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Nejsnaze byly odstranény biofilmy kment D. hansenii
N6 a 21Z, R. mucilaginosa E13 a K. servazii. Naopak
nejodolnéjsi biofilmy tvorila Y. lipolytica 10S.

Zaver

Pomoci metody barveni biofilmu krystalovou violeti na
mikrotitraénich destickdch bylo prokdzano, Ze izolaty
kvasinek z mlékarenskych vzorki mohou mit v zavislosti
na konkrétnim kmenu schopnost tvofit biofilmy. Jak plank-
tonické buiiky kvasinek, tak buiiky biofilmu, jsou riznym
zpusobem a rtiznou mérou ovliviiovany pouzivanymi sani-
tacnimi roztoky. V zavislosti na typu aktivni latky mohou
mit nékteré roztoky silny antimikrobidlni ucinek, jiné
mohou uéinné odstraiovat jiz vytvoreny biofilm a jiné
mohou inhibovat jeho tvorbu, pficemz zZadny z testovanych
roztoku nepatfil k nejlepsSim ve vSech téchto oblastech.
Vyzkum tvorby biofilmii a i¢innosti sanitacnich roztoku se
ukdzal jako zajimavé a komplexni téma a bude i nadale
pokracovat.
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Methods for identification
and characterization of food industrial
isolates Pseudomonas spp.

Abstrakt

Tato préace se zabyvala problematikou identifikace a cha-
rakterizace 10 nezndmych potravinafskych pramyslovych
izolath Pseudomonas spp., véetné tfech sbirkovych kmenit
Pseudomonas spp. Testované kmeny pseudomonad byly
spolehlivé identifikovany na turoveni druhu za pomoci
chemotaxonomické metody MALDI-TOF MS s krokem
extrakce a molekularné-biologické metody sekvenovani
genu pro 16S rRNA. Z kolekce 10 izolatt doslo pfi srovnani
za pomoci obou pouZitych metod k identifikacni shodé
u 8 z nich. U testovanych pseudomonad byly po identifika-
ci zjiStovany nasledujici charakteristiky: makroskopie
a mikroskopice; riistova aktivita v Trypton-séjovém bujonu
/ agaru; tolerance k riznym kultivaénim teplotdm (4 °C
a 30 °C), k raiznym hodnotam pH kultiva¢niho média (4,0;
5,0 a 7,0), k raiznym koncentracim NaCl v kultivanim
médiu (0 a 8 %); resistence k vybranym antibiotikim
(gentamicinu, 10 pg; ciprofloxacinu, 5 pg; colistinu, 10 pg;
cefotaximu, 30 pg; meropenemu, 10 pg). Ziskané vysledky
mohou byt vyuZity v potravinarském pramyslu, zejména
mlékarenském, pii cileném zajiStovani zdravotni bez-
pecnosti a jakosti surovin a findlnich vyrobkd s vyuZitim
modernich identifikacnich metod, vcetné fenotypovych
charakteriza¢nich metod z oblasti klasické mikrobiologie.
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Klicova slova: Pseudomonas spp., technologicky
rizikové bakterie, identifikace, MALDI-TOF MS, sekveno-
vani genu prol6S rRNA.

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 pg; ciprofloxacin, 5 pg; colistin, 10 pg; cefota-
xim, 30 pg; meropenem, 10 pg). 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.

Uvod

Bakterie rodu Pseudomonas byly poprvé popsany v roce
1894 Walterem Migulou (Palleroni, 2010) a predstavuji
jedny z nejvice riznorodych a ubikvitnich bakterii, jejichz
druhy byly izolovany po celém svété z nejriznéjSich
prostiedi (Peix a kol., 2009). Nazev rodu pochazi z feckého
slova "pseudes", znamenajici v prekladu "zdanlivy" nebo
"faleSny"; druha cast slova "monas" charakterizuje "jed-
notku" (Palleroni, 2010).

Taxonomie pseudomondd byla po mnoho let spornd.
Jejich presnéjsi taxonomické zarazeni bylo umoznéno az
zdokonalenim technik pro charakterizaci a klasifikaci bak-
terii s cilem nastavit spravnou fylogenetickou klasifikaci
bakteridlniho druhu (Peix a kol., 2009). Taxonomicky jsou
pseudomonddy fazeny nasledovné (sestupné): doména
Bacteria, oddéleni Proteobacteria, tfida Gammapro-
teobacteria, tad Pseudomonadales, Celed Pseudomona-
daceae, rod Pseudomonas (Palleroni, 2008).

Bakterie rodu Pseudomonas se tadi mezi ubikvitni
mikroorganismy a lze je nalézt v prirodnim prostredi vSech
podnebnych past Zemé, véetné riznych potravinarskych
i klinickych zdroji. Pseudomonady byly v pfirodnich zdro-

jich izolovany z nejriznéjsich rostlin (vCetné jejich kore-
nové sféry) a hub, zemin, sedimentti a poustnich piska, ze
zdroju sladkovodnich vod i z mofi, z kontaminovanych ros-
tlin a nemocnych zvirat apod. (Peix a kol., 2009).

Pseudomonddy se vyskytuji i v celé fadé potravin,
predevSim v mléce a mlécnych vyrobcich, mase, rybéch,
syrovém ovoci a zeleniné (Caldera a kol., 2015). Dokonce
i u mléka a mlécnych vyrobkll oSetfenych technologii
UHT byla zjisténa mikrobidlni kontaminace pseudo-
monadami; konkrétné Slo o druhy P. fragi, P. lundensis
a P. fluorescens (Marchand a kol., 2009). Jiné vzorky kon-
taminovaného a zkazeného polotuéného a plnotucného
mléka UHT ptivodem z Taiwanu byly podrobeny mikro-
bidlnimu rozboru s vysledkem vyskytu gramnegativni psy-
chrotrofni mikrofléry slozené z 67 % z bakterii rodu
Pseudomonas a z 22 % z bakterii Celedi Entero-
bacteriaceae (Chen a kol., 2011). Literarni studie
(Carrascosa a kol., 2015) pfinesla poznatky o puvodci
modrého nedifundujictho pigmentu vyskytujiciho se na
povrchu Cerstvych syrd s vyuzitim klasickych mikrobio-
logickych a molekuldrné-biologickych metod. Primarné
byl producent pigmentu identifikovan pomoci testu API
(Analytical Profile Index test) jako druh P. aeruginosa,
ovSem pozd¢ji bylo diky sekvenovani useku genu pro 16S
rRNA potvrzeno, Ze §lo o druh P. fluorescens.

Bakterie rodu Pseudomonas se fadi mezi ubikvitni opor-
tunistické patogeny spojované s mnoha nemocni¢nimi
infekcemi, jako jsou napf. zapal plic a septikémie (Hossain,
2014). Lze je nalézt i u pacientt trpicich cystickou fibro-
zou, o¢nimi infekcemi, popéleninami a AIDS (Zago
a Chugani, 2009). Pseudomonady se podili také na fadé
gastrointestindlnich onemocnéni lidi a zvirat. Nekteré
studie uvedly, Ze druh P. fluorescens ma silnou spojitost
s chronickymi nespecifickymi stfevnimi zanéty zndmymi
napf. jako Crohnova nemoc (Hossain, 2014). Prenos
pseudomonad je ve vySe uvedenych prfipadech spojovan
s pozitim kontaminovanych potravin a vody.

Bakterie rodu Pseudomonas tvoti pravidelné, gramnega-
tivni, nesporulujici ty¢inky obvykle o velikosti 0,5-1,0 um
(3itka) a 1,5-4,0 um (délka). Jsou chemoorganotrofni s res-
piranim metabolismem, nefermentujici, katalasa pozi-
tivni. Neékteré druhy jsou fakultativné chemolitotrofni
a vyuzivaji vodik nebo oxid uhelnaty jako zdroj energie.
Molekularni kyslik je univerzalnim akceptorem elektrond.
Nekteré druhy jsou schopné denitrifikace a vyuZivaji dusic¢-
nany jako alternativni akceptory. Jsou striktné aerobni
s vyjimkou druhd, které jsou schopné denitrifikace. V DNA
se obsah G+C pohybuje v rozmezi 58-70 % (Palleroni
a Doudoroff, 1972).

Tolerance pseudomondad k teploté je variabilni, protoze
jsou schopny rustu v Sirokém teplotnim rozmezi od 4 °C az
do 45 °C (Caldera a kol., 2015). Optiméalni hodnoty pH pro
rust pseudomonad se pohybuji v rozmezi 7,0-7,5 (Thomas
a kol., 1994). Pseudomonddy jsou schopné riist v prostredi
o koncentraci chloridu sodného az 5 % (Egamberdieva
a kol., 2015). VétSina pseudomonad je pfirozené resistent-
nich k penicilinu a jemu podobnym antibiotikiim.
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Pseudomonady jsou citlivé k antibiotikim, jako jsou
piperacilin, imipenem, tikarcilin nebo ciprofloxacin
(Neidhardt a kol., 2004). Nejvyssi resistenci k antibiotikiim
vykazuje druh P. aeruginosa, ktery predstavuje vyznamny
lidsky patogen (Hancock, 1998).

Mezi moderni metody identifikace pseudomonad se daji
fadit rizné molekularné-biologické metody zaloZené napt.
na principu sekvenovani bud celého bakteridlniho genomu
nebo jen urcitého useku DNA/RNA, napt. genu kédujiciho
16S rRNA. Mezi dalsi vhodné metody se da zaradit meto-
da polymerazové fetézové reakce (PCR). Pseudomonady je
mozné identifikovat i za pomoci instrumentilni metody
hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za
Ucasti matrice s priletovym analyzatorem (MALDI-TOF
MS, Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionisation Time-
Of-Flight Mass Spectrometry), kterd je povaZovana za
moderni, spolehlivou a rychlou metodu pro potvrzeni iden-
tity mikroorganismia (Lindsay a kol., 2014). Déle je zde
mozné zminit fenotypové rozliSujici testy zaloZené na
vyhodnoceni  morfologickych  znak®, nutri¢nich
pozadavki, rezistenci k riznym druhim latek vcetné
antibiotik, teplotnich toleranci a na pomérné malém poctu
biochemickych (enzymovych) testid (Hochel, 2009), napft.
testt API 20 E (bioMérieux, 2017).

Cilem této prace byla druhova identifikace technologicky
rizikovych bakterii Pseudomonas spp., izolovanych z nefer-
mentovanych i fermentovanych mlékarenskych surovin
a vyrobkd, pomoci chemotaxonomické metody MALDI-
TOF MS s krokem extrakce a molekularné-biologické
metody sekvenovani genu kodujiciho 16S rRNA. Identi-
fikované pseudomondady byly podrobeny zjiSténi jejich
morfologickych znaki, ristové charakteristice, tolerancim
k vnéjsim ristovym faktordm a resistenci k antibiotikiim.

Material a metody

Izolace technologicky rizikovych bakterii z prostiedi
mlékdrenskych zdvodii

Neznamé bakterie byly izolovany ze vzorkd syrového
mléka, mlék pred zakysanim pro vyrobu syrd, tvarohu jem-
ného a ze vzorku solného nélevu. Pro zachyt a kultivaci
izolatl byla pouZita plotnova metoda s vyuzitim rastu bak-
terii na rGznych agarovych médiich. Pro rist bakterii byl
pred jejich identifikaci pouZit Columbia agar s 5 % berani
krve (Bio-Rad, USA). Pro identifikaci bylo pouZito
10 neznamych primyslovych izolath a tfi sbir-
kové kmeny pseudomonad (viz Tab. 1).

Tab. 1 PouZité sbirkové a izolované kmeny pseudomonad

Oznaceni kmene / Druh kmene /

Piivod kmene /

izolatu izolatu izolatu
CCM 21157 P, fluorescens Vyrobni tank (pred filtraci)
CCM 75177 P brenneri Pfirodni minerdlni voda (ndpoj)
CCM 19747 P, fragi Botanicky tstav AV CR, v. v. .
040 Pseudomonas sp. Syrové mléko
021 Pseudomonas sp.. Syrové mléko
041 Pseudomonas sp. Syrové mléko
10992-1 Pseudomonas sp. Solny nélev
044 Pseudomonas sp. Syrové mléko
047 Pseudomonas sp. Syrové mléko
058 Pseudomonas sp. Syrové mléko
45-AM-1A Pseudomonas sp. Miéko pred zakysanim
(vyroba syri)
68-GKCH-0 Pseudomonas sp.| Miéko pried zakysanim (vyroba syril)
45-GTKM®6,5-1B | Pseudomonas sp.| Tvaroh jemny (spotrebitelské baleni)

MALDI Biotyper 3.0, spolu s metodami doporucenymi
vyrobcem (Anonymous, 2017). Vizualizace proteinovych
profilt pseudomonad byla uskute¢néna pomoci programu
mMass 5 (Strohalm a kol., 2010).

Identifikace bakteridlnich izoldti - pseudomondd
pomoci metody sekvenovdni genu pro 16S rRNA

Druhou metodou pro identifikaci neznamych bakteril-
nich izolati - pseudomonad byla zvolena metoda sekven-
ovani genu pro 16S rRNA. Vlastnimu sekvenovani
predchazela izolace chromozomalni DNA z testovanych
pseudomonad pomoci komeréni soupravy DNeasy Blood
& Tissue Kit (Qiagen, SRN). Existuje fada univerzalnich
primerd pro amplifikaci celé 16S rRNA ¢i jejich casti
(vybér viz Tab. 2). Na zékladé izolované chromozomalni
DNA a pomoci univerzalnich primert 0028F a 1521R (viz
Tab. 2) byly amplifikovany PCR fragmenty o délce pfi-
blizné 1 500 bp, kédujici bakteridlni 16S rRNA. Po
precisténi na kolonkach MinElute (Qiagen, SRN) byly tyto
fragmenty sekvenovany pomoci univerzadlnich sekve-
nacnich primera 0028F, 0534F, 1098R a 1521R (viz Tab. 2)
a fluorescencné znacenych dideoxy nukleotidovych ter-
minatort podle Sangera (Sanger a kol., 1977). Produkty
sekvenacnich reakci byly rozdéleny a analyzovany na auto-
matickych sekvenatorech ABI PRISM 3130x1 (Applied
Biosystems). Sestavené a editované sekvence byly
porovnany s databazi GenBank pomoci programu BLAST
(Altschul a kol., 1990).

Tab. 2 Univerzalni amplifikacni a sekvenacni primery

(NC-IUB, 1985)

Identifikace bakteridlnich izoldti -

pseudomondd pomoci metody MALDI-
TOF MS 0534F

Za prvni metodu pro identifikaci nezndmych 11150
bakteridlnich izolatd - pseudomonad byla 0514RY
zvolena metoda MALDI-TOF MS, v modi- 1098RY
fikaci s krokem extrakce (Svirdkova a kol., 1521R?

Sekvence (3 - 5)
AGA-GTT-TGA-TCC-TGG-CTC-AG
GCC-AGC-AGC-CGC-GGT-AA
GYA-ACG-AGC-GCA-ACC-C
TTA-CCG-CGG-CTG-CTG-GCA-C
GGG-TTG-CGC-TCG-TTR-C
AAG-GAG-GTG-ATC-CAR-CCG-CA

Citacni zdroj
Edwards a kol. (1989)
Lane a kol. (1985)
Tuner a kol. (1999) (modifikace)
Lane a kol. (1985)
Tuner a kol. (1999) (modifikace)
Edwards a kol. (1989) (modifikace)

2015). K identifikaci byl pouZit pfistroj Bruker
Autoflex Speeds s vyuzitim komer¢ni databaze

F... forward primer, R... reverse primer, °... univerzaini primer, ... primer pro sekvena¢ni reakci,
Y... predstavuje C (cytosin) nebo T (thymin), R... predstavuje A (adenin) nebo G (guanin)
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Sledovdni makroskopickych znakii pseudomondd

Testované kmeny pseudomonad byly kultivovany na
Trypton-s6jovém agaru (agaru TSA) (Merck KGaA, SRN),
pri teploté¢ 30 °C, po dobu 72 h, aerobné. Nasledné byla
vizudlné sledovana morfologie narostlych kolonii kment
na agaru.

Sledovdni mikroskopickych znaku pseudomondd

Testované pseudomonady byly mikroskopicky vysetfeny
za pomoci optického USB video-mikroskopu DMBA 310
PC, s pouzitim imerzniho oleje, pfi celkovém zvétSeni
1000x. Velikost bunék byla méfena za pomoci okuldrového
méfitka a objektivového mikrometru.

Stanoveni ristové aktivity pseudomondd

Rustova aktivita testovanych pseudomondd byla
stanovovana po jejich jednorazovych kultivacich
v Trypton-s6jovém bujénu (bujonu TSB) (Merck KGaA,
SRN) za optimalnich rastovych podminek, tj. pfi teploté
30 °C, po dobu 18 h, aerobné. Nasledné byly zjistény pocty
pseudomonéd (KTJ-ml™") plotnovou metodou na agaru TSA
(technikou pfelivu), pfi teploté 30 °C, po dobu 72 h, aerob-
né. Zjisténé vysledky predstavovaly primér ze dvou
uskuteénénych méreni.

Stanoveni tolerance pseudomondd k riznym
teplotdm

Tolerance testovanych pseudomonad k riznym rstovym
teplotam byla zjistovana po jejich kultivacich v bujonu
TSB, pii teplotich 4 °C a 30 °C, po dobu 18 h, aerobné.
Nasledné byly stanoveny pocty pseudomondd (KTJ-ml™)
plotnovou metodou na agaru TSA (technikou prelivu), pfi
teplotach 4 °C a 30 °C, po dobu 72 h, aerobné. Zjisténé
vysledky pfedstavovaly primér ze dvou uskutecnénych
méfeni.

Stanoveni tolerance pseudomondd k riuznému pH

Pro testovani tolerance pseudomonad k riznym hod-
notam pH byly vybrany hodnoty 4,0; 5,0 a 7,0. Kmeny byly
kultivovany v bujoénu TSB, pfi teploté 30 °C, po dobu 18 h,
aerobné. Nasledné byly vyhodnoceny pocty pseudomonad
(KTJ-ml") plotnovou metodou na agaru TSA (technikou
prelivu), pfi teploté 30 °C, po dobu 72 h, aerobné. Zjisténé
vysledky pfedstavovaly primér ze dvou uskutecnénych
méfent.

Stanoveni tolerance pseudomondd k riznym
koncentracim NaCl

Pro testovani tolerance pseudomonad k riznym koncen-
tracim NaCl byly vybrany hodnoty 0 a 8 %. Kmeny byly
kultivovany v bujénu TSB, pfi teploté 30 °C, po dobu 18 h,
aerobné. Nasledné byly vyhodnoceny pocty pseudomonad
plotnovou metodou na agaru TSA (technikou pfelivu), pri
teploté 30 °C, po dobu 72 h, aerobné. ZjiSténé vysledky
predstavovaly primér ze dvou uskuteénénych méteni.

Stanoveni resistence pseudomondd k riznym
antibiotikim

Pro stanoveni rezistence pseudomonad k vybranym
antibiotikim byla pouzita Kirkby-Bauerova diskova di-
fazni metoda (Liao a kol., 2008). Princip metody spocival
v diftizi testovaného antibiotika do Miiller-Hintonova agaru
(MHA) (Viamar International s. r. 0., CR) s naockovanym
konkrétnim kmenem pseudomonady. Inkubace probihala
pii teploté 30 °C, po dobu 24 h, aerobné. V piipadé potla-
Ceni rustu konkrétniho kmene danym antibiotikem doslo
k vytvofeni tzv. inhibi¢ni z6ny, vyhodnocené dle kritérii
CLSI (Ustavu pro tvorbu pokynii a norem v laboratorni
medicing). Testovanymi antibiotiky byl gentamicin (10 pg),
ciprofloxacin (5 ug), kolistin (10 pg), cefotaxim (30 pg)
a meropenem (10 pg). Vysledkem stanoveni bylo rozdéleni

Tab. 3 Porovnani identifikace pseudomonad pomoci metody MALDI-TOF MS a metody sekvenovani genu pro 16S rRNA

Identifikace

Sekvenovani 16S rRNA
Pocet SN Shoda poétu SN
z celkového z celkového
poctu SN poctu SN (%)

Shoda identi-
fikace kmene /
izolatu pfi pouziti
obou metod

Oznaceni MALDI-TOF MS
kmene / Identifikace Identifikaéni  Identifikacni
izolatu skore tiroven
CCM 21157 P fluorescens 2,481 +++
CCM 75177 P brenneri 2,468 +++
CCM 19747 P fragi 2,473 +++
040 P koreensis 2,166 ++
021 P lundensis 2,383 +++
041 P koreensis 2,349 +++
10992-1 P, fluorescens 2,082 ++
group
044 P gessardii 2,151 ++
047 P, fluorescens 1,995 +
058 P, fragi 2,341 +++
45-AM-1A P brenneri 2,294 ++
68-GKCH-0 P putida 2,480 +++
45-GTKM6,5-1B P, brenneri 2,462 +++

P, fluorescens 960/ 960 100,0 Ano

P, brenneri 809/ 809 100,0 Ano

P, fragi 889 /889 100,0 Ano

P, fluorescens / 922 /925 99,7 Ne

P putida

P lundensis 954 / 956 99,8 Ano

P koreensis 961/ 963 99,8 Ano

P marginalis / 956 / 962 99,4 Ne
P azotoformans

P gessardii 982 /983 99,9 Ano

P, fluorescens 957 /958 99,9 Ano

P, fragi 1000/ 1002 99,8 Ano

P brenneri 1155/1158 99,7 Ano

P putida 1080/ 1081 99,9 Ano

P brenneri 1147 /1147 100,0 Ano

+... pravdépodobna rodovd identifikace, ++... spolehlivd rodova a pravdépodobna druhova identifikace, +++... spolehliva rodovd i druhova identifikace;
SN... sekvenovanych nukleotidd
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pseudomonad do dvou skupin. Do prvni skupiny byly
zafazeny kmeny citlivé k testovanym antibiotikim, do
druhé skupiny pak kmeny rezistentni.

Vysledky a diskuse

Identifikace pseudomonad na iroven druhu

Identifikace pseudomondd pomoci metody
MALDI-TOF MS

Jako prvni metoda pro identifikaci neznamych primys-
lovych izolath - pseudomonad byla pouZita instrumentalni
metoda MALDI-TOF MS. Vysledky téchto experimenti
jsou uvedeny v Tab. 3. Na zaklad¢ ziskanych vysledka bylo
konstatovano, ze metoda MALDI-TOF MS byla pro identi-
fikaci potravinarskych primyslovych izolati pseudomonad
na urovenl druhu vhodna. Literarni zdroj (Lindsay a kol.,
2014) uvadi, Ze metoda MALDI-TOF MS se ukéazala byt
spolehliva a rychld pro identifikaci gramnegativnich bak-
terii. Vhodnost této metody byla ocenéna predevSim
v konzistentnim stupni identifikace na troven druhu aZ
7 97 %, a to bez ohledu na potravinovou matrici ¢i typ kul-
tivacniho média (Capocefalo a kol., 2015).

Identifikace pseudomondd pomoci metody
sekvenovdni genu pro 16S rRNA

Jako druhd metoda pro identifikaci neznamych izolata -
pseudomonad byla pouzita molekularné-biologicka metoda
sekvenovani tseku genu pro 16S rRNA. Vysledky téchto
experimentii jsou uvedeny v Tab. 3. VSechny kmeny
pseudomonad byly touto metodou identifikovany na uroven
druhu. V Tab. 3 jsou uvedeny vysledky sekvenovani genu
pro 16S rRNA o délkach sekvenovanych usekil priblizné
800-1000 nukleotidd v zavislosti na konkrétnim kmeni
pseudomonady. Obecné jsou za spolehlivou identifikaci
povazovany sekvenované udseky o délkidch minimalné
750 nukleotidd. Vysledné sekvence 16S rRNA jed-
notlivych kment byly porovniany v programu MegAlign.
Ten také vytvoril na zakladé podobnosti sekvenci dendro-
gram, z néhoZ je patrné rozdé€leni sledovanych kment do
dvou skupin. Do prvni skupiny bylo zafazeno 5 kment
Pseudomonas spp. (040, 021, 10992-1, O44 a 0O47) a do
druhé skupiny zbylych 8 kmenl Pseudomonas spp.
(CCM 7517", CCM 7517, CCM 1974", 041, 0S8,
45-AM-1A, 68-GKCH-0 a 45-GTKM6,5-1B). Na zakladé
uskuteénénych experimentt bylo konstatovano, Ze metoda
sekvenovani genu pro 16S rRNA u pseudomonad pred-
stavuje spolehlivou metodu poskytujici 100% jednoznacné
vysledky.

Srovndni identifikace pseudomondd pomoci
metod MALDI-TOF MS a sekvenovdni genu
pro 16S rRNA

V Tab. 3 jsou uvedeny vysledky srovnani identifikace
pseudomonad pomoci metody MALDI-TOF MS a metody
sekvenovani genu pro 16S rRNA. Pomoci obou identi-
fika¢nich metod bylo z celkem 10 nezndmych izolatli shod-

né identifikovano na uroven druhu 8 izolatd Pseudomonas
spp.: P. koreensis (040 a O41), P. lundensis (O21), P. ges-
sardii (044), P. fluorescens (CCM 2115" a 047), P fragi
(CCM 1974" a 058), P. brenneri (CCM 7517" a 45-
GTKM6,5-1B) a P. putida (68-GKCH-0). Ke shodé nedo-
Slo pouze v pripadé dvou izolati. Kmen O40 byl pomoci
metody MALDI-TOF MS identifikovan jak P. koreensis
a pomoci metody sekvenovani genu pro 16S rRNA jako
P. fluorescens nebo P. putida. Kmen 10992-1 byl pomoci
metody MALDI-TOF MS identifikovan jako kmen ze
skupiny P. fluorescens group a pomoci metody sekvenovani
genu pro 16S rRNA jako P. marginalis nebo P. azotofor-
mans. Na zaklad¢ ziskanych vysledka bylo mozné uvést, Ze
obé pouzité metody byly pro identifikaci testovanych
pseudomonad na urover druhu vhodné. Pouzité metody se
vzajemné dopliiovaly na zaklad€ svych pozitiv a odliSovaly
na zakladé svych negativ. Mezi vyhody moderni a relativné
nové metody MALDI-TOF MS lze uvést jeji vysokou pies-
nost, aplikovatelnost pro Siroké spektrum bakterii/mikro-
organismi, relativni rychlost (provedeni samotné analyzy
je uskuteénéno v fadu minut), robustnost a ekonomickou
efektivitu. Naopak, za nevyhodu této metody miZe byt
povazovan fakt, Ze v nékterych prfipadech se vySetreni
neobejde bez dalSich konfirmacnich vysSetfeni ¢i pouZiti
jiné identifikacni metody. Metoda sekvenovani genu pro
16S rRNA je v soucasné dobé povazovana za jednu ze zak-
ladnich metod identifikace bakterii. U této metody lze jako
nespornou vyhodu uvést poskytnuti 100 % jednoznacnych
a spolehlivych vysledk, dale jeji relativni rychlost, neb je
mozné vysledek - o jakou bakterii/mikroorganismus se
jednd - ziskat uz béhem 24 h. Nevyhodou této metody je
fakt, Ze u nékterych bakteridlnich rodi je gen pro 16S
rRNA fylogeneticky velmi podobny a pocet zimén na
useku dlouhém 1500 nukleotidl je velmi maly, na zdkladé
¢ehoz je pak obtizné odliSit od sebe jednotlivé varianty. Pro
uzivatele je pri volbé identifikaéni metody nutno také
zvazit, jaka je jeji dostupnost a finanéni narocnost.

Zakladni charakterizace identifikovanych
pseudomonad

Makroskopie pseudomondd

Testované pseudomonady byly kultivoviany na agaru
TSA a nasledné u nich byla vizualné sledovana morfologie
narostlych kolonii. Kolonie pseudomondd mély béZovou
barvu, misty aZ Zluté-béZovou ¢i bile-béZovou krémovou
barvu. Byly lesklé, obcas s lehce matnym povrchem.
Okraje kolonii byly hladké a pravidelné. Kolonie vsech
pseudomonad si byly makroskopicky relativné dosti
podobné.

Mikroskopie pseudomondd

Testované pseudomonady byly mikroskopicky vySetfeny
za pomoci optického video-mikroskopu s integrovanou
kamerou s vyuZzitim techniky predchoziho barveni bunék
podle Grama (CSN EN ISO 7218, 2008). Vsechny
pozorované kmeny pseudomonad byly tvorfeny menSimi,
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gramnegativnimi, nesporulujicimi, ty¢inkami o pramérné
sitce 1,0-1,5 wm a délce 1,0-4,0 wm, coz se shodovalo s li-
terarnimi tdaji (Palleroi a Doudoroft, 1972).

Ruistovd aktivita pseudomondd

Rustova aktivita testovanych pseudomonad, tj. stanoveni
jejich poctu plotnovou metodou na agaru TSA, byla
zjiStovana po jejich predchozich jednordzovych kultivacich
v bujéonu TSB za optimalnich rlstovych podminek.
Vsechny pseudomonddy dosahovaly po kultivacich pocti
v rozmezi ¥add 10%-10° KTJ-ml™". Vysledky predstavovaly
praimér ze dvou uskutecnénych méfeni. Zjisténé vysoké
pocéty bunék prokazaly, Ze pro rast pseudomonid byl
pouzity bujén TSB vhodny, a to v kombinaci s jejich opti-
malni rastovou teplotou 30 °C a aerobnimi kultivacnimi
podminkami.

Tolerance pseudomondd k riznym kultivacnim
teplotam

Tolerance testovanych pseudomondd ke zvolenym kulti-
vaénim teplotdm 4 °C a 30 °C byla zjiStovana po jejich jed-
norazovych kultivacich v bujéonu TSB s naslednym
zjisténim jejich poctd (KTJ-ml"') plotnovou metodou na
agaru TSA. Bakterie rodu Pseudomonas jsou schopny rust
v Sirokém rozmezi teplot od 4 °C az do 45 °C. Z toho
divodu byly pro zjisténi tolerance pseudomonad k riznym
teplotdim vybrany dvé teploty. Jednak jejich optimalni
teplota rustu 30 °C, jednak nizkd kultivacni teplota 4 °C
majici vazbu na skladovani potravinarskych vyrobku pri
chladirenskych teplotich. Na zakladé experimentii bylo
konstatovano, Ze vSechny kmeny pseudomonad byly
schopny ristu v bujonu TSB pfi obou teplotach 4°C
i 30 °C, coz korelovalo s publikovanymi literarnimi daty
(Caldera a kol., 2015). Pokud byly pseudomonady kul-
tivovany pfi nizké teploté 4 °C, jejich pocet se pohyboval

Tab. 4 Resistence |/ citlivost pseudomonad k riznym antibiotikim

Druh kmene /
izolatu

Oznaceni
k uvedenému
antibiotiku

kmene /
izolatu

Kmen / izolat citlivy Kmen / izolat resis-
tentni k uvedenému
antibiotiku

v rozmezi fadt 10°-107 KTJ-ml'; tyto relativng vysoké
pocty byly shledany zajimavymi, neb nebyly predikovany.
Pokud byly pseudomonady kultivovany pfi optimalni rds-
tové teploté 30 °C, jejich pocet byl standardné vysoky a po-
hyboval se v rozmezi fadi 10*10° KTJ-ml™.

Tolerance pseudomondd k riznym hodnotim pH
Pro testovani tolerance pseudomondd k rdznym hod-
notam pH byly zvoleny hodnoty 4,0; 5,0 a 7,0. Kultivace
pseudomonad probihaly v bujonu TSB o tfech rtiznych
hodnotidch pH a jejich pocty byly nasledné zjistény plot-
novou metodou na agaru TSA. Z vysledkt vyplynulo, Ze
pseudomonady hiife snasely nizsi hodnoty pH, a Ze v pro-
sttedi o pH 4,0 viibec nerostly. V bujénu TSB o pH 5,0 se
niz8§i pocty pseudomonad pohybovaly v rozmezi trada
10*-10° KTJ-mlI™. V bujénu TSB o pH 7,0 se vysoké polty
pseudomondd pohybovaly v rozmezi fad 10%-10° KTJ-ml™.
Pro pfipadné budouci experimenty se nabizi moznost testo-
vat rist pseudomondd v prostfedi o pH napf. mezi hodno-
tami 4,0 a 5,0 z toho diivodu, Ze pseudomondady v prostiedi
o pH 4,0 uZ nerostly a v prostfedi o pH 5,0 nartstaly do
priamérné vysokych poctt. Literarni udaje uvadéji, Ze opti-
malni hodnoty pH pro rast bakterii rodu Pseudomonas se
pohybuji v rozmezi hodnot 7,0-7,5 (Thomas a kol., 1994).

Tolerance pseudomondd k ruznym
koncentracim NaCl

Pro testovani tolerance pseudomonad k rtiznym koncen-
tracim NaCl byly vybrany hodnoty 0 a 8 %. Pseudomonady
byly kultivovany v bujonu TSB bez i s pfidavkem NaCl
a jejich pocty byly nasledné zjistény plotnovou metodou na
agaru TSA. Bylo zjisténo, Ze pseudomonddy rostly jak
v bujénu TBS bez pridavku NaCl, tak i v bujénu TSB s pfi-
davkem NaCl (8 %). V bujoénu TSB bez NaCl se vyssi pocty
pseudomonad pohybovaly v rozmezi ¥ada 10°-10° KTJ-ml™!
a v bujénu TSB s NaCl o koncentraci 8 % dosaho-
valy niz&ich poctil v rozmezi fadi 10°-10° KTJ-ml".
Literarni zdroj (Egamberdieva a kol., 2015) uvadi,
Ze bakterie rodu Pseudomonas rostou v prostiedi
o koncentraci az NaCl 5 %. Na zakladé nami

CCM 21157 P, fluorescens CN, CIP CT CTX, MEM Zjl\s’tén)'/ch experimentﬁ bylo Z‘]l\slténo’ 7e
CCM 75177 P brenneri CN, CIF, CT CTX, MEM pseudomonady byly schopné riistu i v prostredi
CCM 19747 P fragi CN, CIP CT, CTX, MEM - s NaCl o koncentraci 8 %. Tato skute¢nost by
040 P koreensis / CN, CIF, CT, MEM CTX mohla byt vysvétlena mj. tim, Ze testované
P fluorescens / . a a —
P putida pseudomonady mohly byt adaptovany na vyssi
021 P lundensis CN, CIP CT. CTX, MEM . koncentrace NaCl, nebot byly izolovany
04 P koreensis CN, CIP MEM CTX z prostiedi primyslovych mlékarenskych zavodi,
10992-1 P fluorescens group / CN, CIP CT, CTX, MEM z nichz nékteré vyrabéji vyrobky s vyssim obsa-
P marginalis / hem NaCl (napt. syry; solné nélevy). Do budouc-
P azotoformans > p .
; na by bylo zajimavé testovat toleranci pseudo-
044 P gessardii CN, CIP CT CTX, MEM P o p .
monad i k vyssim koncentracim NaCl (napt. 10 %
047 P, fluorescens CN, CIP CT,MEM CTX a 15 %)
058 P, fragi CN, CIP, CT, CTX, MEM - ia
45-AM-1A P, brenneri CN, CIP, CT CTX, MEM Resist. d id k riveny
68-GKCH-0 P putida ON, CIP CT CTX, MEM "s,’; _e’fl‘iipse” omonaa k ruznym
456TKMB,5-18| P bremneri ON, CIR CT CTX, MEM O

CN... gentamicin (10 ug), CIP... ciprofloxacin (5 ug), CT... kolistin (10 ug),
CTX... cefotaxim (30 ug), MEM... meropenem (10 ug).

Vysledky stanoveni resistence pseudomonad
k vybranym antibiotikiim jsou uvedeny v Tab. 4

18

MLEKARSKE LISTY 161, Vol. 28, No. 2



VEDA, VYZKUM

a byly vyhodnoceny podle protokolu CLSI z roku 2012
(CLSI, 2017). Z Tab. 4 vyplyva, ze kmeny P. fragi (CCM
1974 T O58) a P. lundensis O21 byly citlivé ke v§em testo-
vanym antibiotikim. Kmeny P. koreensis (040 a O41)
a P. fluorescens group O47 byly citlivé ke Ctyfem testo-
vanym antibiotikim (gentamicinu, ciprofloxacinu,
kolistinu a meropenemu) a ziroven byly resistentni
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
tfem antibiotikiim (gentamicinu, ciprofloxacinu a kolis-
tinu); resistentni byly ke dvéma antibiotikim (cefotaximu
a meropenemu). Kmen P. fluorescens group 10992-1 se
ukdzal byt kmenem nejvice resistentnim k testovanym
antibiotikim; citlivy byl pouze ke dvéma antibiotikim
(gentamicinu a ciprofloxacinu). Védecka prace (Neidhardt
a kol., 2004) poukazala na pfirozenou resistenci pseudo-
monad k penicilinu a jemu podobnym antibiotikim.
Zaroven zde bylo uvedeno, Ze jsou pseudomonady naopak
citlivé napt. k ciprofloxacinu, coz potvrdily i ndmi zjiSténé
experimentalni vysledky.

Zaver

Zavérem je mozné konstatovat, Ze pomoci obou
pouzitych identifikaénich metod, tj. metody MALDI-TOF
MS s krokem extrakce a metody sekvenovani genu pro 16S
rRNA, doslo u 8 z 10 neznamych pramyslovych izolatt
Pseudomonas spp. ke shodné identifikaci na troven druhu.

Pro identifikaci pseudomonad byly ob€ metody shledany
jako vhodné, a to diky dopliiujicim se vyhoddam, navzdory
existujicim nevyhoddm. Mezi hlavni vyhody metody
MALDI-TOF MS patii relativni rychlost, vysoka piesnost,
Sirokospektralni aplikovatelnost a robustnost. Nevyhodou
je Castd nutnost porovnani vysledkt s jinou identifika¢ni
metodou - v nasem pfipadé s metodou sekvenovani genu
pro 16S rRNA. Mezi hlavni vyhody metody sekvenovani
genu pro 16S rRNA patii predev§im 100% jednoznacnost
a spolehlivost vysledkd, a také relativni rychlost. Naopak,
k jejim negativim je mozné fadit skutecnost, tykajici se
znacné fylogenetické podobnosti genu kodujicitho 16S
rRNA u nékterych bakteridlnich rodu, kterd omezuje odlisit
od sebe jednotlivé varianty.

Vysledky této prace mohou byt aplikovany pfi jednora-
zovém 1 screeningovém zajiStovani zdravotni bezpecnosti,
technologické nerizikovosti a pozadované jakosti vyra-
bénych potravinarskych surovin a vyrobkill, zejména mléka-
renskych, pfi cilené eliminaci bakterii rodu Pseudomonas.
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