struktury jako jsou bi¢iky posiluji pfichyceni bakterialnich bunék k povrchim
(Achinas et al., 2019), kdeZto nepohyblivé bakterie jsou pii adhezi k povrchu zavislé na

sedimentaci (Fernandez Ramirez et al., 2015).

Vyssi podil biofilm pozitivnich kmentt BMK pozorovali ve studii Goméz a kol. (2016).
Po 48 h kultivaci sledovali silnou tvorbu biofilmu u kmene Lt. sakei izolovaného ze salamu,
stejné tak 1 u kment Lt. curvatus €i Le. casei. Celkove z 8 zkoumanych zastupciit BMK bylo
7 z nich klasifikovano jako silni producenti biofilmu. M’hamed a kol. (2023) zaznamenali
silnou tvorbu biofilmu u kmene Lc. paracasei 1zolovaného z fermentovaného mlééného
vyrobku po 24h kultivaci. Landeta a kol. (2013) zkoumali tvorbu biofilmu u BMK
izolovanych z fermentovaného masného vyrobku, kdy byly izolaty kultivovany v MRS
s 0,25% ptidavkem glukozy pii 37 °C po dobu 24 h. Tvorbu biofilmu vykazoval jediny kmen
Lg. coryniformis a 9 kmenl z celkovych 20 Lt. sakei. Naopak tvorba biofilmu nebyla

detekovana ani u jednoho ze 4 kmenii Lp. plantarum a 2 kment Lc. paracasei.

Badel a kol. (2008) pozorovali pozitivni tvorbu biofilmu u Leuconostoc mesenteroides
subsp. mesenteroides a napiiklad Song a kol. (2011) pozorovali tvorbu biofilmu

u Pediococcus pentosaceus na borosilikatu pii kultivaci v MRS.
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10.2.2 Vliv riiznych podminek na tvorbu biofilmu

Tvorba biofilmu BMK nezavisi pouze na signaliza¢nich systémech, ale také na
hydrofobnosti povrchu bakterii a faktorech prostiedi, jako jsou napft. teplota, zdroj uhliku,
pH aionty kovti. Zdroj uhliku ma velky vliv na tvorbu biofilmu a souvisi s preferenci kmene.
Glukoza je zdrojem uhliku bé€zné pouzivanym pro kultivaci mléénych ty€inek a vétSina

z nich vykazuje nartst tvorby biofilmu s rostoucim mnozstvim glukoézy (Yao et al., 2025).

Buiiky biofilmu jsou odolné¢jsi nez planktonni builky. Nékteré druhy BMK maji
piirozeny sklon ke tvorbé biofilmi, avSak u nékterych muze byt tvorba biofilmu vyvoléna

stresem (Papadimitriou et al., 2016).

Fernandez-Raminez a kol. (2015) zaznamenali pozitivni vliv doby kultivace na
intenzitu obarveni biofilmu krystalovou violeti v rdmci jednotlivych kmeni, konkrétné
u 5 kmenta Lp. plantarum ze 7. Nejvyssi tvorba byla zaznamenana po 72 hodinach, tedy

nejdelS$im zkoumaném case.

Chen a kol. (2017) sledovali tvorbu biofilmu kmene Lp. plantarum a dvou kment Leuc.
citreum 1zolovanych z mlécného vyrobku. Ze zaznamenanych hodnot v Case 24, 36, 48, 60
a 72 hodin byla u vS§ech kmenti zaznamenéana nejniz$i adherence po 24 h. Nejvyssi adherence
byla detekovéna u vSech tii kmena po 48 h, u jednoho kmene Leuc. citreum byla jesté
zaznamenana obdobnd adherence 1 po 60 h, u ostatnich kmeni se jiz snizila. Trend snizovéani
se projevil 1 po 72h kultivaci. Obdobné 1 Rezaei a kol. (2021) zaznamenali nejvyssi tvorbu
biofilmu po 48 h kultivaci u sledovanych kmenl Lc. rhamnosus a Lp. plantarum a po 72h
kultivaci zaznamenali mirny pokles. Song a kol. (2011) zase sledovali tvorbu biofilmu
u kmene P. pentosaceus, kdy zjisténd tvorba biofilmu pomoci barveni krystalové violeti

s dobou kultivace nartistala, nicméné nartst po 36 a po 48 h se jiz pfili$ nelisil.

Optimalni teplota pro mikroorganismus je spojena se zvySenym piijmem Zivin
a aktivitou enzymil, coz obecn¢ vede k rychlé tvorbé biofilmu. Optimalni teploty vedou ke
zdravému rustu bakteridlnich populaci a naopak teploty, které se vzdaluji od optimalnich,
zpomaluji jejich rust (Garrett et al., 2008). Prestoze vliv teploty na vyvoj biofilmi, zejména
v prvni fazi tvorby, je hojné¢ zkouman, vliv teploty, kdy je biofilm jiz vytvofen, zlistava
nejednozna¢nym (Achinas et al., 2019).

Studie Achinas a kol. (2019) ukazuje, Ze bakterie maji pii niZSich teplotach (10 °C)
vetsi povrch ve srovnani s vysSimi teplotami (35 °C), coz néktefi pficitaji poctu riznych

povrchovych struktur, nebot’ napiiklad pocet bic¢ikli byva zavisly na teploté. Pfitomnost
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biciki a pili také posiluje adhezi bakterie na povrchy (Erkihun et al., 2024). V ptipadé
Sporolactobacillus inulinus schopného biciky tvofit (Kitahara a Suzuki, 1963) vsak vliv

teploty kultivace na tvorbu biofilmu pozorovan nebyl.

Fernandez-Raminez a kol. (2015) zkoumali vliv kultiva¢ni teploty na tvorbu biofilmt
u 6 izolath Lp. plantarum ze zkazenych potravin a kmene WCFS1. Se zvysujici teplotou
bylo barveni krystalovou violeti intenzivnéj§i u vétSiny kmenti, nejvySsich hodnot
u jednotlivych kment dosahovalo pii 30 potazmo 37 °C, oproti teplotam 20 a 25 °C. Byly
také pozorovany rozdily mezi jednotlivymi kmeny (Fernandez Ramirez et al., 2015). Chen
a kol. (2017) pozorovali u kmene Lp. plantarum a dvojice kment Leuc. citreum nejvyssi
tvorbu biofilmu pii 30 °C. Tvorba biofilmu pii 37 °C byla oproti 30 °C polovi¢ni az
ttetinova. Zaroven i pti nizSich kultivaénich teplotach (22 az 26 °C) kmeny vykazovali nizsi

tvorbu

Pozitivni efekt glukdzy zaznamenala studie Akoglu (2020), kterd zkoumala 4 kmeny
rodu Enterococcus a 2 kmeny rodu Lactococcus a jejich tvorbu biofilmu pii 0,5; 1,5; 2,5
pfidavku gluk6zy, a naopak nejsilné€jsi tvorba byla zaznamenéana pii 1,5% koncentraci.
Zaroven pii kontrole byla nejvyssi tvorba biofilmu v ptipadé E. lactis, avSak po pridavku
glukézy byl nejsilnéjSim producentem biofilmu E. faecalis. Muruzovi¢ a kol. (2018)
zjistovali vliv glukozy na tvorbu biofilmu u uréitych BMK izolovanych ze syra. Sledované
koncentrace 0,5; 1,5; 2,5 a 3,5 % byly porovnavany s kontrolou ristu. U kmene
Lm. fermentum byl pozorovan celkové pozitivni efekt pfidavku glukézy na tvorbu biofilmu.
Vibec nejvyssi efekt méla koncentrace 0,5 % a spolu s naristem koncentrace glukozy se
stimula¢ni uc¢inek snizoval. Obdobné¢ tvorbu biofilmu vykazoval 1 Lac. lactis, ktery mél
vysokou tvorbu biofilmu pii 0,5 1 1,5% koncentraci. V ptipad€ E. hirae byl zase pozorovan

negativni efekt ptidavku glukézy.

Naproti tomu Leeber a kol. (2007) uvadi, ze Lc. rhamnosus GG netvoii biofilm ve
standardnim médiu MRS, jakmile vSak byla z MRS média vynechana glukdza, pfedstavujici
hlavni zdroj uhliku, bylo moZné pozorovat tvorbu biofilmu. Biofilm potlacujici uc¢inek
glukozy byl potvrzen pfidanim glukézy do mTSB média (modifikovany bujon se séjovym
tryptonem), coz vedlo ke snizeni tvorby biofilmu, v némz se v ramci pozitivni kontroly

biofilm tvofril.

Urcan a kol. (2024) zase hodnotili efekt ptidavku glukézo-fruktéozového sirupu na

tvorbu biofilmu u kment Lm. plantarum, L. acidophilus a Aplilactobacillus kunkeei. U vSech
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tii kmenti bylo po pfidavku zaznamenan mirny nartist biomasy biofilmu oproti kontrole
v MRS. Nejvyssi tvorba biofilmu jak pti kontrolnich podminkach, tak po ptidavku sirupu

byla u kmene Lp. plantarum.

Podle Akoglu (2020) mél pridavek laktozy pozitivni efekt na tvorbu biofilmu u kmenti
rodi Enterococcus a Lactococcus. Tvorba biofilmu byla sledovana v M17 médiu
s koncentracemi laktézy 0,5; 1,5; 2,5 a 3,5 %. Optimélni koncentrace pro tvorbu biofilmu
byla odlisna v zavislosti na kmeni, naptiklad u Lac. lactis byla zaznamenéna nejvyssi tvorba
biofilmu pti 0,5% koncentraci a u E. faecalis byla srovnatelna tvorba pii 1,5; 2,51 3,5 %
laktézy. Stejné jako v ptipad¢ glukézy byl v médiu bez ptidavku laktdozy nejsiln€jSim
producentem biofilmu kmen E. lactis, avSak po ptidavku laktozy byl nejsilnégj$im
producentem E. faecalis. Muruzovi¢ a kol. (2018) také zkoumali vliv laktézy na kmeny
BMK izolovanych ze syra. Bylo vyuZito stejnych koncentraci jako v pfedchozi studii.
U Lm. fermentum byl pozorovan pozitivni vliv ptidavku laktézy na tvorbu biofilmu. Vibec
nejvyraznéjsi tvorba biofilmu byla pozorovéana pii 1,5 %. Obdobné tomu bylo u kmene
Lac. lactis. V ptipad€ E. hirae byl naopak zaznamenan inhibi¢ni ucinek laktézy na tvorbu

biofilmu, pfi¢emz pii 0,5 a 2,5 % koncentraci nebyla pozorovéana zadna tvorba biofilmu.

Aoudia a kol. (2016) zaznamenali u zkoumanych kmend Lp. plantarum
a Lm. fermentum 1,5 az 2krat vysSi tvorbu biofilmu v ptitomnosti 0,3 M NaCl nez
v kontrolnich podminkach bez stresu. Jeden z kment Lm. fermentum tvorbu biofilmu zvysil
mirnéji. Koncentrace 0,3 M NaCl (odpovida koncentraci pfiblizné€ 1,7 %) navic neovlivnila
rast zadného kmene v planktonnich podminkéach. Naproti tomu Leeber a kol. (2007)
pozorovali u kmene Lc. rhamnosus GG mirné sniZeni tvorby biofilmu pod vlivem 0,3 M

NacCl. Tvorba biofilmu vSak byla sledovéana v jinych médiich nez MRS.

Akoglu (2020) zjistila, ze studované koncentrace NaCl (4; 6,5 a 8 %) neovliviiovaly
nebo mély snizujici u€inek na tvorbu biofilmu u 4 kment rodu Enterococcus a 2 kmeni
Lactococcus izolovanych ze syra, s vyjimkou kmene Enterococcus faecium, kdy byl
pozorovan naopak pozitivni efekt soli. Se zvySujici se koncentraci soli se tvorba biofilmu
u E. lactis, ktery vykazoval nejvyssi tvorbu biofilmu, sniZzovala pfiblizné o 50 %. Konstatuje,
ze obecné sil nema pozitivni vliv na tvorbu biofilmu. Zaroven vsak ji testované koncentrace

byly ndsobné vyssi.

Muruzovi¢ a kol. (2018) sledovali schopnost tvorby biofilmu u druhi E. hirae,
Lac. lactis ssp. lactis a Lm. fermentum izolovanych ze syra ve stejnych koncentracich soli

jako v predchozi studii. Pfidavek kazdé ze tfi koncentraci NaCl mél stimula¢ni u€inek na
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tvorbu biofilmu u Lm. fermentum, viibec nejvyssi byla zaznamendana pii 4 %, kdy byla tvorba
biofilmu oproti kontrole prekrocena nékolikandsobné, pricemz nasledné byl pozorovan
urcity pokles stimulacniho efektu u vysSich koncentraci soli. U E. hirae byl pozorovan
pozitivni efekt soli na tvorbu biofilmu pouze pii 4% koncentraci, kdezto u Lac. lactis byla

nejvyssi tvorba biofilmu zaznamenana pti koncentraci 6,5 %.

Chen a kol. (2017) sledovali tvorbu biofilmu pii vybranych koncentracich soli mezi
6 az 284 mg/ml. Dva izolaty Leuconostoc citreum vykazovaly nejlepsi tvorbu biofilmu pii
koncentraci 12 mg/ml, kdezto kmen Lp. plantarum az pii 48 mg/ml. Pfi vysSich

koncentracich nez 48 mg/ml jiz kmeny svou tvorbu biofilmu snizovaly.

10.3 Antibioticka rezistence

Jasiak a Amund (2022) uvadi, ze u BMK izolovanych ze spontanné fermentovanych potravin
rostlinného piivodu byla zaznamenana rezistence vuci fad€ antibiotik z rGznych skupin.
Mezi tyto skupiny patii aminoglykosidy (gentamicin, kanamycin, neomycin, streptomycin),
cefalosporiny (cefuroxim, cefotaxim, cefoxitin), chinolony, fenikoly (chloramfenikol),
makrolidy (erytromycin), glykopeptidy (vankomycin, teikoplanin), linkosamidy
(klindamycin), peniciliny, rifamyciny a tetracykliny (Jasiak a Amund, 2022). Naptiklad Gad
akol. (2014) zjistili u celkem 138 izolatd mlé¢nych tycinek Castou rezistenci na vankomycin
(u 40,6 %) a streptomycin (u 17,4 %). Jednim z nejcastéji detekovanych gent antibiotické
rezistence u BMK je erm(B) proptjcujici rezistenci k erytromycinu.

Na zacatek je dobré upozornit, ze ackoli jsou k dispozici dobie zavedené standardni
postupy a mezni hodnoty pro testovani citlivosti bakterii s klinickym vyznamem, jsou
nedostate¢né validované nebo nevhodné pro testovani citlivosti nepatogennich bakterii, jako
jsou neenterokokové BMK. V disledku toho byla popsana Siroka skala technik pro testovani
citlivosti téchto bakterii in vitro. Vzhledem k riznym pouzitym podminkdm testovani (napft.
metodiky, zakladni média, teplota, ¢as a atmosféra) je srovnatelnost i interpretace vysledkt

pro detekci rezistence v riznych studiich omezena (Mayrhofer et al., 2008).

Mlécné tycCinky (diive Lactobacillus), jsou na B-laktamy obecné citlivé (Anisimova et
al., 2022), ve vétsi mife na piperacilin a inhibitory B-laktaméz, ale jiz méné na nékteré
cefalosporiny, jako je cefoxitin (Ammor et al., 2007b). V ptipadé piperacilinu/tazobaktamu
byla ve studii Salminem a kol. (2006) pozorovana u krevnich klinickych izolati

Lc. rhamnosus, Lm. fermentum a Lc. casei citlivost. Stejné tak v této praci byla pozorovéana
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citlivost vici tomuto antibiotiku vSech kmenl vyjimaje Leuc. mesenteroides subsp.

mesenteroides, jenz byl vyhodnocen jako stfedné citlivy.

Herreos a kol. (2005) difazni diskovou metodou taktéz zjistili, Ze jimi izolované kmeny
Leuc. mesenteroides, Lp. plantarum, Lv. brevis a Lc. casei byly rezistentni na cefoxitin.
Rokon-Uz-Zaman a kol. (2023) zjistili, ze 62,9 % zastupci laktobacili pochazejicich
z probiotickych produkti uréenych pro driibez vykazuje rezistenci na cefuroxim a mén¢ nez
40 % na cefoxitin. Co se tyCe genu pro PB-laktamazy, identifikovali gen blaTEM ve
2 izolatech z celkovych 35 laktobacili. Zarovenn v jednom izolatu identifikovali gen
blaCTX-M-1 a blaCTX-M-2. Ani u jednoto izolatu nebyl detekovan gen blaSHV. Ve studii
Floris a kol. (2025) byl detekovan gen blaTEM u &asti izolath Lc. paracasei a Lt. curvatus
zmléénych vyrobkll. V porovnani s fenotypovou rezistenci vSak nebyla prok4zéana
shodnost. Na rozdil od téchto studii nebyl v rdmci této prace detekovan gen pro Zadnou ze

sledovanych B-laktamaz TEM, SHV a CTX-M.

Na rozdil od vysledka této prace, Sharma a kol. (2016) vyhodnotili z celkovych
30 izolatd laktobacilit pouze jediny jako rezistentni vici cefuroximu s inhibi¢ni zédnou
11 mm v ptipadé L. acidophilus. U ostatnich se velikost inhibi¢ni zény pohybovala
v rozmezi 19 az 40 mm, a to za vyuziti stejné koncentrace (30 pg/ disk). Laktobacily byly
izolovany z komercnich probiotickych produktd a byly identifikovany jako Lp. plantarum,
Lc. rhamnosus, L. acidophilus a Lm. fermentum. Obdobné niz§i zastoupeni rezistentnich
kment viici cefuroximu pozorovali Gad a kol. (2014), kdy ze 138 izolati mlé¢nych tyc¢inek

bylo rezistentnich pouze 7,2 %.

Rifampicin je Sirokospektré antibiotikum, které inhibuje funkci RNA polymerazy
u bakterii. Jiz difive bylo experimentdlné zjiSténo, Ze mutace v genu rpoB kodujicim
B- podjednotku RNA polymerazy je zodpovédna za rezistenci k rifampicinu u dvou kment
BMK, konkrétné u Leuc. mesenteroides ATCC 8293 (kmen testovany v této praci jako CCM
1803. Pravé u tohoto kmene, ktery je zkouman 1 v této praci byla pozorovana stiedni

ciltivost.

Podle Flérez a kol. (2016) zadny z 18 kmenli Leuc. mesenteroides nevykazoval
rezistenci na rifampicin. Nicmén¢ za rezistentni by bylo podle nich mozné povazovat tfi jimi
zkoumané kmeny (2 kmeny Leuc. citreum a Lac. lactis). U pediokoktt Akpmar Kankaya
a Tuncer (2020) pti diskovém difuznim testu zjistili, Ze polovina zkoumanych izolath
P. acidilactici z potravin zivocisného piivodu jsou k rifampicinu citlivé. V této praci byl

kmen P. acidilactici CCM 4577 klasifikovan jako stiedné citlivy. U vétSiny testovanych
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kment vSak byla rovnéz prokdzana citlivost. Gad a kol. (2014) uvadi, ze z celkovych
138 izolath mlécnych tyCinek (diive Lactobacillus) vykazovalo rezistenci 11,6 %.

Odpovidajici podil rezistentnich kment byl zjistén 1 v této praci.

Naopak urcitou rezistenci u BMK zaznamenali Herreros a kol. (2005), kdy vykazoval
rezistenci vzdy 1 z celkovych 2 kmenl Leuc. mesenteroides, Lp. plantarum a Lc. casei.
Rezistenci k rifampicinu zaznamenali Landeta a kol. (2013), kdy vSechny 4 kmeny
Lp. plantarum a 6 zcelkem 20 kment Lt sakei vykazovali rezistenci. Oba izolaty

Lc. paracasei a Lg. coryniformis byly citlive.

Mechanismus pasobeni chloramfenikolu spociva v blokaci proteosyntézy (Dec et al.,
2017). Anisimova a Yarullina (2019) uvadéji, Ze laktobacily jsou obecné¢ na inhibitory
proteosyntézy citlivé (Anisimova a Yarullina, 2019), coz bylo pozorovano v této praci, kdy

vSech 9 testovanych kment bylo citlivych.

Citlivost u vSech kment ziskanych z probiotickych preparatt, 12 Lp. plantarum
a 3 Lc. paracasei prokazali 1 ve studii Anisimova et al., (2022). Rovnéz Stefanska a kol.
(2021) zjistili u sbirkovych BMK i BMK izolovanych z fermentovaného ovoce a zeleniny
a z probiotickych napojt, ze vSech 26 kmenl Lp. plantarum, 7 kmeni Lm. fermentum
a jediny P. acidilactici jsou ke chloramfenikolu citlivi a v§ech 18 kment Pediococcus ve
studii Akpinar Kankaya a Tuncer (2020) bylo citlivych. Naproti tomu Tammerman a kol.
(2003) pozorovali u 38 % kmenl P. acidilactici rezistenci, zarovenl vSak také citlivost

u vsech 6 kmentl Lp. plantarum a 17 L. johnsonii.

Campedelli a kol. (2016) zjistili, Ze z celkovych 182 testovanych kment laktobacil
bylo rezistentnich 49 %. Ackoliv ve studii Gad a kol (2014), kdy bylo testovano celkem
138 izolatd laktobacilli, vykazovalo rezistenci vici tomuto antibiotiku pouze 3,6 % izolati.
Zastupci rodu Leuconostoc jsou taktéZ obecné povazovani za citlivi ke chloramfenikolu
(Salvetti et al., 2021), ackoliv naptiklad El Issaoui a kol. (2021) prokazali rezistenci ke

chloramfenikolu u Leuc. mesenteroides izolovaného ze stolnich oliv.

Vyssi podil rezistence uvadéji Florez a kol. (2016), jez u 32 kmena Leuconostoc
izolovanych z mléénych vyrobkl zjistili rezistenci. Rovnéz upozornuji, ze ptedchozi
vysledky uvadély, ze vétSina druhii Leuconostoc je k tomuto antibiotiku citliva, protoze
navrhovany mikrobiologicky breakpoint byl vyssi. Herreros a kol. (2005) zase metodou
diskové difuze zjistili rezistenci u obou kmeni Leuc. mesenteroides, nikoliv vSak

u Lp. plantarum.
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VétSina laktobacili je vnitiné rezistentni k aminoglykosidim (gentamicinu,
kanamycinu, streptomycinu a neomycinu) (Campedelli et al., 2019). Aminoglykosidy maji
Siroké spektrum tc¢inku, nicméné bakterialni absorpce aminoglykosidl je u grampozitivnich
kvili nizkému membranovému potencidlu. Tento jev vysvétluje pfirozenou rezistenci
k nizkym koncentracim téchto antibiotik. BMK zbavené jakékoliv ziskané rezistence vSak

mohou byt usmrceny zvySenymi ddvkami (Jaimee a Halami, 2016).

Aminoglykosidy jsou antibiotika, ktera narusuji syntézu proteinti tim, Ze se vazou na
akceptorové misto (A) umisténé na 16 S rRNA ribozomalni podjednotky 30 S, coz vede
k zablokovani translace (Colautti et al., 2022). Rezistence k aminoglykosidim je
vysvétlovana jako dusledek zhorSeného transportu nebo mutaci metyltransferazy nebo
enzymatické inaktivace. Pravé enzymatickd inaktivace zprostfedkovdna AME (Jaimee
a Halami, 2016) (animoglykosid-modifikujicimi enzymy (Degtyareva et al., 2017)) je
obecné spojena s BMK. AME jsou obvykle kddovany plazmidy nebo neseny transpozony
a insercnimi sekvencemi (Jaimee a Halami, 2016). Tato skupina enzyml zahrnuje
aminoglykosidové acetyltransferdzy, nukleotidyltransferazy a fosfotransferazy, které
katalyzuji modifikaci na hydroxylovych nebo aminovych funkénich skupinach

aminoglykosidl, ¢imZ znemoznuji vazat se na ribozomalni cil (Degtyareva et al., 2017).

Stefanska a kol. (2021) zkoumali antibiotickou rezistenci u sbirkovych BMK 1 BMK
izolovanych z fermentovaného ovoce a zeleniny a z probiotickych napojti. VSech 26 kment
Lp. plantarum bylo takéz citlivych na gentamycin a vSech 7 kmenl Lm. fermentum bylo
citlivych jak ke gentamycinu, tak ke streptomycinu. Naproti tomu jediny izolat
P. acidilactici vykazoval ke streptomycinu rezistenci, rovnéz vsak citlivost ke gentamycinu.
Vysokou citlivost ke gentamycinu a o néco niZsi citlivost ke streptomycinu pozorovali i Ojha
a kol. (2023), ktefi testovali fenotypovou rezistenci pomoci E testu na BMK izolovanych
z raznych potravin. VSech 7 kment Lm. fermentum a jediny izolat Lp. plantarum byli citlivi

na gentamycin, kdezto na streptomycin byly citlivé pouze 2 kmeny Lm. fermentum.

Vysokou citlivost ke streptomycinu a gentamycinu pozorovali Florez a kol. (2016), kdy
u vSech 32 izolati Leuconostoc prokazali citlivost ke gentamycinu. V piipadé streptomycinu
vykazoval rezistenci pouze 1 kmen Leuc. mesenteroides. U izolath laktobacilii z komer¢nich
probiotickych produktti, startérovych kultur a kandidati na probiotika Rozman a kol. (2020)
zjistili citlivost ke gentamycinu i streptomycinu u kment Lc. casei, Lm. fermentum, Lt. sakei

a dvou Lc. paracasei. Na rozdil od vysledkl této prace Rahman a kol. (2018) u kmene
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Lg. coryniformis nepozorovali Zadnou inhibi¢ni zénu u streptomycinu, zaroven vsak jimi

pouzita koncentrace byla nizsi (10 pg/disk).

Akpimnar Kankaya a Tuncer (2020) uvadéji, Zze vSech 18 zkoumanych kment
P. pentosaceus a acidilactici izolovanych z potravin zivocisného ptvodu jsou citlivi viici
gentamycinu a streptomycinu. Gen aadE nebyl nalezen v Zadném izolatu Pediococcus. Ve
studii Shin a kol. (2023) taktéz nebyl detekovan gen aadE u jediného z 57 zastupcti mlé¢nych
tyCinek izolovanych z probiotickych produkti. Anisimova a Yarullina (2019) detekovali
tentyz gen u 3 izolath Lp. plantarum z celkovych 20 zkoumanych mlécnych tycinek.
Zaroven byla u vétSiny z nich pozorovéana fenotypova rezistence.Ve studii Wang a kol.
(2019) nebyl detekovan gen aadB u zadného z 9 izolatd Sc. thermophilus a L. bulgaricus
pfestoZze prevazoval gentamycin rezistentni fenotyp. V této praci vSak byly detekovan gen

aadB u dvou kmenu.

Rezistence na vankomycin patifi k vnitinim rezistencim (Goldstein et al., 2015).
Rezistence nékterych laktobacilii k vankomycinu je pomérné dobie charakterizovanou
vnitini rezistenci (Gueimonde et al., 2013). Vankomycin je na BMK net¢inny vzhledem ke
slabé vazbé na jejich bunééné stény (Selim, 2021). Vankomycin se b&zné vaZze na
D-alanin/D-alaninovy konec pentapeptidu, ¢imz zabranuje polymerizaci prekurzort
peptidoglykanu. U nékterych BMK je vSak D-alaninovy zbytek v muramyl-pentapeptidu
nahrazen D-laktatem nebo D-serinem (Gueimonde et al., 2013), coz vyrazné snizuje afinitu
vankomycinu k této struktufe (Van Pijkeren, 2012), a proto se stavaji vuci antibiotiku

rezistentni (Gueimonde et al., 2013).

Vysledky studii se shoduji s vysledky této prace, kdy napt. Herreos a kol. (2005) difuzni
diskovou metodou zjisti, Ze jimi izolované kmeny Leuc. mesenteroides a Lp. plantarum jsou
rezistentni na vankomycin. TaktéZ Duche a kol. (2023) zjistili fenotypovou rezistenci
u vSech 28 kmenu laktobacill (Lc. casei, Lp. paracasei, Lv. brevis, Lp. plantarum,
Lp. pentosus) izolovanych z potravin 1 lidskych zdroji. Rovnéz Tammerman a kol. (2003)
zaznamenali u vSech 8 izolati P. acidilactici a 6 Lp. plantarum rezistenci k tomuto 1é¢ivu.
Ojha a kol. (2023) pozorovali u celkem 7 izolath Lm. fermentum zriznych potravin
rezistenci k vankomycinu. Georgieva a kol. (2014) pozorovali rezistenci k vankomycinu
u kmemu Lp. plantarum, Lc. rhamnosus, Lc. paracasei, Lm. fermentum a Lv. brevis
izolovanych z riznych potravin. Landeta a kol. (2013) zkoumali diskovou diftzi rezistenci
u BMK izolovanych z fermentovaného masného saldmu. U vSech 20 kment Lt sakei,

4 Lp. plantarum, 2 Lc. paracasei a jednoho Lg. coryniformis byla pozorovéana rezistence.
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Taktéz u zastupcl rodu Leuconostoc, Florez a kol. (2016) zjistili, ze vSech 32 kmeni

izolovanych z mléénych vyrobki je rezistentnich.

V této praci byl detekovan gen van kodujici vankomycin rezistentni protein u jednoho
kmene. Ve studii Wang a kol. (2019) byl detekovan u 11, 1 % izolath Sc. thermophilus
a L. bulgaricus izolovanych z mlénych vyrobka. V piipadé jednoho z van pozitivnich byla

prokazéana i fenotypova rezistence.

Pti detekci dalSich genli van byla u Pediococcus pentosaceus a P. acidilactici
izolovanych zraznych potravin zZivoc¢isSného plvodu byla zjiSténa rezistence
u 17 z celkovych 18 izolatl, a zaroven u izolath P. acidilactici, nebyly detekovany zadné ze
sledovanych gent (vand, vanB, vanCl, vanC2, vanC3, vanD, vanE, vanG). Geny vankE,
vanC1 a vanC2 v8ak byly detekovany u n€kolika kment P. pentosaceus (Akpinar Kankaya
a Tuncer, 2020). Anisimova a Yarullina (2019) zjistili, ze vSechny 4 kmeny Lm. fermentum
byly rezistentni k vankomycinu a z 12 kment Lp. plantarum byl pouze jeden citlivy.

Zaroven byl u vétSiny testovanych kmenta detekovan gen vanX.

Klindamycin je taktéz antibiotikum inhibujici proteosyntézu (Colautti et al., 2022).
Interaguje s peptidyl transferdzovym centrem (PTC) ve vystupnim tunelu (nascent peptide
exit tunnel) bakteridlniho ribozomu. V tomto misté narusuje spravnou orientaci tRNA, ¢imz
inhibuje tvorbu peptidové vazby a stericky blokuje postup vznikajiciho peptidu. Makrolidy,
jejichz vazebné misto v ribozomu se piekryva s mistem klindamycinu, stejné jako
u nékterych sloucenin tfidy tetracyklinli, se vdZou na zacatek vystupniho tunelu pro
syntetizovany peptid ribozomalni podjednotky 50S v blizkosti PTC a sdileji stejny

mechanismus inhibice syntézy proteintl, a to i pres strukturni rozdily (Armillei et al., 2024).

Ve studii Campedelli a kol. (2019) bylo zkoumano 182 kmenti laktobacilti z riznych
sbirek z nichz 13 vykazovalo ke klindamycinu rezistenci. Vyskyt rezistence u laktobacill je
tak povazovan za nizky. Stefanska a kol. (2021) prokazali rezistenci ke klindamycinu pouze
u 1 z celkovych 26 izolath Lp. plantarum. U tohoto kmene byl zaroven detekovan gen emrB,
ackoliv k erytromycinu vykazoval citlivost. VSech 7 izolath Lm. fermentum a jediny izolat
P. acidilactici vykazovali citlivost ke klindamycinu. Rodriguez-Alonso a kol. (2009)
testovali diskovou difizni metodou 19 kment laktobacili a 22 kmenl leukonostok
izolovanych ze syra, pfi¢emz vSechny byly citlivé vii¢i tomuto antibiotiku. Také v této praci
byla zjisténa citlivost u vSech testovanych kment. Citlivost byla pozorovdna i u Rozman
a kol. (2020), kde byly testovany probiotické kmeny ¢i kandidatské kmeny na probiotika.
Kmeny Lm. fermentum, Lt. sakei a dva kmeny Lc. paracasei byly citlivé. Jeden ze



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 105

zkoumanych kment, L. gasseri vSak vykazoval rezistenci ke klindamycinu pii stanoveni

MIC mikrodilu¢ni metodou.

Jistou rezistenci k tomuto antibiotiku zaznamenali Landeta a kol. (2013) v piipadé
3 z celkovych 4 kment Lc. plantarum a 3 kment z celkovych 20 Lt. sakei izolovanych
z fermentovaného masného vyrobku. Zaroven byla pozorovana citlivost u izolatu

Lg. coryniformis a 2 izolati Lc. paracasei.

Makrolidy mezi néz patii erytromycin (Vazquez-Laslop a Mankin, 2018), maji Siroké
spektrum antimikrobialni aktivity (Wasko et al., 2012). Antibiotika z této skupiny mayji
obdobné cilové misto jako antibiotika ze skupiny linkosamidt (Véazquez-Laslop a Mankin,
2018), coz mize mit za nasledek vznik tzv. makrolid-linkosamid-streptogramin
rezistentnimu fenotypu (MLS). Pravé MLS fenotyp u laktobacilii je casto spojovana
s ptitomnosti gent erm (Wasko et al., 2012) (erytromycin ribosome methylase) (Colautti et

al., 2022).

Vsech 31 leukonostokd zkoumanych Florez a kol. (2016) bylo citlivych s vyjimkou
jednoho kmene Leuc. mesenteroides ssp. dextranicum, ktery ukézal rezistenci k vysokému
mnozstvi tohoto antibiotika a rovnéz byl u néj detekovéan gen emrB. Mezi BMK je tento gen
nejrozsifenéjSim genem propljcujicim rezistenci k erytromycinu. VSechny zkoumané
kmeny taktéz vykazovaly citlivost ke klindamycinu, opét s vyjimkou vySe zminéného kmene
Leuc. mesenteroides. Naptiklad ale ve studii El Issaoui a kol. (2021) u Leuc. mesenteroides,
izolovaného ze stolnich oliv vykazujici rezistenci k tomuto antibiotiku, gen ermB prokéazan

nebyl.

Stefanska a kol. (2021) ve vSech 26 izolatech Lp. plantarum, 7 izolatech Lm. fermentum
a jediném 1izolatu P. acidilactici prokazali citlivost k erytromycinu. V piipadé¢ rodu
Pediococcus, Akpinar Kankaya a Tuncer (2020) taktéz zjistili, Ze vSechny zkoumané izolaty
P. pentosaceus a acidilactici jsou citlivé a zaroveil u nich nebyl detekovan gen ermB.
Sukmarini a kol. (2014) detekovali v jednom z 5 izolath Lp. plantarum gen emrB, avSak
v zadném z izolath Lm. fermentum a P. acidilactici. V této praci nebyl tento gen detekovan

u zadného testovaného kmene.

Podobné vysledky pozorovali Anisimova a kol. (2022). Citlivych bylo 10 z 12 kmenti
Lp. plantarum, pticemz zbylé kmeny klasifikovali jako stfedné rezistentni. Citlivost
pozorovali také u vSech 3 kment Lc. paracasei Pti zkoumani pfitomnosti genil rezistence

nebyl detekovan ermB. Taktéz Rozman a kol. (2020) zaznamenali citlivost kmend,
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Lm. fermentum, Lt. sakei a dvou kmenti Lc. paracasei citlivost k erytromycinu, stejné tak
ve zbytku dalSich zastupci laktobacilii. Landeta a kol. (2013) prokazali u celkem 17 z 20
kmenti Lt. sakei citlivost, piicemz zbyvajici klasifikovali jako stfedn¢ rezistentni. Taktéz

4 kmeny Lp. plantarum, 2 kmeny Lc. paracasei a kmen Lg. coryniformis byly citlivé.

Naproti tomu Ojha a kol. (2023) zjistili u 6 z celkovych 7 izolath Lm. fermentum
k erytromycinu rezistenci a taktéz Tammerman a kol. (2003) zjistili u 33 % izolath

Lp. plantarum rezistenci.

Nitrofurantoin vykazuje dlouhodobou odolnost proti bakteridlni rezistenci, diky
multifaktoridlnimu mechanismu tc¢inku. Jeho aktivita vyzaduje redukci nitroskupiny v jeho
molekularni struktufe bakteridlnimi nitroreduktazami po pfijeti do bunky, ¢imz vznikaji
reaktivni meziprodukty, které cili na fadu Zivotné ditlezitych metabolickych procesi, jako je
syntéza proteinii, DNA a RNA. Tyto multifaktorialni ucinky zptsobuji, ze vyvoj rezistence
je velmi slozity, protoze k soucasnému pirekonani kazdého skodlivého ucinku jsou nutné

zmény (prostiednictvim mutaci) vice mechanismu (Kettlewell et al., 2024).

Zdarta a Kaczorek (2023) podotykaji, ze tidaje o rezistenci BMK vii¢i nitrofuranovym
antibiotikiim nejsou jednoznacné a Ze piesny mechanismus rezistence BMK k nitrofuraniim

zustava neznamy (Zdarta a Kaczorek, 2023).

Vysledky studii citlivosti k nitrofurantoinu se pomérné 1i8i. Naptiklad Singhal a kol.
(2020) testovali diskovou difuzni metodou na MRS 29 kment laktobacilii izolovanych
zvagin, mezi nimiz byly i1 druhy Lc. paracasei, Lt. curvatus, Lm. fermentum

a Lp. paraplantarum. Vsechny izolaty byly vyhodnoceny jako citlivé.

Naproti tomu ve studii od Herreros a kol. (2005) byly testovany BMK i1zolované
z ov¢iho syra diskovou difizni metodou a to celkem 2 kmeny Leuc. mesenteroides,
2 Lp. plantarum, 2 Lv. brevis a 3 Lc. casei. VSechny tyto izolaty vykazovaly na
nitrofurantoin rezistenci. Danielsen a Wind (2003) zkoumali sbirkové kmeny laktobacilti
pomoci E testu. Mezi kmeny stejného druhu pozorovali rtizné urovné citlivosti
k nitrofurantoinu. Rovnéz pfii testovani rezistence k nitrofurantoinu zaznamenali jednotlivé
(bodové) kolonie pfitomné v inhibi¢ni zo6né&, a predpoklada se, Ze se jednalo o rezistentni
mutanty. Podil kmentli bez z inhibi¢ni zény odpovidal studii Sharma a kol. (2016), ktefi
nepozorovali Zadnou zonu inhibice u 5 zcelkovych 18 kment, jednalo se o druhy

L. acidophilus, Lc. rhamnosus a Lp. plantarum. Zaroven vSak podil citlivych kment byl
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vy$si, nebot’ u zbyvajicich kmeni se velikost zony pohybovala mezi 18 az 40 mm. Testovana

koncentrace antibiotika byla stejn4, jako v této praci.

V piipadé¢ pediokoki Akpinar Kankaya a Tuncer (2020) pii diskovém difuznim testu
zjistili, Ze pocCty rezistentnich a citlivych izolath Pediococcus pentosaceus a acidilactici

(celkem 18) jsou vyrovnané.

Niz$i podil rezistence pozorovali Akpmar Kankaya a Tuncer (2020) u celkovych
18 kmenti Pediococcus, pochéazejicich z potravin zZivoc¢isného ptivodu, prokazali diskovou
diftzni metodou u 12 kment citlivost a u 2 kment rezistenci viici doxycyklinu, u 4 kment
byla resistence klasifikovana jako intermedialni, kdezto v této praci bylo u jediného zastupce
P. acidilactici zjisténa rezistence. Sharma a kol. (2016) ve své studii testovali 30 izolatd
laktobacilt z komer¢nich probiotickych produktii pomoci diskové difuzni metody. VSech
30 izolatd vyhodnotili jako citlivé k doxycyklinu, pfiCemz primér zony se pohyboval
v rozmezi 20 az 40 mm, zatimco v této praci se pohybovali mezi 14 az 32,5 mm. Pouzita
koncentrace byla tataz, ale prahova hodnota pro rezistenci byla < 14 mm, na rozdil od mnou

pouzité (< 20 mm) ze studie (Maaland et al., 2013).

Dec a kol. (2017) si v8imli, ze 74 % laktobacili vykazovalo rezistenci k doxycyklinu
a soucasné i tetracyklinu, coz indikuje zkfiZzenou rezistenci k antibiotikim patiicim do

stejnych chemickych skupin.

V této praci nebyly detekovany geny tetK a tetL u zadného z testovanych kmenti. Nizky
¢1 za4dny vyskyt tohoto genu potvrzuji 1 studie Anisimova a kol. (2022) u jednoho kmene
Le. paracasei (z celkové 19 izolath laktobacilll) detekovali gen fetK, kodujici efluxni pumpy
na tetracyklin, nicmén¢ tento kmen nevykazoval k tetracyklinu fenotypovou rezistenci. Ve
studii Akpmar Kankaya a Tuncer (2020) u Zadného z péti izolath Pediococcus, které byly
sttedné rezistentni k tetracyklinu, nebyly identifikovany geny rezistence tetL ¢i tetK. Ve
studii Shin a kol. (2023) také u zddného z 57 mlécnych ty€inek izolovanych z probiotickych
produkti nebyly detekovany geny tetK a tetl, piestoze nckteré kmeny vykazovali
fenotypovou rezistenci vici tetracyklinu. Nicméné ve studii Floris a kol. (2025) byly u ¢asti
izolath Lp. plantarum, Leuc. mesenteroides a Leuc. pseudomesenteroides gen tetK

detekovan. Shoda mezi fenotypovou a genotypovou rezistenci v§ak byla minimalni.
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ZAVER
U vybranych zastupct bakterii mlé¢ného kvaSeni byly zkoumany celkem tfi vlastnosti, které

mohou ovliviiovat jejich chovani v potravinach, a to rast pii tiech riznych teplotach, tvorba

biofilmu v zavislosti na danych podminkach a antibioticka rezistence.

Dle vysledkii této prace se 1ze domnivat, Ze vSechny zkoumané kmeny jsou mezofilni,
pricemz vétSina vykazuje dobry rust pii teplotach 30 a 40 °C. Zaroven vSak nékteré¢ kmeny
vykazovaly dobry rtast pouze pii 30 °C a vpfipadé Leuc. mesenteroides subsp.
mesenteroides CCM 1803 se jednalo o rust dokonce ve 20 a 30 °C. Odlisnosti mezi
jednotlivymi kmeny byly pozorovany i ve schopnosti tvorby biofilmu. Ctyfi kmeny alespoil
v urcité fazi kultivace biofilm tvofily za v§ech zkoumanych podminek, kdeZto u dalSich dvou
zastupcil se jednalo o tvorbu podminénou. V piipadé vySe zminéného leukonostoka se
jednalo o pozitivni vliv teploty a Lt. sakei CCM 4302 zase k tvorbé biofilmu vyzadoval
obohaceni média. VSem kmentim byla spole¢nd rezistence na vybrané cefalosporiny
a vankomycin a rovnéZ citlivost ke streptomycinu, gentamycinu, klindamycinu
a chloramfenikolu. U kmene Lt. sakei CCM 4302 byl detekovan gen van, zodpovédny za
rezistenci k vankomycinu, a u Lg. coryniformis CCM 4618 a Leuc. mesenteroides subsp.

dextranicum CCM 2085 byl detekovan gen aadB, kodujici rezistenci ke gentamycinu.

Pfinos této prace, je také ve vyvstani dalSich otazek: Pro¢ Leuc. mesenteroides subsp.
mesenteroides CCM 1803 favorizuje jinou teplotu pro rist a jinou pro tvorbu biofilmu? Pro¢
jsou Lg. coryniformis CCM 4618 a Leuc. mesenteroides subsp. dextranicum CCM 2085
fetotypové citlivi ke gentamycinu, ackoliv u nich byl detekovan gen aadB zajistujici
rezistenci vuci této latce? NaraZi se zde na néjaké metodické chyby s ohledem na
nesjednocené testovani antibiotické rezistence diskovou difuzi pro tuto skupinu bakterii?
Mohlo tedy dojit k chybnému vyhodnoceni? Anebo je ten gen nefunk¢ni...ma mutaci?
Poskozeny promotor? Jiny kodon usage? A co bicikaty Sporolactobacillus? Byl teplotni
rozdil 37 a 30 °C pfili§ maly na to, aby se projevila pfipadna zména poctu bi¢ikii? Anebo jej
biciky pti tvorbé biofilmu pfili§ neovlivituji? A ¢im to vlastné je, Ze kmeny na jiné podminky

reaguji pii tvorbé biofilmu jinak?
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

A
Asos
aw
AME

BMK

CCM
CFU
CLSI
CRAB
CRISPR-Cas
CTMI
Ccv

dn

DNA

dt

E.

EFSA
EPS
EUCAST
FDA
FMV
FISH

G

adenin

absorbance

aktivita vody

aminoglykosid-modifikujici enzymy
bakterie mlééného kvaSeni

para bazi

cytosin

Ceska sbirka mikroorganismi

kolonie tvofici jednotka

Institut pro klinické a laboratorni standardy

karpabenem rezistentni Acinetobacter baumannii

klastry kratkych pravidelné rozmisténych palindromickych repetic

kardinalni teplotni model s inflexi
cutoff value (mezni hodnota)

zména poctu bunék

deoxyribonukleova kyselina

zmeéna ¢asu

Enterococcus

Evropsky ufad pro bezpecnost potravin
extracelularni polymerni latky
Evropsky vybor pro testovani antimikrobidlni citlivosti
Utad pro kontrolu potravin a lé¢iv USA
fermentované masné vyrobky

fluorescen¢ni in situ hybridizace

guanin
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GRAS vSeobecné povazovan za bezpecny

GYP médium s glukézou, kvasniénym extraktem a peptonem
IS inser¢ni sekvence

L. Lactobacillus

Lac. Lactococcus

Le. Lacticaseibacillus

Leuc. Leuconostoc

Lg. Loigolactobacillus

Lm. Limosilactobacillus

Lp. Lactiplantibacillus

LPSN Seznam ndzvi stavajici nomenklatury prokaryot
Lt. Latilactobacillus

Lv. Levilactobacillus

M mol/l

M17 rustové médium pro mlécné koky

Mbp milion pari bazi

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace

MLS makrolid-linkosamid-streptogramin

MRS De Man Rogosa Sharpe médium

MRSA meticilin rezistentni Staphylococcus aureus
mTSB modifikovany bujon se s6jovym tryptonem

1) specificka rtistova rychlost

pn soucin specifické rastové rychlosti a poctu bunék
NIR blizké infraervenému zareni

OD optickd denzita

ot. otacky
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p. a.

PCR
pH
PTC
qPCR
QPS
QS
RNA
rRNA

RT-PCR

Sc.
subsp.

Stp.

tRNA
UHT

Uuv

VRE

pravdépodobnost

Pediococcus

Cistota per analysis

polymerazova fetézova reakce

potencial vodiku

peptidyl transferdzové centrum
kvantitativni polymerazova fetézova reakce
kvalifikovany ptedpoklad bezpecnosti
quorum sensing

ribonukleova kyselina

ribosomalni ribonukleova kyselina
polymerédzova fetézova reakce s reverzni transkripci
Svedbergova jednotka

Sporolactobacillus

Streptococcus

poddruh

Staphylococcus

cas

thymin

transferova ribonukleova kyselina

ultra high temperature (oSetteni ultra vysokou teplotou)

ultrafialové zafeni
Volt

vankomycin rezistentni enterokoci
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SEZNAM PRILOH

Ptiloha P I:  Specificka rtistova rychlost



PRILOHA P I: SPECIFICKA RUSTOVA RYCHLOST
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Obrazek 19: graf specifické ristové rychlosti Pediococcus acidilactici CCM 4577
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Obrazek 20: graf specifické ristové rychlosti Lactiplantibacillus plantarum CCM 7039
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Obrazek 21: graf specifické ristové rychlosti Loigolactobacillus coryniformis CCM 4618



