
Nejsnáze byly odstraněny biofilmy kmenů D. hansenii
N6 a 21Z, R. mucilaginosa E13 a K. servazii. Naopak
nejodolnější biofilmy tvořila Y. lipolytica 10S. 

Závěr 

Pomocí metody barvení biofilmu krystalovou violetí na
mikrotitračních destičkách bylo prokázáno, že izoláty
kvasinek z mlékárenských vzorků mohou mít v závislosti
na konkrétním kmenu schopnost tvořit biofilmy. Jak plank-
tonické buňky kvasinek, tak buňky biofilmu, jsou různým
způsobem a různou měrou ovlivňovány používanými sani-
tačními roztoky. V závislosti na typu aktivní látky mohou
mít některé roztoky silný antimikrobiální účinek, jiné
mohou účinně odstraňovat již vytvořený biofilm a jiné
mohou inhibovat jeho tvorbu, přičemž žádný z testovaných
roztoků nepatřil k nejlepším ve všech těchto oblastech.
Výzkum tvorby biofilmů a účinnosti sanitačních roztoků se
ukázal jako zajímavé a komplexní téma a bude i nadále
pokračovat. 
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Methods for identification 
and characterization of food industrial 
isolates Pseudomonas spp. 

Abstrakt

Tato práce se zabývala problematikou identifikace a cha-
rakterizace 10 neznámých potravinářských průmyslových
izolátů Pseudomonas spp., včetně třech sbírkových kmenů
Pseudomonas spp. Testované kmeny pseudomonád byly
spolehlivě identifikovány na úroveň druhu za pomocí
chemotaxonomické metody MALDI-TOF MS s krokem
extrakce a molekulárně-biologické metody sekvenování
genu pro 16S rRNA. Z kolekce 10 izolátů došlo při srovnání
za pomocí obou použitých metod k identifikační shodě
u 8 z nich. U testovaných pseudomonád byly po identifika-
ci zjišťovány následující charakteristiky: makroskopie
a mikroskopice; růstová aktivita v Trypton-sójovém bujónu
/ agaru; tolerance k různým kultivačním teplotám (4 °C
a 30 °C), k různým hodnotám pH kultivačního média (4,0;
5,0 a 7,0), k různým koncentracím NaCl v kultivačním
médiu (0 a 8 %); resistence k vybraným antibiotikům
(gentamicinu, 10 μg; ciprofloxacinu, 5 μg; colistinu, 10 μg;
cefotaximu, 30 μg; meropenemu, 10 μg). Získané výsledky
mohou být využity v potravinářském průmyslu, zejména
mlékárenském, při cíleném zajišťování zdravotní bez-
pečnosti a jakosti surovin a finálních výrobků s využitím
moderních identifikačních metod, včetně fenotypových
charakterizačních metod z oblasti klasické mikrobiologie.
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Abstract

This work was dedicated to issues of identification and
characerization of 10 unknow food industrial isolates
Pseudomonas spp., including three collection strains Pseu-
domonas spp. Tested pseudomonadas strains were reliably
identified at the species level using the chmotaxonomic
MALDI-TOF MS method with the extraction step and the
molecularly-biological method of sequencing the 16S
rRNA gene. Comparing the results of both used methods
the identification correspondence occured to 8 out of
10 tested isolates. In tested pseudomonadas were deter-
mined following characteristics after their identification:
macroscopy and microskopy; the growth activity in
Tryptic-soya broth / agar; the tolerance to different cultiva-
tion temperatures (4°C and 30°C), tolerance to different pH
values of cultivation medium (4,0; 5,0 and 7,0), tolerance
to different NaCl concentration in cultivation medium
(0 and 8 %); the resistance to chosen antibiotics (genta-
micin, 10 μg; ciprofloxacin, 5 μg; colistin, 10 μg; cefota-
xim, 30 μg; meropenem, 10 μg). Obtained results can be
used in the food industry, especially in dairy industry, at
aimed ensuring health safety and quality of raw materials
and final products taking advantage of modern identifi-
cation methods, including phenotypic characterization
methods from the classical microbiology area.

Key words: Pseudomonas spp., technologically hazar-
dous bacteria, identification, MALDI-TOF MS, sequencing
the 16S rRNA gene.

Úvod

Bakterie rodu Pseudomonas byly poprvé popsány v roce
1894 Walterem Migulou (Palleroni, 2010) a představují
jedny z nejvíce různorodých a ubikvitních bakterií, jejichž
druhy byly izolovány po celém světě z nejrůznějších
prostředí (Peix a kol., 2009). Název rodu pochází z řeckého
slova "pseudes", znamenající v překladu "zdánlivý" nebo
"falešný"; druhá část slova "monas" charakterizuje "jed-
notku" (Palleroni, 2010).

Taxonomie pseudomonád byla po mnoho let sporná.
Jejich přesnější taxonomické zařazení bylo umožněno až
zdokonalením technik pro charakterizaci a klasifikaci bak-
terií s cílem nastavit správnou fylogenetickou klasifikaci
bakteriálního druhu (Peix a kol., 2009). Taxonomicky jsou
pseudomonády řazeny následovně (sestupně): doména
Bacteria, oddělení Proteobacteria, třída Gammapro-
teobacteria, řád Pseudomonadales, čeleď Pseudomona-
daceae, rod Pseudomonas (Palleroni, 2008).

Bakterie rodu Pseudomonas se řadí mezi ubikvitní
mikroorganismy a lze je nalézt v přírodním prostředí všech
podnebných pásů Země, včetně různých potravinářských
i klinických zdrojů. Pseudomonády byly v přírodních zdro-

jích izolovány z nejrůznějších rostlin (včetně jejich koře-
nové sféry) a hub, zemin, sedimentů a pouštních písků, ze
zdrojů sladkovodních vod i z moří, z kontaminovaných ros-
tlin a nemocných zvířat apod. (Peix a kol., 2009). 

Pseudomonády se vyskytují i v celé řadě potravin,
především v mléce a mléčných výrobcích, mase, rybách,
syrovém ovoci a zelenině (Caldera a kol., 2015). Dokonce
i u mléka a mléčných výrobků ošetřených technologií
UHT byla zjištěna mikrobiální kontaminace pseudo-
monádami; konkrétně šlo o druhy P. fragi, P. lundensis
a P. fluorescens (Marchand a kol., 2009). Jiné vzorky kon-
taminovaného a zkaženého polotučného a plnotučného
mléka UHT původem z Taiwanu byly podrobeny mikro-
biálnímu rozboru s výsledkem výskytu gramnegativní psy-
chrotrofní mikroflóry složené z 67 % z bakterií rodu
Pseudomonas a z 22 % z bakterií čeledi Entero-
bacteriaceae (Chen a kol., 2011). Literární studie
(Carrascosa a kol., 2015) přinesla poznatky o původci
modrého nedifundujícího pigmentu vyskytujícího se na
povrchu čerstvých sýrů s využitím klasických mikrobio-
logických a molekulárně-biologických metod. Primárně
byl producent pigmentu identifikován pomocí testu API
(Analytical Profile Index test) jako druh P. aeruginosa,
ovšem později bylo díky sekvenování úseku genu pro 16S
rRNA potvrzeno, že šlo o druh P. fluorescens. 

Bakterie rodu Pseudomonas se řadí mezi ubikvitní opor-
tunistické patogeny spojované s mnoha nemocničními
infekcemi, jako jsou např. zápal plic a septikémie (Hossain,
2014). Lze je nalézt i u pacientů trpících cystickou fibró-
zou, očními infekcemi, popáleninami a AIDS (Zago
a Chugani, 2009). Pseudomonády se podílí také na řadě
gastrointestinálních onemocnění lidí a zvířat. Některé
studie uvedly, že druh P. fluorescens má silnou spojitost
s chronickými nespecifickými střevními záněty známými
např. jako Crohnova nemoc (Hossain, 2014). Přenos
pseudomonád je ve výše uvedených případech spojován
s požitím kontaminovaných potravin a vody. 

Bakterie rodu Pseudomonas tvoří pravidelné, gramnega-
tivní, nesporulující tyčinky obvykle o velikosti 0,5-1,0 μm
(šířka) a 1,5-4,0 μm (délka). Jsou chemoorganotrofní s res-
piračním metabolismem, nefermentující, katalasa pozi-
tivní. Některé druhy jsou fakultativně chemolitotrofní
a využívají vodík nebo oxid uhelnatý jako zdroj energie.
Molekulární kyslík je univerzálním akceptorem elektronů.
Některé druhy jsou schopné denitrifikace a využívají dusič-
nany jako alternativní akceptory. Jsou striktně aerobní
s výjimkou druhů, které jsou schopné denitrifikace. V DNA
se obsah G+C pohybuje v rozmezí 58-70 % (Palleroni
a Doudoroff, 1972).

Tolerance pseudomonád k teplotě je variabilní, protože
jsou schopny růstu v širokém teplotním rozmezí od 4 °C až
do 45 °C (Caldera a kol., 2015). Optimální hodnoty pH pro
růst pseudomonád se pohybují v rozmezí 7,0-7,5 (Thomas
a kol., 1994). Pseudomonády jsou schopné růst v prostředí
o koncentraci chloridu sodného až 5 % (Egamberdieva
a kol., 2015). Většina pseudomonád je přirozeně resistent-
ních k penicilinu a jemu podobným antibiotikům.
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Pseudomonády jsou citlivé k antibiotikům, jako jsou
piperacilin, imipenem, tikarcilin nebo ciprofloxacin
(Neidhardt a kol., 2004). Nejvyšší resistenci k antibiotikům
vykazuje druh P. aeruginosa, který představuje významný
lidský patogen (Hancock, 1998). 

Mezi moderní metody identifikace pseudomonád se dají
řadit různé molekulárně-biologické metody založené např.
na principu sekvenování buď celého bakteriálního genomu
nebo jen určitého úseku DNA/RNA, např. genu kódujícího
16S rRNA. Mezi další vhodné metody se dá zařadit meto-
da polymerázové řetězové reakce (PCR). Pseudomonády je
možné identifikovat i za pomocí instrumentální metody
hmotnostní spektrometrie s laserovou desorpcí a ionizací za
účasti matrice s průletovým analyzátorem (MALDI-TOF
MS, Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionisation Time-
Of-Flight Mass Spectrometry), která je považována za
moderní, spolehlivou a rychlou metodu pro potvrzení iden-
tity mikroorganismů (Lindsay a kol., 2014). Dále je zde
možné zmínit fenotypové rozlišující testy založené na
vyhodnocení morfologických znaků, nutričních
požadavků, rezistencí k různým druhům látek včetně
antibiotik, teplotních tolerancí a na poměrně malém počtu
biochemických (enzymových) testů (Hochel, 2009), např.
testů API 20 E (bioMérieux, 2017). 

Cílem této práce byla druhová identifikace technologicky
rizikových bakterií Pseudomonas spp., izolovaných z nefer-
mentovaných i fermentovaných mlékárenských surovin
a výrobků, pomocí chemotaxonomické metody MALDI-
TOF MS s krokem extrakce a molekulárně-biologické
metody sekvenování genu kódujícího 16S rRNA. Identi-
fikované pseudomonády byly podrobeny zjištění jejich
morfologických znaků, růstové charakteristice, tolerancím
k vnějším růstovým faktorům a resistenci k antibiotikům.

Materiál a metody

Izolace technologicky rizikových bakterií z prostředí
mlékárenských závodů

Neznámé bakterie byly izolovány ze vzorků syrového
mléka, mlék před zakysáním pro výrobu sýrů, tvarohu jem-
ného a ze vzorku solného nálevu. Pro záchyt a kultivaci
izolátů byla použita plotnová metoda s využitím růstu bak-
terií na různých agarových médiích. Pro růst bakterií byl
před jejich identifikací použit Columbia agar s 5 % beraní
krve (Bio-Rad, USA). Pro identifikaci bylo použito
10 neznámých průmyslových izolátů a tři sbír-
kové kmeny pseudomonád (viz Tab. 1).

Identifikace bakteriálních izolátů -
pseudomonád pomocí metody MALDI-
TOF MS

Za první metodu pro identifikaci neznámých
bakteriálních izolátů - pseudomonád byla
zvolena metoda MALDI-TOF MS, v modi-
fikaci s krokem extrakce (Šviráková a kol.,
2015). K identifikaci byl použit přístroj Bruker
Autoflex Speeds s využitím komerční databáze

MALDI Biotyper 3.0, spolu s metodami doporučenými
výrobcem (Anonymous, 2017). Vizualizace proteinových
profilů pseudomonád byla uskutečněna pomocí programu
mMass 5 (Strohalm a kol., 2010).

Identifikace bakteriálních izolátů - pseudomonád
pomocí metody sekvenování genu pro 16S rRNA

Druhou metodou pro identifikaci neznámých bakteriál-
ních izolátů - pseudomonád byla zvolena metoda sekven-
ování genu pro 16S rRNA. Vlastnímu sekvenování
předcházela izolace chromozomální DNA z testovaných
pseudomonád pomocí komerční soupravy DNeasy Blood
& Tissue Kit (Qiagen, SRN). Existuje řada univerzálních
primerů pro amplifikaci celé 16S rRNA či jejích částí
(výběr viz Tab. 2). Na základě izolované chromozomální
DNA a pomocí univerzálních primerů 0028F a 1521R (viz
Tab. 2) byly amplifikovány PCR fragmenty o délce při-
bližně 1 500 bp, kódující bakteriální 16S rRNA. Po
přečištění na kolonkách MinElute (Qiagen, SRN) byly tyto
fragmenty sekvenovány pomocí univerzálních sekve-
načních primerů 0028F, 0534F, 1098R a 1521R (viz Tab. 2)
a fluorescenčně značených dideoxy nukleotidových ter-
minátorů podle Sangera (Sanger a kol., 1977). Produkty
sekvenačních reakcí byly rozděleny a analyzovány na auto-
matických sekvenátorech ABI PRISM 3130xl (Applied
Biosystems). Sestavené a editované sekvence byly
porovnány s databází GenBank pomocí programu BLAST
(Altschul a kol., 1990).
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Označení kmene / Druh kmene / Původ kmene /
izolátu izolátu izolátu 

CCM 2115 T P. fluorescens Výrobní tank (před filtrací) 
CCM 7517 T P. brenneri Přírodní minerální voda (nápoj)
CCM 1974 T P. fragi Botanický ústav AV ČR, v. v. i. 

O40 Pseudomonas sp. Syrové mléko
O21 Pseudomonas sp.. Syrové mléko
O41 Pseudomonas sp. Syrové mléko

10992-1 Pseudomonas sp. Solný nálev 
O44 Pseudomonas sp. Syrové mléko
O47 Pseudomonas sp. Syrové mléko 
O58 Pseudomonas sp. Syrové mléko 

45-AM-1A Pseudomonas sp. Mléko před zakysáním 
(výroba sýrů)

68-GKCH-0 Pseudomonas sp. Mléko před zakysáním (výroba sýrů)
45-GTKM6,5-1B Pseudomonas sp. Tvaroh jemný (spotřebitelské balení) 

Tab. 1  Použité sbírkové a izolované kmeny pseudomonád

Primer Sekvence (3 →→ 5 ) Citační zdroj
0028Fa) AGA-GTT-TGA-TCC-TGG-CTC-AG Edwards a kol. (1989)
0534Fb) GCC-AGC-AGC-CGC-GGT-AA Lane a kol. (1985)
1115Fb) GYA-ACG-AGC-GCA-ACC-C Tuner a kol. (1999) (modifikace)
0514Rb) TTA-CCG-CGG-CTG-CTG-GCA-C Lane a kol. (1985)
1098Rb) GGG-TTG-CGC-TCG-TTR-C Tuner a kol. (1999) (modifikace)
1521Ra) AAG-GAG-GTG-ATC-CAR-CCG-CA Edwards a kol. (1989) (modifikace)

Tab. 2 Univerzální amplifikační a sekvenační primery 
(NC-IUB, 1985)

F… forward primer, R… reverse primer, a)… univerzální primer, b)… primer pro sekvenační reakci,
Y… představuje C (cytosin) nebo T (thymin), R… představuje A (adenin) nebo G (guanin) 

veda 161z.qxd  5.4.2017  13:57  Page 15



Sledování makroskopických znaků pseudomonád
Testované kmeny pseudomonád byly kultivovány na

Trypton-sójovém agaru (agaru TSA) (Merck KGaA, SRN),
při teplotě 30 °C, po dobu 72 h, aerobně. Následně byla
vizuálně sledována morfologie narostlých kolonií kmenů
na agaru.

Sledování mikroskopických znaků pseudomonád
Testované pseudomonády byly mikroskopicky vyšetřeny

za pomoci optického USB video-mikroskopu DMBA 310
PC, s použitím imerzního oleje, při celkovém zvětšení
1000x. Velikost buněk byla měřena za pomocí okulárového
měřítka a objektivového mikrometru.

Stanovení růstové aktivity pseudomonád 
Růstová aktivita testovaných pseudomonád byla

stanovována po jejich jednorázových kultivacích
v Trypton-sójovém bujónu (bujónu TSB) (Merck KGaA,
SRN) za optimálních růstových podmínek, tj. při teplotě
30 °C, po dobu 18 h, aerobně. Následně byly zjištěny počty
pseudomonád (KTJ·ml-1) plotnovou metodou na agaru TSA
(technikou přelivu), při teplotě 30 °C, po dobu 72 h, aerob-
ně. Zjištěné výsledky představovaly průměr ze dvou
uskutečněných měření.

Stanovení tolerance pseudomonád k různým
teplotám

Tolerance testovaných pseudomonád k různým růstovým
teplotám byla zjišťována po jejich kultivacích v bujónu
TSB, při teplotách 4 °C a 30 °C, po dobu 18 h, aerobně.
Následně byly stanoveny počty pseudomonád (KTJ·ml-1)
plotnovou metodou na agaru TSA (technikou přelivu), při
teplotách 4 °C a 30 °C, po dobu 72 h, aerobně. Zjištěné
výsledky představovaly průměr ze dvou uskutečněných
měření.

Stanovení tolerance pseudomonád k různému pH
Pro testování tolerance pseudomonád k různým hod-

notám pH byly vybrány hodnoty 4,0; 5,0 a 7,0. Kmeny byly
kultivovány v bujónu TSB, při teplotě 30 °C, po dobu 18 h,
aerobně. Následně byly vyhodnoceny počty pseudomonád
(KTJ·ml-1) plotnovou metodou na agaru TSA (technikou
přelivu), při teplotě 30 °C, po dobu 72 h, aerobně. Zjištěné
výsledky představovaly průměr ze dvou uskutečněných
měření.

Stanovení tolerance pseudomonád k různým 
koncentracím NaCl

Pro testování tolerance pseudomonád k různým koncen-
tracím NaCl byly vybrány hodnoty 0 a 8 %. Kmeny byly
kultivovány v bujónu TSB, při teplotě 30 °C, po dobu 18 h,
aerobně. Následně byly vyhodnoceny počty pseudomonád
plotnovou metodou na agaru TSA (technikou přelivu), při
teplotě 30 °C, po dobu 72 h, aerobně. Zjištěné výsledky
představovaly průměr ze dvou uskutečněných měření.

Stanovení resistence pseudomonád k různým
antibiotikům

Pro stanovení rezistence pseudomonád k vybraným
antibiotikům byla použita Kirkby-Bauerova disková di-
fúzní metoda (Liao a kol., 2008). Princip metody spočíval
v difúzi testovaného antibiotika do Müller-Hintonova agaru
(MHA) (Viamar International s. r. o., ČR) s naočkovaným
konkrétním kmenem pseudomonády. Inkubace probíhala
při teplotě 30 °C, po dobu 24 h, aerobně. V případě potla-
čení růstu konkrétního kmene daným antibiotikem došlo
k vytvoření tzv. inhibiční zóny, vyhodnocené dle kritérií
CLSI (Ústavu pro tvorbu pokynů a norem v laboratorní
medicíně). Testovanými antibiotiky byl gentamicin (10 μg),
ciprofloxacin (5 μg), kolistin (10 μg), cefotaxim (30 μg)
a meropenem (10 μg). Výsledkem stanovení bylo rozdělení

VĚDA, VÝZKUM

16 MLÉKAŘSKÉ LISTY 161, Vol. 28, No. 2 

Označení MALDI-TOF MS Sekvenování 16S rRNA Shoda identi-
kmene /  Identifikace Identifikační Identifikační Identifikace Počet SN Shoda počtu SN fikace kmene / 
izolátu skóre úroveň z celkového z celkového izolátu při použití

počtu SN počtu SN (%) obou metod
CCM 2115 T P. fluorescens 2,481 +++ P. fluorescens 960 / 960 100,0 Ano
CCM 7517 T P. brenneri 2,468 +++ P. brenneri 809 / 809 100,0 Ano
CCM 1974 T P. fragi 2,473 +++ P. fragi 889 / 889 100,0 Ano

O40 P. koreensis 2,166 ++ P. fluorescens / 922 / 925 99,7 Ne
P. putida

O21 P. lundensis 2,383 +++ P. lundensis 954 / 956 99,8 Ano
O41 P. koreensis 2,349 +++ P. koreensis 961 / 963 99,8 Ano

10992-1 P. fluorescens 2,082 ++ P. marginalis / 956 / 962 99,4 Ne
group P. azotoformans

O44 P. gessardii 2,151 ++ P. gessardii 982 / 983 99,9 Ano
O47 P. fluorescens 1,995 + P. fluorescens 957 / 958 99,9 Ano
O58 P. fragi 2,341 +++ P. fragi 1000 / 1002 99,8 Ano

45-AM-1A P. brenneri 2,294 ++ P. brenneri 1155 / 1158 99,7 Ano
68-GKCH-0 P. putida 2,480 +++ P. putida 1080 / 1081 99,9 Ano

45-GTKM6,5-1B P. brenneri 2,462 +++ P. brenneri 1147 / 1147 100,0 Ano

Tab. 3 Porovnání identifikace pseudomonád pomocí metody MALDI-TOF MS a metody sekvenování genu pro 16S rRNA

+… pravděpodobná rodová identifikace, ++… spolehlivá rodová a pravděpodobná druhová identifikace, +++… spolehlivá rodová i druhová identifikace; 
SN… sekvenovaných nukleotidů
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pseudomonád do dvou skupin. Do první skupiny byly
zařazeny kmeny citlivé k testovaným antibiotikům, do
druhé skupiny pak kmeny rezistentní. 

Výsledky a diskuse

Identifikace pseudomonád na úroveň druhu

Identifikace pseudomonád pomocí metody 
MALDI-TOF MS

Jako první metoda pro identifikaci neznámých průmys-
lových izolátů - pseudomonád byla použita instrumentální
metoda MALDI-TOF MS. Výsledky těchto experimentů
jsou uvedeny v Tab. 3. Na základě získaných výsledků bylo
konstatováno, že metoda MALDI-TOF MS byla pro identi-
fikaci potravinářských průmyslových izolátů pseudomonád
na úroveň druhu vhodná. Literární zdroj (Lindsay a kol.,
2014) uvádí, že metoda MALDI-TOF MS se ukázala být
spolehlivá a rychlá pro identifikaci gramnegativních bak-
terií. Vhodnost této metody byla oceněna především
v konzistentním stupni identifikace na úroveň druhu až
z 97 %, a to bez ohledu na potravinovou matrici či typ kul-
tivačního média (Capocefalo a kol., 2015). 

Identifikace pseudomonád pomocí metody 
sekvenování genu pro 16S rRNA

Jako druhá metoda pro identifikaci neznámých izolátů -
pseudomonád byla použita molekulárně-biologická metoda
sekvenování úseku genu pro 16S rRNA. Výsledky těchto
experimentů jsou uvedeny v Tab. 3. Všechny kmeny
pseudomonád byly touto metodou identifikovány na úroveň
druhu. V Tab. 3 jsou uvedeny výsledky sekvenování genu
pro 16S rRNA o délkách sekvenovaných úseků přibližně
800-1000 nukleotidů v závislosti na konkrétním kmeni
pseudomonády. Obecně jsou za spolehlivou identifikaci
považovány sekvenované úseky o délkách minimálně
750 nukleotidů. Výsledné sekvence 16S rRNA jed-
notlivých kmenů byly porovnány v programu MegAlign.
Ten také vytvořil na základě podobnosti sekvencí dendro-
gram, z něhož je patrné rozdělení sledovaných kmenů do
dvou skupin. Do první skupiny bylo zařazeno 5 kmenů
Pseudomonas spp. (O40, O21, 10992-1, O44 a O47) a do
druhé skupiny zbylých 8 kmenů Pseudomonas spp.
(CCM 7517T, CCM 7517T, CCM 1974T, O41, O58,
45-AM-1A, 68-GKCH-0 a 45-GTKM6,5-1B). Na základě
uskutečněných experimentů bylo konstatováno, že metoda
sekvenování genu pro 16S rRNA u pseudomonád před-
stavuje spolehlivou metodu poskytující 100% jednoznačné
výsledky. 

Srovnání identifikace pseudomonád pomocí 
metod MALDI-TOF MS a sekvenování genu 
pro 16S rRNA

V Tab. 3 jsou uvedeny výsledky srovnání identifikace
pseudomonád pomocí metody MALDI-TOF MS a metody
sekvenování genu pro 16S rRNA. Pomocí obou identi-
fikačních metod bylo z celkem 10 neznámých izolátů shod-

ně identifikováno na úroveň druhu 8 izolátů Pseudomonas
spp.: P. koreensis (O40 a O41), P. lundensis (O21), P. ges-
sardii (O44), P. fluorescens (CCM 2115T a O47), P. fragi
(CCM 1974T a O58), P. brenneri (CCM 7517T a 45-
GTKM6,5-1B) a P. putida (68-GKCH-0). Ke shodě nedo-
šlo pouze v případě dvou izolátů. Kmen O40 byl pomocí
metody MALDI-TOF MS identifikován jak P. koreensis
a pomocí metody sekvenování genu pro 16S rRNA jako
P. fluorescens nebo P. putida. Kmen 10992-1 byl pomocí
metody MALDI-TOF MS identifikován jako kmen ze
skupiny P. fluorescens group a pomocí metody sekvenování
genu pro 16S rRNA jako P. marginalis nebo P. azotofor-
mans. Na základě získaných výsledků bylo možné uvést, že
obě použité metody byly pro identifikaci testovaných
pseudomonád na úroveň druhu vhodné. Použité metody se
vzájemně doplňovaly na základě svých pozitiv a odlišovaly
na základě svých negativ. Mezi výhody moderní a relativně
nové metody MALDI-TOF MS lze uvést její vysokou přes-
nost, aplikovatelnost pro široké spektrum bakterií/mikro-
organismů, relativní rychlost (provedení samotné analýzy
je uskutečněno v řádu minut), robustnost a ekonomickou
efektivitu. Naopak, za nevýhodu této metody může být
považován fakt, že v některých případech se vyšetření
neobejde bez dalších konfirmačních vyšetření či použití
jiné identifikační metody. Metoda sekvenování genu pro
16S rRNA je v současné době považována za jednu ze zák-
ladních metod identifikace bakterií. U této metody lze jako
nespornou výhodu uvést poskytnutí 100 % jednoznačných
a spolehlivých výsledků, dále její relativní rychlost, neb je
možné výsledek - o jakou bakterii/mikroorganismus se
jedná - získat už během 24 h. Nevýhodou této metody je
fakt, že u některých bakteriálních rodů je gen pro 16S
rRNA fylogeneticky velmi podobný a počet záměn na
úseku dlouhém 1500 nukleotidů je velmi malý, na základě
čehož je pak obtížné odlišit od sebe jednotlivé varianty. Pro
uživatele je při volbě identifikační metody nutno také
zvážit, jaká je její dostupnost a finanční náročnost. 

Základní charakterizace identifikovaných
pseudomonád

Makroskopie pseudomonád
Testované pseudomonády byly kultivovány na agaru

TSA a následně u nich byla vizuálně sledována morfologie
narostlých kolonií. Kolonie pseudomonád měly béžovou
barvu, místy až žlutě-béžovou či bíle-béžovou krémovou
barvu. Byly lesklé, občas s lehce matným povrchem.
Okraje kolonií byly hladké a pravidelné. Kolonie všech
pseudomonád si byly makroskopicky relativně dosti
podobné.

Mikroskopie pseudomonád
Testované pseudomonády byly mikroskopicky vyšetřeny

za pomoci optického video-mikroskopu s integrovanou
kamerou s využitím techniky předchozího barvení buněk
podle Grama (ČSN EN ISO 7218, 2008). Všechny
pozorované kmeny pseudomonád byly tvořeny menšími,
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v rozmezí řádů 106-107 KTJ·ml-1; tyto relativně vysoké
počty byly shledány zajímavými, neb nebyly predikovány.
Pokud byly pseudomonády kultivovány při optimální růs-
tové teplotě 30 °C, jejich počet byl standardně vysoký a po-
hyboval se v rozmezí řádů 108-109 KTJ·ml-1.

Tolerance pseudomonád k různým hodnotám pH
Pro testování tolerance pseudomonád k různým hod-

notám pH byly zvoleny hodnoty 4,0; 5,0 a 7,0. Kultivace
pseudomonád probíhaly v bujónu TSB o třech různých
hodnotách pH a jejich počty byly následně zjištěny plot-
novou metodou na agaru TSA. Z výsledků vyplynulo, že
pseudomonády hůře snášely nižší hodnoty pH, a že v pro-
středí o pH 4,0 vůbec nerostly. V bujónu TSB o pH 5,0 se
nižší počty pseudomonád pohybovaly v rozmezí řádů 
104-106 KTJ·ml-1. V bujónu TSB o pH 7,0 se vysoké počty
pseudomonád pohybovaly v rozmezí řádů 108-109 KTJ·ml-1.
Pro případné budoucí experimenty se nabízí možnost testo-
vat růst pseudomonád v prostředí o pH např. mezi hodno-
tami 4,0 a 5,0 z toho důvodu, že pseudomonády v prostředí
o pH 4,0 už nerostly a v prostředí o pH 5,0 narůstaly do
průměrně vysokých počtů. Literární údaje uvádějí, že opti-
mální hodnoty pH pro růst bakterií rodu Pseudomonas se
pohybují v rozmezí hodnot 7,0-7,5 (Thomas a kol., 1994).

Tolerance pseudomonád k různým 
koncentracím NaCl

Pro testování tolerance pseudomonád k různým koncen-
tracím NaCl byly vybrány hodnoty 0 a 8 %. Pseudomonády
byly kultivovány v bujónu TSB bez i s přídavkem NaCl
a jejich počty byly následně zjištěny plotnovou metodou na
agaru TSA. Bylo zjištěno, že pseudomonády rostly jak
v bujónu TBS bez přídavku NaCl, tak i v bujónu TSB s pří-
davkem NaCl (8 %). V bujónu TSB bez NaCl se vyšší počty
pseudomonád pohybovaly v rozmezí řádů 108-109 KTJ·ml-1

a v bujónu TSB s NaCl o koncentraci 8 % dosaho-
valy nižších počtů v rozmezí řádů 105-106 KTJ·ml-1.
Literární zdroj (Egamberdieva a kol., 2015) uvádí,
že bakterie rodu Pseudomonas rostou v prostředí
o koncentraci až NaCl 5 %. Na základě námi
zjištěných experimentů bylo zjištěno, že
pseudomonády byly schopné růstu i v prostředí
s NaCl o koncentraci 8 %. Tato skutečnost by
mohla být vysvětlena mj. tím, že testované
pseudomonády mohly být adaptovány na vyšší
koncentrace NaCl, neboť byly izolovány
z prostředí průmyslových mlékárenských závodů,
z nichž některé vyrábějí výrobky s vyšším obsa-
hem NaCl (např. sýry; solné nálevy). Do budouc-
na by bylo zajímavé testovat toleranci pseudo-
monád i k vyšším koncentracím NaCl (např. 10 %
a 15 %).

Resistence pseudomonád k různým 
antibiotikům

Výsledky stanovení resistence pseudomonád
k vybraným antibiotikům jsou uvedeny v Tab. 4

VĚDA, VÝZKUM
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gramnegativními, nesporulujícími, tyčinkami o průměrné
šířce 1,0-1,5 μm a délce 1,0-4,0 μm, což se shodovalo s li-
terárními údaji (Palleroi a Doudoroff, 1972).

Růstová aktivita pseudomonád 
Růstová aktivita testovaných pseudomonád, tj. stanovení

jejich počtu plotnovou metodou na agaru TSA, byla
zjišťována po jejich předchozích jednorázových kultivacích
v bujónu TSB za optimálních růstových podmínek.
Všechny pseudomonády dosahovaly po kultivacích počtů
v rozmezí řádů 108-109 KTJ·ml-1. Výsledky představovaly
průměr ze dvou uskutečněných měření. Zjištěné vysoké
počty buněk prokázaly, že pro růst pseudomonád byl
použitý bujón TSB vhodný, a to v kombinaci s jejich opti-
mální růstovou teplotou 30 °C a aerobními kultivačními
podmínkami.

Tolerance pseudomonád k různým kultivačním
teplotám

Tolerance testovaných pseudomonád ke zvoleným kulti-
vačním teplotám 4 °C a 30 °C byla zjišťována po jejich jed-
norázových kultivacích v bujónu TSB s následným
zjištěním jejich počtů (KTJ·ml-1) plotnovou metodou na
agaru TSA. Bakterie rodu Pseudomonas jsou schopny růst
v širokém rozmezí teplot od 4 °C až do 45 °C. Z toho
důvodu byly pro zjištění tolerance pseudomonád k různým
teplotám vybrány dvě teploty. Jednak jejich optimální
teplota růstu 30 °C, jednak nízká kultivační teplota 4 °C
mající vazbu na skladování potravinářských výrobků při
chladírenských teplotách. Na základě experimentů bylo
konstatováno, že všechny kmeny pseudomonád byly
schopny růstu v bujónu TSB při obou teplotách 4°C
i 30 °C, což korelovalo s publikovanými literárními daty
(Caldera a kol., 2015). Pokud byly pseudomonády kul-
tivovány při nízké teplotě 4 °C, jejich počet se pohyboval

Označení Druh kmene / Kmen / izolát citlivý Kmen / izolát resis-
kmene / izolátu k uvedenému tentní k uvedenému
izolátu antibiotiku antibiotiku

CCM 2115 T P. fluorescens CN, CIP, CT CTX, MEM
CCM 7517 T P. brenneri CN, CIP, CT CTX, MEM
CCM 1974 T P. fragi CN, CIP, CT, CTX, MEM -

O40 P. koreensis / CN, CIP, CT, MEM CTX
P. fluorescens / 

P. putida

O21 P. lundensis CN, CIP, CT, CTX, MEM -
O41 P. koreensis CN, CIP, MEM CTX

10992-1 P. fluorescens group / CN, CIP CT, CTX, MEM
P. marginalis / 

P. azotoformans

O44 P. gessardii CN, CIP, CT CTX, MEM
O47 P. fluorescens CN, CIP, CT,MEM CTX
O58 P. fragi CN, CIP, CT, CTX, MEM -

45-AM-1A P. brenneri CN, CIP, CT CTX, MEM
68-GKCH-0 P. putida CN, CIP, CT CTX, MEM

45-GTKM6,5-1B P. brenneri CN, CIP, CT CTX, MEM 

Tab. 4 Resistence / citlivost pseudomonád k různým antibiotikům 

CN… gentamicin (10 μg), CIP… ciprofloxacin (5 μg), CT… kolistin (10 μg), 
CTX… cefotaxim (30 μg), MEM… meropenem (10 μg).
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a byly vyhodnoceny podle protokolu CLSI z roku 2012
(CLSI, 2017). Z Tab. 4 vyplývá, že kmeny P. fragi (CCM
1974 T O58) a P. lundensis O21 byly citlivé ke všem testo-
vaným antibiotikům. Kmeny P. koreensis (O40 a O41)
a P. fluorescens group O47 byly citlivé ke čtyřem testo-
vaným antibiotikům (gentamicinu, ciprofloxacinu,
kolistinu a meropenemu) a zároveň byly resistentní
k antibiotiku cefotaximu. Kmeny P. fluorescens CCM 2115 T,
P. brenneri (CCM 7517 T, 45-AM-1A a 45-GTKM6,5-1B),
P. gessardii O44 a P. putida 68-GKCH-0 byly citlivé ke
třem antibiotikům (gentamicinu, ciprofloxacinu a kolis-
tinu); resistentní byly ke dvěma antibiotikům (cefotaximu
a meropenemu). Kmen P. fluorescens group 10992-1 se
ukázal být kmenem nejvíce resistentním k testovaným
antibiotikům; citlivý byl pouze ke dvěma antibiotikům
(gentamicinu a ciprofloxacinu). Vědecká práce (Neidhardt
a kol., 2004) poukázala na přirozenou resistenci pseudo-
monád k penicilinu a jemu podobným antibiotikům.
Zároveň zde bylo uvedeno, že jsou pseudomonády naopak
citlivé např. k ciprofloxacinu, což potvrdily i námi zjištěné
experimentální výsledky.

Závěr

Závěrem je možné konstatovat, že pomocí obou
použitých identifikačních metod, tj. metody MALDI-TOF
MS s krokem extrakce a metody sekvenování genu pro 16S
rRNA, došlo u 8 z 10 neznámých průmyslových izolátů
Pseudomonas spp. ke shodné identifikaci na úroveň druhu. 

Pro identifikaci pseudomonád byly obě metody shledány
jako vhodné, a to díky doplňujícím se výhodám, navzdory
existujícím nevýhodám. Mezi hlavní výhody metody
MALDI-TOF MS patří relativní rychlost, vysoká přesnost,
širokospektrální aplikovatelnost a robustnost. Nevýhodou
je častá nutnost porovnání výsledků s jinou identifikační
metodou - v našem případě s metodou sekvenování genu
pro 16S rRNA. Mezi hlavní výhody metody sekvenování
genu pro 16S rRNA patří především 100% jednoznačnost
a spolehlivost výsledků, a také relativní rychlost. Naopak,
k jejím negativům je možné řadit skutečnost, týkající se
značné fylogenetické podobnosti genu kódujícího 16S
rRNA u některých bakteriálních rodů, která omezuje odlišit
od sebe jednotlivé varianty.

Výsledky této práce mohou být aplikovány při jednorá-
zovém i screeningovém zajišťování zdravotní bezpečnosti,
technologické nerizikovosti a požadované jakosti vyrá-
běných potravinářských surovin a výrobků, zejména mléká-
renských, při cílené eliminaci bakterií rodu Pseudomonas.
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