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PREDMLUVA

Mikroorganismy jsou vSudypfitomné a jejich role pii vyrobé a uchovavani potravin, at’ jiz
pozitivni ¢i negativni, je zcela zasadni. Pracovnici, ktefi vstupuji do potravinového fetézce,
bud’ jako vyrobci ¢i prodejci nebo jako zastupci dozorovych orgénl, by proto méli byt
0 problematice mikroorganismii alespoil v zdkladnich rysech informovani. To bezezbytku
plati pro absolventy bakaléafského, ale 1 navazujiciho magisterského studijniho programu
Bezpecnost a kvalita potravin realizovaného na Fakulté¢ veterindrni hygieny a ekologie
Veterindrni a farmaceutické univerzity Brno.

Ucebni text je uréen prednostné studentim bakalaiského studijniho programu, pro néz je
predmét Mikrobiologie potravin a mikrobiologické laboratorni metody jedinym studijnim
pfedmétem, ktery je komplexnim zplisobem seznamuje s problematikou mikroorganismt,
jejich vlivu na potraviny a také s metodami pouzivanymi pii mikrobiologickém vysetieni
potravin a potravinovych surovin. Cilem tohoto ucebniho textu je poskytnout studentim
zékladni informace o mikroorganismech, a to se zfetelem na vlastnosti a charakteristiky
vyznamné zejména z pohledu potravinaiské mikrobiologie. Po stru¢ném uvodu a historickém
ptehledu jsou uvedeny stéZejni oblasti obecné mikrobiologie — taxonomie prokaryot,
kultivace mikroorganismi, morfologie mikroorganismi, stavba bakterialni bunky, genetika
bakterii, rist, mnozeni, vyziva a metabolismus bakterii. Nasleduje Cast tykajici se prezivani
mikroorganismu v potravinach — vliv vnitinich a vné&jsSich faktort, teorie piekazek, prediktivni
mikrobiologie, vztahy mezi mikroorganismy a vliv sanitacnich prostfedki na mikroorganismy
Vv potravinach. Pozornost je vénovana také problematice indikatorovych mikroorganismu
a potravinatrsky vyznamnym kvasinkam a plisnim.

Zavérem bychom rady podSkovaly recenzentim Mgr. Andree Vavroveé, Ph.D. a Prof. MVDr.
Aloisi Cizkovi, CSc. za kritické a konstruktivni pfipominky.

Autorky



Uvod do mikrobiologie potravin

1. UVOD DO MIKROBIOLOGIE POTRAVIN

1.1. Vyznamné historické milniky

Prvni vyznamny zlom, umoziujici rozvoj mikrobiologie jako védniho oboru, pfedstavoval
bezesporu vyndlez mikroskopu. Jiz koncem 15. stoleni sestrojil Zacharias Janssen velmi
jednoduchy slozeny mikroskop kombinujici dvé ¢ocky. Podobny aparat zvany ,,Occiale*
sestavil v roce 1610 toskansky astronom a védec Galileo Galilei. Termin ,,mikroskop® byl
poprvé pouzit v roce 1625. Anglican Robert Hooke ve své publikaci Micrographia, vydané
v roce 1665, jako prvni zavedl pojem ,,bunika® jako oznaceni pro nejmensi jednotku zivota
a publikoval fadu mikroskopickych pozorovani bunéénych struktur rostlin a kvasinek. Za
nejvetsiho prikopnika mikroskopie a ,,otce mikrobiologie“ je povazovan nizozemsky
obchodnik Antoni van Leeuwenhoek (1632 — 1723), ktery sestrojil fadu jednoduchych
mikroskopti a jako prvni pozoroval zivé mikroorganismy — tzv. , Animalcules” (prvoky,
plisné, kvasinky a bakterie) v riiznych vzorcich (voda, sliny, zubni povlak, atd.). Detailni
pozorovani jejich tvaru, velikosti a pohyblivosti opakované publikoval v letech 1673 — 1723
ve svych dopisech Kralovské spole¢nosti v Londyné, pti¢emz prvni pozorovani bakterii je
datovano 24. dubna 1676. Dalsi studium mikroorganismii bylo podminéno vyvinutim
vykonného slozeného mikroskopu asi o 200 let pozdéji v 19. stoleti.

Vynélez mikroskopu a nasledné objeveni mikroorganismli vyznamné ovlivnilo ndhled na
vznik Zivota na Zemi. Jesté pied objevenim mikroorganismi zpochybnil teorii abiogeneze
(tzv. samooplozeni, vznik Zivého z nezivého) ital Francesco Redi (1626 — 1698) svym
tvrzenim, ze larvy nevznikaji spontanné z rozkladajiciho se masa, ale z vaji¢ek nakladenych
mouchami. V roce 1776, sto let po objeveni mikroorganismi, Lazzaro Spallanzani (1729 —
1799) experimentalné prokazal, ze masovy vyvar neprody$né uzavieny a pievafeny ve
vhodné nadobé¢ se nekazi a nelze v ném nalézt mikroorganismy (ebjev sterilizace a vyroby
konzerv). Jeho odpurci vsak tvrdili, ze ke spontannimu vzniku mikroorganismt nedoslo praveé
kvili nepfistupu vzduchu, ktery je k samooplozeni nezbytny. Teorii abiogeneze definitivné
vyvratil az v roce 1859 francouzsky biolog, chemik a Iékaf Louis Pasteur (1822 — 1895),
ktery ve svych barkach ,,s labutim hrdlem* (hrdlo esovitého tvaru) udrzel tekutinu sterilni,
I kdyz byly viuci vzduchu otevieny. Pfi¢inou zachovani sterility byla gravitace nedovolujici
mikroorganismiim, pii vylouceni vzdu$ného proudéni, v izkém prostoru pronikat vzhiru.
Tento princip je dodnes vyuzivan pii kultivaci mikroorganismti v Petriho miskach.

Louis Pasteur byl jednim z velikan zlaté éry mikrobiologie (1857 — 1914). Dalsi vyznamnou
oblasti jeho vyzkumu bylo studium fermentace. Prvni proces fermentace zplsobeny
kvasinkami popsal v roce 1837 némecky anatom a histolog Friedrich Theodor Schwann
(1810 — 1882), v té dobé¢ vsak jeho pozorovani védecka obec nepiijala. Pravé Pasteur v roce
1857 prokazal, ze kvaSeni je projevem c¢innosti mikroorganismil a riizné mikroorganismy
mohou zpiisobovat rizné typy kvaSeni (alkoholové, mlécné, maselné ¢i octové). Soucasné
vypracoval u¢inny zpisob tepelné ochrany potravin pred kazenim — pasterizaci.

Prokazana schopnost mikroorganismi vyvolavat fyzikalné-chemické zmény organického
materialu vedla k teorii, ze podobné zmény mohou mikroorganismy vyvolavat také u rostlin
a zivocicht a byt tak pivoedci onemocnéni ¢lovéka. Jednim z prvnich, kdo tuto teorii uplatnili
Vv Iékaiské praxi, byl anglicky 1ékat Joseph Lister (1827 — 1912), ktery vytvofil koncept
aseptické chirurgie (tzv. antisepse), kdy k myti rukou a oSetieni chirurgickych ran pouzival
kyselinu karbolovou (fenol) a tim vyrazné€ snizil pooperac¢ni komplikace a imrtnost pacienttl.
Problematikou mozného pienosu onemocnéni prostiednictvim rukou Iékaii se zabyval
I rakousky porodnik Igndc Semmelweis (1818 — 1865), jeho hygienicka opatfeni na porodnich
salech vedla ke snizeni vyskytu tzv. horecky omladnic a tim 1 imrtnosti matek po porodu.
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Nezvratné¢ dikazy o tom, ze bakterie jsou etiologickym agens nékterych nemoci, pfinesl
némecky lékat a mikrobiolog Robert Koch (1843 — 1910), vyznamny védec a nositel
Nobelovy ceny za fyziologii a Iékafstvi (1905). Koch objevil pivodce antraxu
(Bacillus anthracis), tuberkulozy (Mycobacterium tuberculosis, ,,Kochuv bacil“) a fadu
dalSich patogennich bakterii, a vypracoval tzv. Kochovy postuldty — soubor pravidel a postupii
pti prokazovani pfi¢inné souvislosti mezi predpokladanym plivodcem onemocnéni a vlastnim
onemocnénim, které se v mediciné pouzivaji dodnes. Jejich znéni je nasledujici: 1) ptivodce
(bakterie) musi byt pfitomen v kazdém piipadu nemoci, 2) musi byt izolovatelny v ¢isté
kultute, 3) naoCkovani Cisté kultury ptivodce do zdravého pokusného zvifete musi vyvolat
onemocnéni se stejnymi klinickymi pfiznaky a 4) z infikovaného a nemocného zvifete musi
byt izolovan mikroorganismus identicky s tim, ktery byl izolovan z pivodniho nemocného
jedince. Kochovy jedineéné objevy byly podminény jeho praci v oblasti kultivace
mikroorganismii — jako prvni zacal k péstovani mikroorganisml pouzivat agarova Zzivna
média umoznujici jejich rust ve forme kolonii (prace s Cistou kulturou) a vyvinul fadu postupti
fixace a barveni mikroskopickych preparati.

Anglicky 1ékai Edward Jenner (1749 — 1823) ve své venkovské praxi pozoroval, ze u dojicu,
ptichazejicich do styku s kravskymi nestovicemi, dochazi pouze k mirné infekci a nasledné jiz
neonemocni pravymi neStovicemi. Na zaklad¢ tohoto pozorovani vyvinul v roce 1796 prvni
zpusob preventivniho o¢kovani — tzv. vakcinaci (z latinského vacca — krava), kdy hnis
z viidkt kravskych nestovic ockoval do narusené kize na pazi. V roce 1880 Louis Pasteur
objevil zdkladni mechanismus vakcinace, kdyZz pozoroval, ze opakovanym pasdzovanim
Vv laboratornich podminkach se ptivodce cholery driibeze stava avirulentni (ztraci schopnost
vyvolat onemocnéni), ale mize vyvolat imunitni odpovéd’ proti divoké virulentni formé
puvodce.

Na ptelomu 19. a 20. stoleti byla také objasnéna fada vyznamnych procest probihajicich
Vv pudg¢, jejich autorem byl rusky mikrobiolog Sergej Nikolajevi¢ Vinogradskij (1856 — 1953).
Vinogradskij izoloval nitrifikacni bakterie, objevil sirné a zelezité bakterie a dusik fixujici
anaeroby, identifikoval bakterie zodpovédné za aerobni rozklad celulosy a zformuloval
zakladni principy kolobéhu ldatek v pFirodé. Diky studiu pldnich bakterii objevil
chemolitotrofii (chemoautotrofii) — tedy zptisob vyzivy, kdy bakterie ziskavaji zakladni prvky
nezavisle na organickych latkach a zdrojem energie je oxidace anorganickych latek.

Objeveni prvnich antibiotik je datovano do obdobi mezi dvéma svétovymi valkami. V roce
1928 objevil, do jisté miry nahodou, skotsky 1ékai Alexander Fleming (1881 — 1955) penicilin
— produkt plisné Penicillium notatum, K jehoz masivnéj§imu pouziti vSak doslo az po roce
1940. Za objev penicilinu obdrzel Fleming v roce 1945 spolu se svymi spolupracovniky
Nobelovu cenu. Vyznamnou postavou tohoto obdobi byl také americky biochemik
a mikrobiolog Selman Abraham Waksman (1888 — 1973), objevitel fady antibiotik, mimo jiné
i streptomycinu — prvniho efektivniho léku proti tuberkuléze (1952 — Nobelova cena za
fyziologii a medicinu). Waksman také jako prvni zavedl pojem ,antibiotikum* pro latky
produkované mikroorganismy, které potlacuji ¢i usmrcuji mikroorganismy jiné.

Od roku 1942 se datuje pouzivani zivnych médii sloZenych pouze z chemicky definovanych
sloucenin o znamé koncentraci, a to zasluhou francouzského biochemika a mikrobiologa,
pozdéji i molekularniho genetika Jacquese Luciena Monoda (1910 — 1976). Monod zjistil, Ze
optickd denzita bakteridlni suspenze (zakaleni Zivného média) je pfimo umérné koncentraci
biomasy bakterii, dale zavedl provzduSiovani pii kultivaci bakterii a formuloval zakladni
zdkony o vyziveé bakterii, jejich rlistu a mnoZeni. Pozd¢ji se vénoval studiu molekulérni
biologie, je laureatem Nobelovy ceny za objev genetické regulace syntézy bilkovin (1965).
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Piedmétem zajmu mikrobiologli nebyly svého ¢asu pouze bakterie. Prvni virus pozoroval jiz
v roce 1886 John Brown Buist (1846 — 1915), o Sest let pozdé&ji, v roce 1892, popsal Dmitrij
Ivanovskij (1864 — 1920) prvni patogenni virus — virus tabakové mozaiky, v letech 1915 —
1917 byly objeveny prvni bakteriofagy (bakterialni viry).

Teémito objevy samoziejmé historie mikrobiologie nekonci. Po skonceni druhé svétové valky
doslo k vyznamnym objeviim v oblasti molekuldrni biologie a genového inZenyrstvi, které
vyznamn¢ zasahly 1 do studia mikroorganismti. Namatkou Ize jmenovat napiiklad objev
sekundarni struktury DNA (James D. Watson a Francis Crick, 1953), vyvoj postupu
sekvenace DNA (1975 — 1977) ¢i objev polymerazové fetézové reakce (Kary Mullis, 1985).

1.2. Zakladni pojmy

1.2.1. Mikroorganismy a jejich postaveni v systematice organismu

Jako mikroorganismy oznacujeme jednobunééné nebo vicebunééné organismy, které nejsou
schopny tvofit funkéné diferenciované tkané ¢i pletiva. Spoleénym znakem jsou velmi malé
rozméry jejich tél pozorovatelné mikroskopicky (fecky mikros — maly). Od rostlin a zivo¢icht
se odliSuji také tim, Ze pfi jejich studiu zpravidla nestudujeme vlastnosti jednoho jedince, ale
celé populace daného druhu. To vyzaduje velmi specifické metodické postupy umoziujici
jejich pomnozZeni a tim 1 zesileni jejich Zivotnich projevil na pozorovatelnou troveri.

Diky své velikosti jsou mikroorganismy pozorovatelné pouze ve svételném ci elektronovém mikroskopu. Pouhym

okem miizeme sledovat pouze jejich velké populace v zivném prostiedi (zakal, sediment ¢i povrchova blanka
Vv tekutinach a souvisly povlak ¢i jednotlivé kolonie na pevnych piidach,).

Vzité déleni zivych organismil podle organizace jejich buiiky je na organismy prokaryotni
(nadiiSe Procaryotae — prvojaderni, nalezi do ni pouze bakterie a sinice) a eukaryotni
(nadfiSe Eucaryotae — jaderni, zahrnuje ostatni organismy). Rozdily mezi prokaryoty
a eukaryoty jsou zcela zasadni, mezi obéma typy bun¢k neexistuji Zadné prechodné formy.

Hlavni charakteristiky odliSujici prokaryota od eukaryot jsou:

1. organizace bunécného jadra — jadro prokaryot neni oddéleno od cytoplasmy membranou
a tvoti je jedind cirkularni molekula DNA (bakterialni chromosom); prokaryotni buiika je
haploidni a mnozi se pouze nepohlavné (nezna mitosu ani meiosu);

2. nepritomnost bunécnych organel — V prokaryotni bumnice nejsou Zadné membranou
ohrani¢ené organely (mitochondrie, chloroplasty, endoplasmatické retikulum, atd.);
jedinou membranou je cytoplazmatickd membrana na povrchu cytoplazmy;

3. vlastnosti ribosomii — ribosomy prokaryot se 1i§i od ribosoml eukaryot velikosti,
hmotnosti a dalSimi funkénimi a stavebnimi vlastnostmi.

— cyanobakterie (sinice)

prokaryota
— bakterie
Protista
— fasy
mikrobidlni eukaryota ——— mikroskopické houby (kvasinky a plisné)

L praprvoci (Archezoa)

— prvoci (Protozoa)

Obrazek 1: Rozd¢leni mikroorganismui. (Silhdnkova, 2002 — upraveno)
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Ernst Heinrich Haeckel v roce 1866 rozdélil zivé organismy na tii biologické fise: rostliny,
zivocCichy a protista (fecky protos — prvni a protistos — nejprvnéjsi ¢i prvy ze vseho), kam
spadaji pravé mikroorganismy. Do iS¢ protista jsou zafazeny organismy prokaryotni — sinice
a bakterie, 1 eukaryotni — fasy, mikroskopické houby a prvoci (viz obrazek 1).

Studiem sinic a bakterii se zabyva bakteriologie, Fasy zkoumad algologie, predmétem studia mykologie jsou
houby, ovsem s vyjimkou mikroskopickych hub, které zkouma mikrobiologie, naukou o prvocich je protozoologie.

v

Zvlastni a velmi diskutované postaveni mezi organismy maji viry (nadfise Subcelulata —
nebunécni), které také byvaji pfifazovany k mikroorganismim. Viry jsou nebunécné
organismy stojici na rozhrani mezi zivou a nezivou pfirodou. Miizeme je definovat jako
diskrétni jednotku zivé hmoty, ktera obsahuje genetickou informaci (DNA nebo RNA),
obalové struktury a je schopna evoluce. Mnozeni jsou viry schopny pouze za pouziti
enzymovych systémil a energie hostitelskych bunék (lze je oznacit za parazity na genetické
urovni). Studiem vird se zabyva virologie, ktera byva Casto stavéna mimo mikrobiologii,
mikrobiologie obvykle studuje pouze bakteriofagy (viry bakterii) a mykoviry (viry nizsich
hub).

Zcela unikatni a obtizné zafaditelné jsou potom dals$i formy zivé hmoty — viroidy a priony.
Viroidy (téz satelity — satelitni nukleové kyseliny) jsou holé, jednoifetézcové kruhové
molekuly RNA, které na rozdil od vir nemaji bilkovinny obal. Jednd se o infekéni Castice
zpusobujici onemocnéni rostlin (naptf. brambor, chmele, rajcat ¢i okurek). Priony jsou
proteinové infekéni Castice zplsobujici degenerativni zmény v centralni nervové soustave
(napt. scrapie — klusavka ovci a koz, BSE — bovinni spongiformni encephalopatie neboli
,hemoc Silenych krav®, Creutzfeld-Jakobova nemoc).

1.2.2. Mikrobiologie — obsah studia a rozdéleni na jednotlivé obory

Mikrobiologie je tedy zjednodusené¢ nauka o mikroorganismech a je vedle botaniky
a zoologie tfeti hlavni biologickou védou. Zabyvd se studiem vlastnosti a cinnosti
mikroorganismu véetné metod jejich detekce.

Zékladnim oborem mikrobiologie je obecnd mikrobiologie, ktera se zabyva studiem
obecnych vlastnosti mikroorganismii — morfologii, cytologii, taxonomii, fyziologii, biochemii
a genetikou. Obecnd mikrobiologie méa Uzky vztah k dal§im vé&dnim obortim, jako je
biochemie, genetika ¢i molekularni biologie. Dal§im oborem je mikrobiologie specidlni, ktera
popisuje a charakterizuje jednotlivé mikrobialni druhy.

Poznatky obecné mikrobiologie jsou dale vyuzivany v riznych oborech aplikované
mikrobiologie, které studuji ulohu mikroorganisma v konkrétni oblasti. Mezi nejvyznamné;jsi
aplikované obory patii I¢katskd mikrobiologie, veterinarni mikrobiologie, zemédélska
mikrobiologie, mikrobiologie Zivotniho prostfedi a technickd (n¢kdy téZ primyslova)
mikrobiologie. Posledné jmenovany obor zahrnuje mimo jiné i mikrobiologii potravinarskou.

Potravindiska mikrobiologie ma pomé&rné Siroky rozsah. Mimo vlastni mikrobiologii
potravin sem fadime i1 mikrobiologii pfedméti denniho uzivani a mikrobiologii prostredi
potravinaiskych  podnikd. Potravinafskd mikrobiologie je Uzce spjatd s dalSimi
mikrobiologickymi obory, zejména mikrobiologii zemédé€lskou, veterinarni a lékaiskou, Ci
mikrobiologii vody a ptdy.

Oblasti studia potravinafské mikrobiologie jsou mikroorganismy, které¢ se pouZivaji pii
vyrobé potravin, pusobi kazeni potravin a predméti denniho uZivani a patogenni
mikroorganismy pienasené potravinami a schopné vyvolat alimentarni onemocnéni. Specialni
pozornost je v€novana vytvafeni vhodnych podminek pro vyuziti kulturnich mikroorganismi
Vv riznych odvétvich potravinairského pramyslu.
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Mikrobiologie potravin posuzuje a zkouma vliv mikroorganismti na potraviny v prub&hu
celého potravinového fetézce (,,from farm to table*). Na zakladé ziskanych poznatkii nas uci
vytvaret pfiznivé podminky pro vyrobu potravin a naopak zabrénit nezddoucimu vlivu
mikroorganismu na potraviny a ¢lovéka.

Potravinafskou mikrobiologii miizeme rozd€lit na statickou a dynamickou. Staticka
potravindiska mikrobiologie je zamétena na stanoveni a sledovani mikrobiologickych znakt
potravin, pfedmétli denni potieby a prostfedi potravindiskych provozi, které jsou dany
pfislusnymi legislativnimi pfedpisy. Na jeji realizaci se podili podnikové laboratofe,
akreditované zkuSebni laboratofe a kontrolni orgéany.

Dynamicka potravinaiskd mikrobiologie zkouma zmény poctu a zastoupeni mikroorganismu
a jimi zpisobené fyzikalni, chemické a senzorické zmény potravin a pfedmétt denni potieby,
pfip. i prostiedi potravinaiskych podnikt, které vznikaji vlivem vnitinich a vnéjSich faktort
zkoumanych objektd. Na jeji realizaci se podili vyzkumna a védecko-pedagogicka pracoviste.

1.3. Vyskyt a vyznam mikroorganismi

Mikroorganismy jsou vSudypfitomné, vyskytuji se ve vSech castech ptirody (nejvice ve vode,
pudé a vzduchu) a také v télech ostatnich zivych organismi — rostlin, zivoc¢ichl i ¢lovéka.
Jsou jednim z hlavnich ¢initeld, kteti ovliviiuji tvorbu a zachovani zivotniho prostiedi na nasi
planeté. Objevuji se v mirném pasu, subtropickych i tropickych oblastech i na tak extrémnich
mistech jako jsou zemské poly, hlubiny mofi, horka ztidla ¢i solna jezera.

Mikroorganismy stoji na samém vrcholu potravni pyramidy. Diky své rozkladné ¢innosti jsou
schopny utilizovat organické (organotrofie; humifikace) a anorganické (litotrofie;
mineralizace) latky az na jednotlivé anorganické prvky a navracet je tak zpét do prirody —
kolobéh prvkit v piirodé. Tato rozkladna ¢innost neprobiha pouze v pudé, ale také ve vodnim
prostiedi, kde jsou mikroorganismy hlavni soucasti systému samocisténi vodnich tokii.
V podstaté stejné pochody jsou potom vyuzivany také pii biologickém Cisténi odpadnich vod.

Velkou roli hraji mikroorganismy pii vyrobé potravin, tradi€né v mlékarenstvi a kvasném
primyslu, ale 1 dalSich odvétvich (masny primysl, konzervarenstvi, pekatska vyroba, atd.).
Uplatnéni nachazi také v zemédélstvi (vyroba fermentovanych krmiv, fixace dusiku, produkce
bioinsekticidil), farmaceutickém primyslu (produkce antibiotik, organickych kyselin,
vitaminli a enzymil), kosmetickém primyslu a tadé dalSich. Diky své velmi rychlé
a intenzivni proteosyntéze mohou byt mikroorganismy vyuzity i jako zdroj plnohodnotnych
bilkovin pti zajistovani vyzivy lidstva.

vyskyt patogennich mikroorganismit schopnych vyvoldvat onemocnéni rostlin, Zivocichi
i cloveka, Casto s velmi zavaznym az fatalnim pribéhem. Rozkladna ¢innost mikroorganismu
zpuisobuje nejen kazeni potravin, ale také znehodnoceni fady materiali (papiru, textilii, ktize,
dreva, n¢kterych plastl, organickych natérd, atd.) — nékdy oznacovano jako tzv. mikrobialni
koroze.
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Taxonomie prokaryot

2. TAXONOMIE PROKARYOT

2.1. Prokaryotni organismy

Podstatnou ¢ast mikroorganismu tvoii organismy prokaryotni, jejichz buniky se svou stavbou
a dalSimi znaky vyrazné odliSuji od organismt eukaryotnich (viz kapitola 5.1.). Prokaryotni
typ bunky sdileji dvé rozdilné skupiny organismti — doména Archaea a doména Bacteria.

2.1.1. Doména Archaea

V domén¢ Archaea jsou sdruzeny organismy vyskytujici se v riznych extrémnich
podminkach ve vodé i na souSi (tzv. extrémofilové), napt. v prostfedich hyperslanych,
hydrotermalné ¢i geotermalné vyhifivanych ¢i anaerobnich. Mezi archaea patii zejména
methanogenni bakterie, extrémné halofilni ¢i thermoacidofilni bakterie. N&kteii zastupci jsou
soucasti mikroflory stfevniho traktu zivocichl. Jedineénym biochemickym znakem této
domény je piitomnost etherové vazby mezi glycerolem a vys$S§imi mastnymi kyselinami
u lipidd v plasmatické membrané (u bakterii je vazba esterovd). V bunécné stén¢ postradaji
archaea murein (obsahuji pseudomurein) a proto nejsou citlivé k f-laktamovym antibiotikdim.

Tvar bungk je velmi rozmanity, mnozi se hlavné pticnym délenim, ale i pucenim, zaskrcenim
nebo fragmentaci.

Archaea jsou organismy aerobni, anaerobni i fakultativné anaerobni; mezofilni ¢i termofilni;
rostou chemolitoautotrofng, organotrofné¢ nebo fakultativné organotrofné. Gramovym
barvenim se barvi gramnegativh¢ nebo grampozitivné (tyto obsahuji v bunééné sténé
pseudomurein). Zajimavosti je, Ze podle soucasnych fylogenetickych analyz jsou archaea
v n¢kterych znacich podobné ¢i dokonce shodné s eukaryotnimi organismy domény Eucarya
(napf. pfitomnost intronti v genech pro tRNA a rRNA).

2.1.2. Doména Bacteria

Z praktickych divodu je doména Bacteria bézné ¢lenéna podle charakteru bunééné stény do
tii fenotypovych oddéleni: a) gramnegativni bakterie s buné¢nou sténou, b) grampozitivni
bakterie s bunécnou sténou a c¢) bakterie bez bunééné stény. Typickym znakem je esterova
vazba mezi glycerolem a mastnymi kyselinami a pfitomnost kyseliny muramové v mureinu.

Gramnegativni bakterie maji bunéénou sténu slozenou z vnéj$i lipopolysacharidové
membrany a vnitini tenké vrstvy peptidoglykanu. Jejich buiiky jsou kulaté, ovalné, tyCkovité,
mohou tvofit Sroubovice ¢i vlakna. Nékteré druhy tvoifi pochvy ¢i pouzdra. Reprodukuji se
pfinym délenim, vzacné pucenim, mnohonasobnym délenim (cyanobakterie) nebo tvorbou
myxospor a plodnic (myxobakterie). Mohou byt fototrofni ¢i nefototrofni, litotrofni nebo
heterotrofni; aerobni, anaerobni, fakultativné anaerobni ¢i mikroaerofilni; patii sem i obligatni
intracelularni parazité.

Bunétna sténa grampozitivnich bakterii postradd vnéjSi membranu a obsahuje pomérné
silnou vrstvu peptidoglykanu s fetézci teichoovych kyselin. Tvar bunék je kulaty, tyCkovity ¢i
vlaknity, ty¢ky 1 vldkna se mohou vétvit. Reprodukuji se obvykle pfi€nym dé¢lenim,
aktinomycety mohou tvofit spory. Nékteré grampozitivni bakterie tvotfi endospory (klidova
stadia). Grampozitivni bakterie jsou obvykle heterotrofni; aerobni, anaerobni, fakultativné
anaerobni ¢i mikroaerofilni; nékteré druhy jsou obligatnimi intracelularnimi parazity.

Mykoplasmata — bakterie bez bunétné stény, nejsou schopny syntetizovat prekurzory
peptidoglykanu a jsou proto rezistentni k inhibitorim syntézy bunétné stény. Bunka
mykoplasmat je obklopena pouze cytoplasmatickou membranou a proto jsou morfologicky

pleomorfni. RozmnoZuji se pufenim, fragmentaci a/nebo pficnym délenim. AZ na vyjimky
jsou nepohyblivé a netvoii klidova stadia. K jejich obarveni se obvykle pouziva barveni podle
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Giemsy. K rustu vétSinou vyzaduji komplexni média. Do této skupiny patii saprofytické i
patogenni druhy.

2.2. Taxonomie
Taxonomie je véda zabyvajici se charakterizaci a zafazenim organismi do jednotlivych
taxonomickych jednotek (tzv. taxond), a to na zéklad¢ jejich vlastnosti a vzajemného
ptibuzenského vztahu. V ptipadé taxonomie prokaryot jsou oblasti studia organismy z domén
Archaea a Bacteria.

Taxonomii je potieba odlisit od systematiky, kterd je studiem diverzity mikroorganismit a jejich vzdjemné
pribuznosti v Sirsim kontextu, kdy mimo taxonomické klasifikace zahrnuje téZ dalsi obory — ekologii, biochemii,
genetiku, patologii a molekularni biologii.

Cilem taxonomie je tedy: a) identifikovat a popisovat zakladni taxonomické jednotky — druhy,
a b) navrhovat vhodny zpisob jejich zatazovani a katalogizace. Taxonomie je dynamicky
subjekt, ktery se na zaklad¢ dostupnych udaji miize ménit.

Taxonomie se sklada ze tfi vzajemné propojenych oblasti:

- Kklasifikace (uspotadani organismt do skupin na zakladé jejich podobnosti a pfibuznosti),

- nomenklatury (pfifazovani jmen taxonomickym skupinam podle mezinarodnich pravidel),
- identifikace (zafazovani novych izolati do jiz ustavenych a pojmenovanych taxont).

Pro stanoveni fylogenetického postaveni prokaryot je klicova sekvenéni analyza 16S rDNA,
kdy podobnost 97 % a vyssi je udavana jako hrani¢ni pro zastupce stejného druhu (pfi nizsi
mife podobnosti tvofi novy izolat novy taxon).

2.2.1. Taxonomicka hierarchie prokaryot

Nejvyssi postaveni v taxonomii prokaryot ma doména, nasleduji niz$i podskupiny — kmen,
tiida, ¥dd, Celed’, rod, druh a podruh. Na rozdil od taxonomie eukaryot se nepouZzivaji
terminy fiSe a odd¢leni. Obecné vZité pojmy jako spirochéty, methan oxidujici bakterie, atd.
nemaji oficialni postaveni.

Zékladni taxonomickou jednotkou je druh (lat. species, zkratka sp. nebo spp.). Timto pojmem
se obvykle oznacuje skupina individui vykazuji vysoky stupen podobnosti, kterd se soucasné
vyznamné lisi od jiné skupiny individui. V bakteriologii je vSak druh definovan jinak nez
V botanice ¢i zoologii. Prokaryota nejsou schopna pohlavniho rozmnoZovani a jejich
fenotypové a genotypové vlastnosti mohu byt velmi proménlivé, proto je zde vymezeni druhu
velmi obtiZné.

Pro bakterie je charakteristicka tzv. ,,genetickd promiskuita®, tj. pomeérné vysokd frekvence horizontalni vymény
casti genetického materialu mezi dvema treba i znacné nepodobnymi jedinci (prostiednictvim konjugace,
transdukce a transformace). Dalsim faktorem je velka proménlivost genetickych vlastnosti bakterii vyplyvajici

z haploidie jejich genomu. U haploidni buniky se kaZda mutace projevi, protoZze neni zakryta normdlni funkci
druhé nemutované alely.

Druh u prokaryot je tedy definovan jako:

- jasné vymezena skupina vzéjemné pfibuznych kmeni, zahrnujici typovy kmen,

- sdilejici 70% a vys$si DNA-DNA homologii komplementarnich part bazi,

- vykazujici, aZ na vyjimky, shodné fenotypové znaky

- asoucasn¢ majici nékteré odlisné znaky od jinych skupin.

Dle doporucent se genomospecies — genomicky druh rozeznatelny pouze srovndnim nukleovych kyselin, druhové
nepojmenovavd, dokud nejsou zjisteny rozdilné fenotypové viastnosti umoznujici jeho odlisent od jinych taxonii.
Nizs$i taxonomické jednotky pod trovni druhu predstavuji poddruhy (lat. subspecies, zkratka
subsp. nebo ssp.), které se od dalSich poddruhti 1i§i urcitou fenotypovou (napt. fyziologickou
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nebo biochemickou) vlastnosti, pficemz ziistdva zachovana vysoka DNA homologie v ramci
daného druhu. Pfikladem muze byt druh Salmonella enterica, ktery se déli do Sesti poddruhd.
Poddruh ma v nomenklatufe prokaryot oficidlni postaveni a je fylogeneticky validni.

V mikrobiologické praxi se velmi c¢asto pouziva dal§i typ wvnitrodruhového tiidéni,
tzv. variety. Jednotlivé variety jsou zaloZeny pouze na vybranych ,,uzite¢nych* znacich, avsak
neprokazatelnych pomoci ptibuznosti DNA. Variety jsou tedy skupiny kment dané¢ho druhu,
Které se rozliSuji na zakladé specialnich charakteristik. Variety, narozdil od poddruhi, nemaji
V taxonomii oficialni postaveni a jsou uzite¢né pouze z praktického hlediska. Nazvy variet
obsahuji pfiponu —var nebo —typ (pouzivanéjsi, ale méné spravné oznaceni). T¥idéni na Grovni
variet ma velky vyznam pfi epidemiologickych analyzach.

Ptiklady variet:

- sérovar — odliSeni na zékladé antigennich vlastnosti (rod Salmonella,
Listeria monocytogenes);

- biovar — odliseni na zaklad¢ biochemické ¢i fyziologické vlastnosti;

- fagovar — odliseni na zakladé schopnosti kment byt lyzovany rtiznymi bakteriofagy (rod
Salmonella, L. monocytogenes);

- patovar — odliSeni na zéklad€ patogennich vlastnosti pro rizné hostitele.

Nejblizsi vyssi taxonomickou jednotkou druhu je rod (lat. genus). Rod je obvykle dobie
definovana skupina taxona (druht, pfip. i poddruhit), ktera je jasné odliSitelna od jinych rodi.

Druhy a rody jsou v mikrobiologické praxi nejpouzivanéjsi taxonomické jednotky.

Tabulka 1: Taxonomicka hierarchie bakterii — ptiklady.

Doména (Regio) Bacteria Bacteria

Kmen (Phylum) Proteobacteria Firmicutes

Trida (Classis) Gammaproteobacteria Bacilli

Rad (Ordo) Enterobacteriales Bacillales

Celed’ (Familia) Enterobacteriaceae Listeriaceae

Rod (Genus) Salmonella Listeria

Druh (Species) Salmonella enterica Listeria monocytogenes
Poddruh  (Subspecies)  Salmonella enterica subsp. enterica

Pozn.: Zvyraznéné koncovky jsou typické pro danou taxonomickou jednotku.

2.2.2. Klasifikace

Cilem klasifikace je uspotfadani organismi na zaklad¢ jejich vzajemnych vztahli a podobnosti
do jednotlivych taxonti. Prvnim krokem klasifikace je experimentalni stanoveni vlastnosti
mikroorganismu. Na zaklad¢ vysledkd analyzy jsou potom mikroorganismy zai‘azovdny do
jednotlivych skupin. Abychom tedy mohli mikroorganismy klasifikovat, musime nejdiive
znat jejich vyznamné morfologické, biochemické, fyziologické, chemické, molekularné-
biologické a genetické charakteristiky.

Bé&Zné pouZzivanou klasifikaéni metodou je numerickd taxonomie, ktera diky vyuziti
pocitacové analyzy umoziiuje zpracovani velkého mnozstvi dat zriznych zdroji
(morfologické, biochemické, fyziologické, antigenni, atd.). Prvnim krokem je shromazd’ovani
udaji pro klasifikované kmeny, jednotlivé charakteristiky jsou néasledné zakddovany a je
vypocitdna podobnost mezi kmeny. Zjisténa podobnost je zavérem analyzovana za ucelem
vytvofeni taxonomickych struktur.
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Podle spektra zahrnutych kritérii Ize hovorit o praktické klasifikaci, ktera je zaloZena pouze na fenotypovych
charakteristikach (morfologicke, biochemické a fyziologické znaky) bez ohledu na fylogenetickou pribuznost. Pri
fylogenetické klasifikaci jsou fenotypové charakteristiky doplnény o vysledky molekuldrné biologickych metod
studia genetické pribuznosti (DNA-DNA hybridizace, DNA-rRNA hybridizace, sekvenace rRNA a proteinii)
a chemotaxonomicke udaje.

Znaky (vlastnosti) slouzici ke klasifikaci bakterii:

- morfologicke (tvar a velikost bun¢k, pfitomnost bi¢ikl, barvitelnost, vzhled kolonii, atd.)

- fyziologické (schopnost vyuzivat rizné zdroje zivin a energie, vztah ke kysliku, slozeni
a funkce bunécné stény, tvorba nebo Stépeni ruznych sloucenin, schopnost vyvolat
onemocnéni jistého hostitele ¢i schopnost existence v riznych typech prostiedi, atd.)

- sérologické a chemické (antigenni struktura, chemické slozeni bunééné stény ¢i bunécnych
struktur — peptidoglykan, kyselina teichoova, polarni lipidy cytoplasmatické membrany,
mastné kyseliny, atd.)

- molekularni (slozeni bazi nukleovych kyselin, tj. pomér cytosinu a guaninu k adeninu
a thyminu vyjadfovany v procentech jako obsah C+G, primarni struktura DNA, atd.)
Mikroorganismy znacné se lisici obsahem purinovych a pyrimidinovych bazi v DNA nemohou byt prislusniky

Jjednoho druhu. Na druhé strané viak mikroorganismy, které maji témér totozny obsah jednotlivych bazi
V DNA nemusi byt vzdy blizce pribuzné, dulezité je také poradi bazi.

- genetické (schopnost vymény gent transformaci, transdukci nebo konjugaci)

Na rozdil od nomenklatury, ktera je piesné stanovena, neexistuje zatim zadna oficidlni
klasifikace bakterii. Jako ,oficialni“ by snad mohla byt navrzena ta, kterd je Siroce
akceptovatelna celou odbornou mikrobiologickou vefejnosti po néjakou dobu. Je dilezité mit
na paméti, ze klasifikace prokaryot je kategorie vytvotfena pro mikrobiology a ne pro jednotky
(bakterie), které jsou klasifikovany.

Pomeérné velkd cast mikrobiologii pouziva jako , klasifikacni prirucku’ Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology. Jednd se o nékolikasvazkovou publikaci, poprvé vydanou v roce 1923, kterd je neustdle
aktualizovana. Kazdy svazek aktualizuje jiny kolektiv autorii a kaZdy rod zpracovava predni svétovy odbornik
pro uvedeny rod. Manual popisuje vSechny znamé bakterie a uvadi tabulky viastnosti jednotlivych druhi
potrebné pro jejich identifikaci. Bakterie jsou zde do jisté miry usporadany z taxonomického hlediska, toto
rozdéleni vSak neni uplné a rada bakterialnich rodii je zarazena za nejpribuznéjsimi celedémi. Bergeyho manudal
se déli na jednotlivé kapitoly neboli sekce, z nichz kazda zahrnuje uréitou skupinu bakterii vymezenou na
zakladé fenotypovych charakteristik — barvitelnosti podle Grama, morfologie, tvorby spor, atd. Jednotlivé sekce
(celkem 33) potom tvori napr. grampozitivni koky, fakultativné anaerobni gramnegativni tycinky, spirochety, atd.

2.2.3. Nomenklatura

Nomenklatura je pojmenovavani jednotlivych taxont. Ridi se mezinarodné dohodnutymi
pravidly (mezindrodni nomenklatoricky kod — International Code of Nomenclature of
Bacteria), je oficialni a jedina — kazdy taxon ma jen jedno platné jméno. Snahou je usilovat
o stabilitu jmen organismu, vyhnout se pouziti jmen, které mohou zpusobit chyby ¢i zmatek
V pojmenovani a zabranit vytvafeni neuZiteCnych jmen. Mezinarodni nomenklatoricky kod je
odli$ny pro Zivocichy, rostliny, bakterie a viry.

Nomenklatura prokaryot je zaloZena na binomickém principu, ktery zavedl Linné, a je
nezavisla na nomenklatufe botanické (s vyjimkou nazvii fas a hub) a zoologické (s vyjimkou
praprvokl a prvoktl). Nezavislost znamena, ze stejné jméno muze byt pouzito pro oznaceni
prokaryotniho taxonu stejné jako rostlinného nebo Zivoc¢isného, az na vyse zminéné vyjimky.

Nomenklatura mize obsahovat dvé ¢asti:
a) informacni ¢i neplatné jméno (napft. bacil tuberkulozy),
b) védecké jméno (Mycobacterium tuberculosis).
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Védecka jména taxonl prokaryot regulovand nomenklatorickym kédem maji spole¢né dvé
véci: a) pochazeji z latiny nebo fectiny, nebo jsou latinizovéna v té formé&, aby byla snadno
rozpoznatelna jako védecké jméno; b) umoziuji definovat pozici v taxonomické hierarchii.

Nové popsany taxon musi byt publikovany v periodiku International Journal of Systematic
Bacteriology (od roku 2002 International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology), jeho jméno musi byt vytvoreno v souladu s nomenklatorickym kodem pro
bakterie, musi byt dostatecné popsany jeho vlastnosti a musi byt urcena #ypovd kultura (Cista,
nezkontaminovand kultura nového druhu, tzv. typovy kmen). Pfed publikaci jména nového
druhu musi byt kultura typového kmene deponovana nejméné ve dvou vetejnych trvalych
sbirkach kultur mikroorganismii, kde je nasledné snadno dostupna a slouzi jako referencni
kultura pro piimé srovnavani s novymi izolaty (napi. Ceska sbirka mikroorganismt Brno).

2.2.3.1. Védecké nazvy bakterii
Binomicky princip znamend, ze je védecky nazev druhu tvoien dvéma slovy: 1) podstatnym
jménem rodu a 2) pfidavnym jménem druhu.

V psaném textu se védecké nazvy druhu pisi vzdy kurzivou a s velkym pocateénim pismenem
v ozna¢eni rodu, napf. Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Lactobacillus casei,
Staphylococcus aureus.

Ptidavné jméno druhu zacind vzdy malym pismenem, a to i v pfipad¢é zkraceni rodového
jména, napt. Escherichia coli — E. coli, Salmonella enterica — S. enterica.

Nézev poddruhu se piSe opét kurzivou a malymi pismeny, a to mimo zkratky pro poddruh
(subsp.), ktera se piSe béznym pismem (ne kurzivou) — Salmonella enterica subsp. enterica.

Pokud v textu oznaCujeme pouze piislusny rod bakterii, piSe se za rodové jméno zkratka pro
rod (spp.), ktera se opét pise béznym pismem (ne kurzivou) — Streptococcus spp., Vibrio spp.

Vsechny nazvy vysSich taxonomickych jednotek nez rod se piSi kurzivou s velkym
pocatecnim pismenem — napi. ¢eled’ Enterobacteriaceae, fad Methanobacteriales.

Nékteré bakterie, napf. salmonely, jsou béZzné klasifikovany aZ na troven serovarii (zkratka
sv.), které se piSi béZnym pismem (ne kurzivou) a s velkym pocatecnim pismenem — napf.
Salmonella enterica subsp. enterica sv. Enteritidis. Mezinarodné vzitou praxi je zkracovani
nazvi salmonel pouze na nazev rodu a sérotypu — napi. Salmonella Enteritidis, S. Typhi.

Védecké nazvy bakterii jsou nesklonné a vyslovuji se podle pravidel stiedovéké latiny:

- Cpied a, 0, U, souhlaskou a na konci slova se ¢te jako k (Leuconostoc dextranicum),

- Ccptede, ae, oe, i ay se vyslovuje jako ¢ (Bacillus cereus),

- s pred samohlaskou uprostied slova (uprostted kmene slova) se ¢te jako z
(Lactobacillus casei, Yersinia pestis), v ostatnich ptipadech se ¢te jako S
(Saccharomyces),

- ae aoe se Cte jako é (Enterobacteriaceae),

- ti, po némz nasleduje samohlaska se ¢te jako ci (Serratia spp.),

- i, ti, ni se ¢te jako dy, ty, ny (Salmonella Enteritidis, Chlamydia spp.),

- ph se c¢te jako f (Staphylococcus aureus).

2.2.3.2. Informacni (trivialni) nazvy bakterii

Trivialnimi (poceSténymi) ndzvy se obvykle oznacuji rody a vyssi taxonomické jednotky.
Tyto ndzvy se pi$i malymi pismeny, béznym pismem (ne kurzivou) a mohou se sklonovat.
Mezi bézné pouzivané patii napt. salmonely, stafylokoky, streptokoky, listerie, bacily.
Trivialni nazvy se nikdy nepouZivaji s nazvem druhu.
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U nazvl odvozenych od vlastniho jména osoby nebo mista se i v pocesténé forme¢ ponechava
vlastni jméno v plivodni podobé, ale vyslovuje se podle zvyklosti ptislusného jazyka.
Naptiklad escherichie — ,.eSerichie” jsou pojmenovany po objeviteli Escherichia coli
rakouském 1ékafi Theodoru Escherichovi; shigely — ,Sigely” po objeviteli Shigella
dysenteriae japonském lékaii Kiyoshi Shigovi; yersinie — , jersinie” po objeviteli pavodce
dyméjového moru Yersinia pestis francouzsko-$vycarském lékati Alexandre E. J. Yersinovi.

2.2.4. Identifikace

Identifikace (urcovani) je postup, kterym zjistujeme, do kterého a jak pojmenovaného taxonu
nove izolovana bakterie (¢i bakteridlni kmen) nélezi. Je tedy praktickou aplikaci klasifikace
a nomenklatury. Pfi identifikaci bakterii se bézné vyuzivaji klasifikacni charakteristiky, ale
pozor, klasifikacni a identifikacni schémata rozhodné nejsou totoZnd, mohou si byt pouze
podobna!

Identifikacni schéma pro urcitou skupinu mikroorganismti Ize vytvofit az po tom, kdy byla
tato skupina klasifikovana. Obecné plati, ze charakteristiky zvolené pro identifikacni schéma
by mély byt snadno stanovitelné, identifikatni schémata obvykle obsahuji pouze nékolik
nejvyhodnéjsich rozlisujicich charakteristik (oproti tomu u klasifikace je jich velky pocet).
Podminky, pfi nichz byly jednotlivé charakteristiky testovany, by mély byt standardné
popsany (srovnatelnost vysledkl jednotlivych laboratofii).

Pro klasifikaci ma kazda zjisténa charakteristika stejnou vahu. Naproti tomu pro identifikaci
mohou byt nékteré znaky zvyhodnény oproti ostatnim, a to v zavislosti na identifikované
skupiné (napft. koagulasa u stafylokoki ¢i oxidasa u enterobakterii).

Identifikace mikroorganismli pivodné spocivala na biochemickych testech zalozenych na
rustu bakterii, pfipadné¢ doplnénych o stanoveni citlivosti k antimikrobidlnim latkdm. Ve
vybranych ptipadech byla doplikové déldna aglutinace, komplement fixaéni nebo
neutralizacni reakce — obecn¢ se jednalo o postupy pracné, s vysledky dostupnymi az za
nékolik dni.

Nyni je bakterialni identifikace z velké ¢asti provadéna pomoci miniaturizovanych
komercnich souprav — tzv. mikrotestli, ¢asto polo ¢i pln€ automatizovanych. Tyto systémy
umoznuji odecitani vysledki za 2 — 4 hodiny, nejpozdé€ji do 24 hodin, jsou rychlé, spolehlivé,
standardni, cilen¢ orientované na klinicky vyznamné taxony a levné. Pfi rutinni identifikaci se
vyuziva také tada imunodiagnostickych metod (latexova aglutinace, imunofluorescen¢ni

techniky, atd.).

Pro identifikaci bakterii jsou vytvoreny i tzv. dichotomické klice, bezné pouzivané pri identifikaci rostlin
a zivocichii, ve kterych se diskriminace provadi na zdaklade hodnoty jednoho klicového znaku. Omezenim
dichotomickych klicii je mnoho vyjimek z pravidla o té které hodnoté toho kterého znaku. Napr. pritomnost ¢i
nepritomnost urcité enzymové aktivity: stav kdy 100 % kmenii bude + nebo 100 % kmenii bude - je

Vv

a pravdépodobnostni pristup nejen k taxonomii, ale i k identifikaci bakterii — hovoiime o numerické identifikaci.

Zakladni podminku pro provadéni identifikace je prace s Cistou kulturou. Je nutné si
uvédomit, Ze narlst izolovanych kolonii na misce nemusi znamenat Cistou kulturu, zvIast
pouzijeme-li selektivni média, kde mulze byt pfitomna ziva, avSak téméf nerostouci
kontaminace pobliz izolovanych kolonii, kterou pii subkultivaci mizeme pienést spolu se
zvolenou kolonii. Z tohoto divodu jsou pfti identifikaci uptfednostiiovana neselektivni média
(pti stanoveni mikroorganismil v potravinach je standardnim postupem, ze jsou suspektni
kolonie ze selektivniho média pfed konfirmaci pfeockovany na vhodné neselektivni médium).
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3. KULTIVACE MIKROORGANISMU

Pii praci s mikroorganismy je nezbytné zajistit jejich dostatecné pomnozeni in vitro
(Vv podminkach laboratoie). Pti péstovani neboli kultivaci musime bakteriim zajistit vhodné
podminky tak, aby byl jejich rist co nejlepsi. Jednd se predevSim o dostatek vody
a nezbytnych zivin, optimalni teplotu, odpovidajici slozeni atmosféry, pH, osmoticky tlak,
redox potencidl, atd. Obvykle toho dosdhneme pouzitim vhodnych kultivacnich (zivnych) pad
a zvolenymi podminkami inkubace.

Problematika kultivace mikroorganismii je detailné zpracovana ve skriptech Mikrobiologie potravin — prakticka
cviceni I. Obecna mikrobiologie; zde jsou uvedeny pouze zdkladni informace.

3.1. Kultiva¢ni média

Pii kultivaci mikroorganismu in Vitro se pouzivaji kultiva¢ni neboli Zivna média, ktera slouzi
jako zdroj energie a Zzivin nezbytnych pro jejich rist. Spliuji i dalSi naroky danych
mikroorganisml — optimalni pH, obsah vitamind, aminokyselin, apod. Laboratofe vyuzivaji
pudy bud’ pifimo dodavané vyrobcem v Petriho miskach, zkumavkach nebo lahvich, pfipadné
si pidy pfipravuje laboratof sama, a to zkomer¢nich dehydrovanych smési nebo
Z jednotlivych slozek podle receptury. Jejich sterilita se ve vétSiné pripadd zajistuje
autoklavovanim nebo filtraci pfes membranové filtry S pory o praméru 0,22 pm. Kultivaéni
pudy se pouzivaji pro riizné ucely: k transportu zivych mikroorganismi, ke konzervaci,
resuscitaci, pomnozeni, izolaci, atd.

Obecné délime kultivacni pudy na prirozené (komplexni, chemicky nedefinované), jejichz
zakladem je zivny bujon, a syntetické (chemicky definované), které jsou slozeny z chemicky
definovanych sloucenin. Podle konzistence rozeznavame pudy tekuté (bujony) a pidy pevné
(s obsahem 1 — 2 % agaru). V nékterych piipadech (napi. stanoveni pohyblivosti, serologické
urceni bi¢ikovych antigenil) se pouzivaji i pudy polotuhé (semisolidni) s pfidavkem agaru do
0,5 %. Podle slozeni délime pudy na zdkladni, obohacené (krevni agar), elektivni (kultivace
uzké taxonomické skupiny mikroorganismil — napt. proteolytické mikroorganismy), selektivni
(obsahuji inhibitor rlstu nezddoucich mikroorganismi), diagnostické (obsahuji indikator
biochemické aktivity) a selektivné diagnostické (kombinace obou), dale pak chromogenni
(obsahuji tzv. chromogen, coZ je bézny substrat napf. cukr s navdzanou barevnou molekulou —
chromoforem) a fluorogenni piidy (na substrat je navazano fluorescencni barvivo).

3.2. Metody kultivace mikroorganismu

Podstatou kultivace (péstovani) mikroorganismt je pieneseni mikroorganismt piitomnych
Vv testovaném vzorku — tzv. inokulum, do sterilni Zivné pidy. Tento postup se oznacuje jako
ockovani — inokulace. Pfi vlastni praci musime postupovat zcela asepticky, do kultury ani
pudy nesmi vniknout zadné cizi mikroorganismy ze vzduchu, pracovnich pomicek ¢i rukou.
Zaockované Zivné médium (Petriho misky, zkumavky) nasledné inkubujeme pfi podminkach
vhodnych pro rist daného mikroorganismu.

3.2.1. Kvantitativni metody

Cilem kvantitativnich metod kultivace je co nejpiesnéjSi stanoveni poctu Zivotaschopnych
bunék mikroorganismit (vSech mikroorganismti, vybranych skupin ¢i urCitého druhu) ve
vySetfovaném vzorku. Vysledkem je konkrétni hodnota vyjadiena jako pocet KTJ (= kolonie
tvoricich jednotek, angl. CFU = colony forming unit) v 1 ml nebo 1 g vzorku. Kazda kolonie
je povazovana za klon jediné butiky; pocet kolonii na misce tedy odrazi pocet bunék v objemu
vzorku kultivovaném na misce.
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Kultivace mikroorganismii

V rutinni potravinarské praxi se nejcastéji pouziva stanoveni za pouziti pevnych zivnych
médii, a to metoda zalévani do agarovych piid (metoda zaliti) ¢i metoda roztéru na povrch
agarovych pud. Ockovani do tekutych ptd se pouziva pii stanoveni nejpravdépodobnéjsiho
poc¢tu mikroorganismi (metoda MPN — angl. most probable number). Metoda MPN se
pouziva pro stanoveni po¢tu mikroorganismu ve vzorcich, kde se ocekava jejich velmi nizky
pocet. Pfi vySetfeni pitné vody ¢i dalSich dobfe filtrovatelnych vzorka l1ze vyuzit i metodu
membranové filtrace.

3.2.2. Kvalitativni metody

Kvalitativni metody kultivace slouzi k prikazu piitomnosti ¢i absence konkrétnich
mikroorganismit ve vysetfovanych vzorcich. Vysledek kvalitativnich analyz se vyjadiuje
jako pfitomnost/nepfitomnost dané bakterie v ur¢itém objemu vzorku (nejcastéji v 10 nebo
25 g ¢iml).

Stanoveni miize probihat jednostupiiové nebo dvoustupniovné. Rozdil je v poctu pouzitych
pomnozovacich krokti pied vlastnim vyockovanim na pevné selektivni nebo selektivné
diagnostické pidy. Pii jednostupnové kultivaci je vzorek pomnozen v jednom selektivnim
bujonu — napf. bujon podle Boltona pfi priikazu bakterii r. Campylobacter. Ale napiiklad pfi
prikazu salmonel se vzorek pomnozuje dvoustupnioveé: nejprve v neselektivnim
bujonu (pufrovana peptonova voda) — resuscitace salmonel, poté v bujonech selektivnich
(Rappaport-Vassiliadistv bujon se s6jovym peptonem a Mueller-Kauffmaniv tetrationatovy
bujon s novobiocinem) — selekce prokazovanych bun€k. Pomnozeny vzorek je vzdy
vyockovan (izolovan) na pevnou agarovou puidu, narostlé charakteristické kolonie jsou poté
podrobeny tzv. konfirmaci, kdy se vhodnymi metodami potvrdi, ze se skute¢né jedna
0 stanovovany mikroorganismus.

3.3. Podminky kultivace

Pomineme-li slozeni Zivného média, které ma zasadni vliv pro Uspé$nost kultivace, je rust
mikroorganismti ovlivnén piedevS§im teplotou, slozenim kultivaéni atmosféry, relativni
vlhkosti a dobou kultivace.

3.3.1. Teplota

Teplota je obecné jednim znejvyznamnégjSich faktord ovliviiujicim rist a mnoZeni
mikroorganismi. Kazdy mikroorganismus ma svou optimalni, minimalni a maximalni teplotu
rustu, na zakladé¢ optimalni teploty lze rozliSit tfi zakladni skupiny mikroorganismi —
psychrofilni, mezofilni a termofilni (tabulka 2). Pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni
mikroorganismll v potravinach je pro kazdy druh normativné stanovena pfislusna teplota
kultivace, kterd se ale nemusi shodovat s optimalni teplotou riistu pro dany mikroorganismus.
Pfi stanoveni mikroorganismi se proto pouzivaji termostaty, které udrzuji zvolenou teplotu po
celou dobu kultivace.

Tabulka 2: Optimalni, minimalni a maximalni teploty rlstu psychrofilnich, mezofilnich
a termofilnich bakterii. (Jay, 1992 — upraveno)

) . Teplota ristu (°C)
Skupina bakterif Optimalni Minimalni Maximalni
Psychrofilni 10-15 <0 20
Mezofilni 30-40 20 45
Termofilni 55 - 65 45 nekteré druhy az 100
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Kultivace mikroorganismii

V mikrobiologii potravin ma vyznamné postaveni skupina psychrotrofnich bakterii.
Psychrotrofni bakterie jsou schopné rustu pii teplotdich mezi 0 — 7 °C, pfestoze se mohou
mnozit az do teplot 43 °C a jedna se tedy de facto o mezofilni mikroorganismy. Na rozdil od
psychrofilnich mikroorganismu, které se nachazi v potravindch pochazejicich z extrémné
chladného prostiedi, pfi¢inou kazeni masa, zeleniny a dalSich potravin skladovanych pfi
teplotach 0 — 5 °C jsou zpravidla psychrotrofy.

3.3.2. Vztah ke kysliku

Mikroorganismy se zna¢né liS$i svymi ndroky na pfitomnost nebo nepfitomnost kysliku.
V zévislosti na stupni tolerance vii¢i molekularnimu kysliku je mozno mikroorganismy
klasifikovat do nasledujicich skupin:

- aerobni mikroorganismy vyzaduji pro svij metabolismus jako konecny akceptor
elektront kyslik (napf. rody Pseudomonas, Vibrio, Mycobacterium);

- fakultativné anaerobni mikroorganismy mohou rust v aerobnich 1 anaerobnich
podminkach, za ptistupu kysliku je jejich rozmnozovani rychlejsi diky ucinnéjsi preméné
substratu v energii (napt. rody Escherichia, Staphylococcus, Bacillus);

- mikroaerofilni mikroorganismy maji anaerobni metabolismus, ale nizké koncentrace
kysliku urychluji jejich mnoZeni, mikroaerofilni atmosféra ma specifické slozeni
(napt. rody Campylobacter, Lactobacillus);

- anaerobni mikroorganismy vyzaduji absenci kysliku v prostfedi, kyslik na n¢ ptsobi
inhibi¢né, ptip. toxicky (napt. rod Clostridium).

Ve vétsing ptipadl probihd kultivace za aerobnich podminek — aerobni kultivace, vhodnych
jak pro aerobni, tak 1 fakultativné anaerobni mikroorganismy. Tyto mikroorganismy
kultivujeme na agarovych plotnach ¢i ve zkumavkach, kde kyslik pronika difazi tenkou
vrstvou agarové pudy. Pfi pomnozovani mikroorganismil ve vét§im objemu tekutého zivného
média je potfeba sytit pidu kyslikem, coz se prakticky provadi tFepanim na automatickych
tiepackach nebo aeraci.

Mikroaerofilni a anaerobni kultivace se provadi v pfipadé mikroorganismil rostoucich za
neptitomnosti nebo sniZzené tenze vzdusného kysliku. Toho lze nejcastéji docilit pouzitim
anaerostatll, ze kterych se kyslik odstrafiuje chemickou reakci nebo odcerpanim, dale pak
povarenim pud a po zaockovani naslednym pievrstvenim parafinem.

3.3.3. Relativni vlhkost

Relativni vlhkost m& vyznam zejména pii dlouhodobé kultivaci ¢i kultivaci termofilnich
druhli probihajici pfi vysSich teplotach. V tomto piipadé je nutné zabranit nadmérnému
vysychani Zzivného média, a to napf. vloZzenim odpafovaci misky s vodou do termostatu,
obalenim Petriho misek parafilmem a jejich ukladanim do vlhkych komtrek nebo zabalenim
kultiva¢nich nadob do polyethylenovych sacku ¢i folii.

3.3.4. Doba kultivace

Obvykla doba kultivace potravindisky vyznamnych mikroorganismii se pohybuje v rozmezi
24 az 72 hodin, vyjimku tvoii kvasinky a plisné vyzadujici pro nartst charakteristickych
kolonii minimélné¢ 5 dni. Konkrétni doba kultivace zalezi na stanovované skupiné
mikroorganismi a pouZitém druhu Zivné pidy.
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4. MORFOLOGIE BAKTERII

Bakteridlni buiika je vyrazné¢ mensi nez buika eukaryot, odpovidd svou velikosti zhruba
velikosti mitochondrii. Bakterie jsou pozorovatelné pouze v optickém ¢i elektronovém
mikroskopu. Pfi popisu bakterialnich bunék zohlednujeme jejich velikost, tvar a usporadani.
Z hlediska jejich zafazeni je dilezitym znakem i barvitelnost Gramovym barvenim.

Velikost bakterii se pohybuje v rozsahu od n¢kolik desetin po n€kolik desitek pm. VétSina
potravinaisky vyznamnych bakterii méfi kolem 1 — 3 pum. Mezi nejmensi bakterie patii
mykoplasmata (0,2 — 0,25 um) a chlamydie (asi 0,33 pm), mezi nejvétsi bakterie potom napf.
spirochety (60 pum). Tvar bakterii je kulovity (koky, fecky coccos = jadro) nebo protahly.
Protahlym formam ftikame ty¢inky (latinsky bacillus, fecky bacterium ze slova bactérion =
htlka). Ty¢inky mohou byt rovné, prohnuté nebo vytvari tzv. vlakna. Jen vyjimecné je
bakterie nesymetrického tvaru. Bakteridlni buiikky se mohou vyskytovat jednotlivé nebo jsou
uspotadany do charakteristickych utvaru — dvojice, fetizky, shluky, palisady, atd.

Tvar bakterii je zna¢né proménlivy, zavisi na fadé vnéjsich vlivll — riistova faze, vek kultury,
slozeni Zivného média. Z tohoto divodu neni vhodné ptipravovat preparaty z kultur
narostlych na selektivnich médiich, protoze jejich slozeni muize podstatné menit tvar
mikroorganismu. Tvar bun¢k ovliviiuji také antibiotika, chemoterapeutika, bakteriofagy, atd.

U nékterych bakterii se setkavame s tzv. pleomorfismem — rozmanitosti tvarti. Rozumi se tim
existence odlisnych morfologickych forem u téhoz druhu ¢i kmene mikroorganismu.
V jednom preparatu mizeme potom soucasn¢ pozorovat formy kokobacilarni, tyCinky rtizné
délky, ptip. 1 vlaknité formy. Pleomorfismus se vyskytuje napt. u bakterii mlécného kvaSeni,
Haemophilus influenzae ¢i mykoplazmat.

Detailni popis metod hodnoceni makroskopické i mikroskopické morfologie mikroorganismii je uveden ve
skriptech Mikrobiologie potravin — prakticka cviceni I. Obecnd mikrobiologie. Revidované vyddni.

4.1. Koky

Koky jsou nejcastéji kulaté nebo ovoidni (enterokoky), mohou vSak byt i rizné oplostélé (tvar
kavového zrna) nebo protahlé a zaSpicatélé — lancetovité (napt. Streptococcus pneumoniae).
Priimérna velikost kokt je asi 1 pm.

Délici se bakterie mohou ziistat pfichycené k sobé&, vzniklé utvary jsou potom zavislé na

roviné bunééného déleni. Dva neoddé€lené 0 - ..
koky vytvati diplokoky. Pokud se koky ® o aP Sy
deli stile ve stejné roving, vytvaicji @ ° g oo @
Fetizky neboli streptokoky (typické pro _— diplokoky ~lancetovité diplokoky
rod Streptococcus). Koky délici se ve

dvou na sebe kolmych rovinach tvofii

Ctvetice neboli fetrady (rod Pediococcus \.. ‘ < “ a
nebo mikrokoky). Pokud dochazi k déleni » Q
ve tfech na sebe kolmych rovinach, ]
vznikaji balicky po osmi a7 NEKOHKA  sympumsowp.  Staphyiomens oureus  Wicconss reoe
stech bunkach oznaCované jako pakety

neboli sarciny. Ve zcela nepravidelnych & Q

prostorovych vztazich se d¢li bakterie &

rodu Staphylococcus, pro které je

charakteristické uspotadani ve shlucich ¢i SNy

hroznovitych utvarech —tzv. stafylokoky.  oprazek 2: Tvara usporadani kokd — priklady.
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4.2. TyCinky
Tyc¢inkovité bunky jsou bud rovné,
zaktivené, tvaru pravidelné spirdly nebo &

dlouhé nepravidelné spiraly. Primérna ®o® o @ ,\ e
velikost je asi 0,5— 1,5 x 1 — 3 pm. , -=ae

, . . kokobacily tycinky (bacily) diplobacily
U prohnutych ty€inek rozliSujeme podle  Franciselia tularensis

stupné zaktiveni nasledujici typy: vibria -

(rohlickovité tydinky), spirily (esovité , ’ l , \

zakiivené ty¢inky) a spirochety (hrubé . ’ l ,

¢i jemn¢ zakiivené spiraly). - e o ' 23 W B e
tycinky s oblymi konci ty&inky s rovnymi konci  kyjovité tycinky

Rﬁzné dmhy bakterii se héi pomérem Clostridium perfringens Bacillus anthracis Corynebacterium spp.
délky buiiky k Sifce, takZe se vyskytuji / / %
jak druhy tvofici velmi kratké tyCinky / i

podobné koktm (kokobacily), tak druhy m

S dlouhyml tyélnkaml pﬁpominajicimi vietenovité ty&inky streptobacily palisady

kratka vlakna. Tvarova rozmanitost Fusobacterium fusiforme

tyCinek je vetsi nez u koki. AS

Pti popisu tyCinek je diilezity nejen tvar, r ' r H 'J

ale 1 relativni velikost (ty¢inky $tihlé ¢i

robustni), ukonceni bunék (tyCinky se vibria spirily spirochety

Zaoblen}'Imi él I‘OVH}'/mi kOIlCi) a I'lolZl'lé. Vibio cholerae Campylobacter spp. Leptospira spp.
” L, .. M L Borrelia spp.

rozsiteni (kyjovité tyCinky, vietenovité

tyCinky), které jsou druhoveé specifické.  Obrazek 3: Tvar a uspofddani ty¢inek — piiklady.

yCInKy J Y p y p y

Ty¢inky byvaji uspofadany vétsinou jednotliveé, vzacné zistavaji ve dvojicich — diplobacily
nebo tvoii kratké fetizky — streptobacily (napf. rody Bacillus ¢i Lactobacillus). Ty¢inkové
bakterie se rozmnozuji pficnym délenim buiiky. Nékteré rody jsou schopné tvofit sekundarni,
tzv. palisadovité uspoidddni (napt. korynebakterie nebo Mycobacterium tuberculosis).

4.3. V1aknité a bizarni bakterie

Vlaknity tvar bakterii se vyskytuje u fadu Actinomycetales a je charakterizovan pravym
vétvenim. Rozmnozovani téchto bakterii probihd tfemi zpusoby: a) délenim bunck ve
vlaknech (rozriistinim vlaken), b) tvorbou jednobunéénych spor vznikajicich podél vlaken
nebo na jejich konci, ¢i ¢) rozpadem vldken v jednotlivé buiiky. Nékteré rody tvoii endospory.

Dalsi bakterie, napt. sirné bakterie Beggiatoa spp. ¢i Thiotrix spp., tvofi pomémé silna
nerozvétvend ohebna vidkna slozena z tetézce bunck. Jiné bakterie tvori vlakna tim, ze
kolem fetizk jejich bun€k vnikaji vlaknité pochvy, které mohou byt vyplnény oxidy Zeleza
nebo manganu.

Bizarni buiiky s dlouhymi vybéZky tvoii mald skupina pucicich bakterii. Pupen zlstava

spojen s matefskou buikou
i * uzkym  dlouhym  kanalkem
w (stopkou). U jinych druhd
* bakterii jsou znamé buiiky
vlaknité bakterie

S napadnymi  vybéZky, které
vSak nemaji piimou spojitost
S rozmnozovanim.

pucici bakterie bakterie s vybézky
fad Actinomycetales

Obrazek 4: V1aknité a bizarni bakterie — priklady.
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5. STAVBA BAKTERIALNI BUNKY

5.1. Zakladni struktura

Od eukaryotnich bun€k — rostlinnych a zZivociSnych, se prokaryotni bakteridlni bunka lisi
podstatné jednodu$$i vnitini strukturou, zakladni rozdily jsou uvedeny v tabulce 3. Mimo
rozpustné cytoplasmy ma bakterialni buiika vlastné pouze Ctyfi struktury: jadro, ribosomy,
cytoplasmatickou membranu a bunécnou sténu. Je tvofena jedinym, membranami dale
ned¢lenym prostorem.

Tabulka 3: Zakladni rozdily mezi prokaryotni a eukaryotni buiikou.

Znak prokaryota eukaryota
Primérna velikost 0,5-3 um >5 pum
Jadro
- jaderna membrana — +
- jadérko - +
- chromosom 1 (cirkularni) > 1 (linearnich)
- déleni binarni déleni mitosa
Cytoplasma

- mitochondrie - +
- endoplasmatické retikulum - +

- Golgiho aparat - +

- lysosomy - +

Ribosomy

- lokalizace ribosomu rozptylené v cytoplasmé ptipojené k endoplasmat. retikulu
- sedimentacni konstanta ribosomut 70S 80S

- sedimenta¢ni konstanta rRNA 16S, 23S, 55 18S, 28S, 5,85S, 5S
Chemické slozeni

- steroly pfitomné v membrané - +

- peptidoglykan v bunééné sténé + (variabilni) —

(zpracovano podle — Kumar, 2012; Sedlacek, 2007)

Na povrchu bakterialni buiiky se nachazi silnd a pevna struktura — bunécna sténa, ktera dava
bunice tvar a chrani ji pfed mechanickymi vlivy a u¢inky osmotického tlaku okolniho
prostiedi. Pod ni je jemna elastickdi membrana — cytoplasmaticka membrdna, ktera tvofi
osmotické rozhrani buiiky a umoZznuje transport latek. Cytoplasmatickd membrana muze
vytvaret vychlipky (mesosomy). Ohraniuje vnitini prostor bunky vyplnény cytoplasmou, ve
které jsou mimo jddra (nukleoid, bakterialni chromosom) u nékterych bakterii také plasmidy,
dale ribosomy a zrnic¢ka zdsobnich ldtek. Na povrchu bunécné stény se mohou vyskytovat
fimbrie (pili) a polysacharidovy slizovy obal (pouzdro — kapsule, volny sliz ¢i glykokalyx),
pohyblivé bakterie maji jeden nebo vice bicikii.

kapsule bunécna sténa

vychlipky
cytoplasmatické
membrany

nukleoid

pili cytoplasmaticka membrana

Obrazek 5: Stavba bakterialni bunky. (Kumar, 2012 — upraveno)

24



Stavba bakterialni bunky

5.2. Chemické sloZeni

Obsah vody v bunécné hmot¢ bakterii se pohybuje v rozmezi 70 — 95 % (nejvyssi je u bakterii
s polysacharidovymi pouzdry). Zbytek tvoii susina bunécéné hmoty, ktera je v prevazné miie
tvofena 6 zdkladnimi prvky — uhlikem (50 % hmotnosti suSiny), kyslikem (20 %), dusikem
(15 %), dale vodikem, fosforem a sirou (celkem 12 %). Susinu bunécné hmoty bakterii tvoti
z téméf 97 % makromolekuly — bilkoviny, nukleové kyseliny, polysacharidy a lipidy. Funkce
makromolekul je stejna jako v jinych bunkach.

Hlavni podil susiny tvoti bilkoviny (40 — 80 %), proto je bakterialni hmota bohatym zdrojem
plnohodnotnych bilkovin pro krmivaiské ucely. Bilkoviny hraji priméarni roli v konstrukeci
bakterialni bunky (strukturalni bilkoviny) i v jeji ¢innosti (enzymy).

Z nukleovych kyselin maji vétsi zastoupeni ribonukleové kyseliny (RNA), jejichz podil
Vv susiné bakterii tvoii 10 — 30 % (rRNA — 80 %, tRNA — 15 % a mRNA — 2 % z celkové
RNA). Deoxyribonukleova kyselina (DNA) pfedstavuje pouze asi 2 — 3 % hmotnosti suSiny.
Pro vysoky podil RNA nejsou bakterie vhodné jako nahrada vétSiho podilu Zivocisnych
bilkovin ve vyzivé ¢loveka. Nukleové kyseliny jsou nositelkami genetické informace (DNA)
a realizuji jeji ptepis a pieklad (RNA).

Polysacharidy hraji v bakterialni bunice dvé vyznamné ulohy, a to jako zasobni latky
(glykogen) nebo jako konstrukéni a funkéni soucasti bunééné stény, pouzdra a glykokalyxu
(peptidoglykan, lipopolysacharid, teichoové kyseliny). Dale jsou nositeli specifické
antigenicity bakterii. Podil polysacharidii kolisa v rozmezi 5 — 20 % su$iny, pfiCemz
u opouzdienych bakterii je to podstatné vice, a to na ukor ostatnich slozek, predevsim
bilkovin.

Obsah lipidit je 5 — 10 % susiny, pfi¢emz v bakterialni bunce jsou zastoupeny prakticky jen
lipidy slozené (fosfoglyceridy sloZzené z glycerol-3-fosfatu a dvou molekul mastnych kyselin).
Fosfoglyceridy jsou amfipatické molekuly, diky tomu spontdnné vytvaieji ve vodnim
prostiedi dvojvrstvy, a jsou tak konstrukénim prvkem biologickych membran. U pievazné
vétSiny bakterii se lipidy vyskytuji jen v cytoplasmatické membrané. Nekteré lipidy asociuji
S proteiny na tzv. lipoproteiny (vazba mezi lipidem a proteinem je hydrofobni — poji se ptes
nepolarni hydrofobni ¢asti), tyto molekuly hraji zdsadni roli ve stavbé a funkci
cytoplasmatické membrany.

Minoritni zastoupeni maji dal$i organické slouceniny — meziprodukty metabolismu,
aminokyseliny, vitaminy a jejich derivaty, barviva, pfip. 1 toxiny ¢i antibiotika. Po zpopelnéni
suché¢ hmoty bunék stanovime tzv. popeloviny — anorganické slozky bunééné hmoty.
U bakterii tvoii popeloviny asi 5 — 10 % suSiny bunék. Hlavni sloZzkou popela jsou fosfaty
(2— 6 % susiny), dale sirany (1 % vcetné siry z organickych sloucenin), z iontl kovu je
nejvice zastoupen draslik a pak hoi¢ik.

5.3. Buné¢na sténa

Jak jiz bylo zminéno, hlavni povrchovou vrstvou vSech bakterii (s vyjimkou mykoplasmat) je
bunécna sténa — pevna, tuha a v podstaté neohebna vrstva, kterd dava bakterialni bunce tvar
a mechanicky ji chrani. Soucasn¢ ochranuje bakterii i pfed chemickymi vlivy, proti zafeni,
vyschnuti, nepfiznivym osmotickym podminkam, atd. Bunéfna sténa odolavd vysokému
nitrobunécnému osmotickému tlaku. Mé charakter sita, obsahuje pomérné velké pory, kterymi
pronika vétsina molekul s vyjimkou vysokomolekularnich latek (bilkoviny, polysacharidy).

Vnéjsi prostiedi je pro bakterie vétsinou hypotonické, tzn. koncentrace soli v ném je nizsi nez uvniti bunky. Za
této situace ma voda tendenci pronikat do bakteridalni bunky a tento koncentracni rozdil vyrovnat procesem
zvanym osmoza. Bunka zvétsuje sviij objem, ale nepraska, protoze pevna bunécna sténa vysokemu osmotickému
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tlaku odolava. Oproti tomu v hypertonickém prostiedi bakterie vodu rychle ztraceji, podléhaji tzv. plasmolyse
a hynou. Toho se vyuziva pri uchovavani potravin napr. nasolovanim nebo pridavkem cukru.

Tabulka 4: Rozdily ve stavbé bunécné stény grampozitivnich a gramnegativnich bakterii.

Znak grampozitivni gramnegativni
Tloustka bunééné stény siln (20 — 80 nm) tenkd (15 nm)
Peptidoglykanova vrstva silnd (16 — 80 nm) slaba (2 nm)
Teichoové kyseliny + -
Druhové zastoupeni aminokyselin malo druhi vice druhti
Aromatické aminokyseliny — (vzacng) +
Aminokyseliny obsahujici siru — (vzécne) +
Lipidy — (vzécné) +
Proteiny - +
Lipoproteiny - +
Lipopolysacharidy - +
Periplasmaticky prostor - +
Vnéjsi membrana - +

(zpracovano podle — Kapralek, 2000; Kumar, 2012; Mehrotra and Sumbali, 2009)

Unikatni slozkou bunééné stény bakterii je peptidoglykan (mukopeptid, murein).
Peptidoglykan je polysacharid, tedy linearni polymer dvou pravidelné se stfidajicich
aminocukra: N-acetylglukosaminu a kyseliny N-acetylmuramové, které jsou navzajem spojeny
[-1-4-vazbami. Tyto vazby jsou hydrolyzovany lysozymem.

Na karboxylovou skupinu kyseliny N-acetylmuramové jsou napojeny tetrapeptidové
postranni fetézce. Typickou kombinaci tetrapeptidic je L-alanin-D-glutamova Kkyselina-
variabilni aminokyselina-D-alanin. Variabilni aminokyselinou je nejcastéji L-lysin u
grampozitivnich bakterii nebo L,L-
diaminopimelova kyselina (DAP) u
gramnegativnich bakterii.

Jednotlivé tetrapeptidové fetizky
jsou wvzdjemné propojeny, a to
dvojim zplsobem (jednd se o tzv.
transpeptidaci). U gramnegativnich
bakterii a nékterych grampozitivnich
bacili je primo spojen koncovy
D-alanin  jednoho  tetrapeptidu
s predposledni DAP druhého
tetrapeptidu. V ptipad¢€ ostatnich
grampozitivnich bakterii je spojeni
umoznéno obvykle pentapeptidovym | pentapeptidovy mistek
Fetézcem (tzv. pticné mustky).

N-acetylglukosamin

N-acetylmuramova kyselina

tetrapeptidovy fetézec

Obrazek  6:  Zakladni  struktura  peptidoglykanu

i . o u grampozitivnich bakterii. (Kumar, 2012 — upraveno)
Syntéza peptidoglykanu probiha ve

tiech etapach: 1) syntéza prekurzori bunééné stény enzymy pritomnymi v cytoplasmé;
2) transport prekurzori pres hydrofobni vrstvu cytoplasmatické membrany v tucich
rozpustnym pifenaseCem; a 3) pfipojeni k peptidoglykanu v misté, kde jeho rlst probihd
a tvorba peptidové vazby pti¢ného propojeni.

Bunécna sténa je rozklidana pomoci enzymu lysozymu, ktery ji hydrolyzuje; penicilin a dalsi p-laktamova
antibiotika blokuji jeji syntézu. RozruSime-li bunécnou sténu, dostaneme okrouhlé utvary ohranicené

cytoplasmatickou membranou — tzv. protoplasty u grampozitivnich bakterii (zcela bez bunécné stény) ci
sféroplasty v pripadée gramnegativnich bakterii (zbytky stény na povrchu bunky). Tyto utvary jsou vidy
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kulovitého tvaru a musi byt udriovany v hypertonickém prostredi. Nekteré patogenni bakterie mohou
i V makroorganismu tvorit tzv. L-formy (bunky, které ztratily bunécnou sténu napv. viivem antimikrobidlnich
latek), které mohou v prostiedi o vhodném osmotickém tlaku prezivat, prip. se i mnozit.

5.3.1. Stavba bunééné stény grampozitivnich bakterii
Bunécéna sténa grampozitivnich a gramnegativnich bakterii mé velmi odliSnou stavbu,
zakladni rozdily jsou uvedeny v tabulce 4.

U grampozitivnich bakterii je bunécna , ‘ f

sténa silngjsi (vice nez 20 nm) a tvoii | : 1 felchoovl kyseline
ji mohutna vrstva peptidoglykanu,
vniz jsou polysacharidové fetézce
uloZeny v mnoha vrstvach nad sebou.
Na rozdil od gramnegativnich bakterii
jsou jednotliva vlakna peptidoglykanu
mnohem vice zesitovana pficnymi
pentapeptidovymi mustky.

lipoteichoova kyselina

bunééna sténa

Peptidoglykanovou vrstvou probihaji _ J °W°Pt:a§maﬁc"é

v . 7 ’ membrana
t(OIVmO k ' povrclrlu bunk)'/ hneam} 3 ):‘)]r-*r.‘n AUl L lj
tetézce teichoovych kyselin (kyselé
polysacharidy tvofené opakujicimi se Obrazek 7: Bunécna sténa grampozitivnich bakterii.
jednotkami  glycerolfosfaitu  nebo (Kumar, 2012 - upraveno)
ribitolfosfatu s glykosidicky navdzanymi cukry). Teichoové kyseliny se nepodili na pevn_osti
bun&éné stény, jejich hlavni ulohou je ziejmé vazba kationtd (napt. Ca®>" a Mg?") a jsou
hlavnim povrchovym antigenem grampozitivnich bakterii.

Rozeznavame dva typy teichoovych kyselin: a) sténové teichoové kyseliny kovalenmé vazané k peptidoglykanu;
ab) membranové teichoové kyseliny (lipoteichoové kyseliny), které jsou kovalentné vazané k membrdanovym
glykolipidiim a jsou soustredéné hlavné v oblasti mesosomii.

Bunééna sténa grampozitivnich bakterii neobsahuje lipidy (vyjimka — vosky a lipidy
u mykobakterii ¢i korynebakterii) ani proteiny (vyjimka — povrchova bilkovinna vrstva
streptokoktt udélujici jim specifické antigenni vlastnosti). Periplasmaticky prostor mezi
sténou a cytoplasmatickou membranou je velmi maly.

5.3. 2 Stavba bunééné stény gramnegativnich bakterii
stavbu. Nad tenkou vrstvou peptidoglykanu (obvykle pouze Jedna vrstva) je tzv. vnéjsi
membrdana, ktera je jako jiné biologické membrany tvofena dvojitou vrstvou fosfolipidi
anavazanych bilkovin. Relativni obsah fosfolipidd je vSak mensi nez v cytoplasmatické
membrang, proto jsou fosfolipidy umistény predevSim ve vnitini vrstvé vnéj$i membrany. Ve
vng&jsi vrstveé jsou nahrazeny molekulami lipopolysacharidii.

Nejvyznamnéjsi bilkoviny zevni membrany jsou tzv. poriny, jedna se o trimery umoznujici
neselektivni prinik malych hydrofilnich molekul skrz vné&j$i membranu. Zakotveni vnéjsi
membrany k peptidoglykanu umoznuji lipoproteiny. Prostor mezi obéma membranami se
oznacuje jako periplasmaticky prostor, nachazi se zde fada molekul — Zziviny, metabolity,
hydrolytické enzymy, enzymy schopné inaktivovat antibiotika (napft. S-laktamasy), atd.

Lipopolysacharidy (LPS) jsou unikatni molekuly, které se vyskytuji pouze ve vngjsi
membrané gramnegativnich bakterii. LPS se skldda se ze tii ¢asti — lipidu A, zakladniho
polysacharidu a specifického polysacharidu. Lipid A, slozeny z disacharidu a mastnych
kyselin, je spolecny pro vSechny LPS a zakotvuje je hydrofobnimi a hydrofilnimi silami do
lipidové dvojvrstvy vnéjsi membrany. Lipid A je toxicky pro vnimavé zivocisné bunky a byva
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proto oznacovan jako tzv. endotoxin. Na lipid A je navazan zdkladni polysacharid, ktery je
spole¢ny vSem ptibuznym druhlim bakterii. Na n&j potom navazuje specificky polysacharid —
somaticky O antigen gramnegativnich bakterii, ktery je velmi dlouhy a vy¢niva ven do
prostiedi (O antigen je druhové i kmenové uzce specificky).

Mezi vnéjsi a vnitini membranou existuji ¢etna spojeni — tzv. adhezivni mista, kterda umoziuji
pohyb molekul riznych latek z jedné membrany do druhé. V tomto misté, mimo jiné, fada
bakteriofagl vpravuje svou nukleovou kyselinu do bakterialni buiiky.

Zevni membrana umoziiuje prostup zivin, ale soucasné brani pruniku fady molekul, které
jinak snadno pronikaji sténou grampozitivnich bakterii. Jedna se napi. o ncktera barviva
(krystalova violet)), antibiotika ¢i soli ZluCovych kyselin (proto je mozny vyskyt
gramnegativnich bakterii ve stfevnim traktu savct). Diky stavbé své bunécné stény jsou
gramnegativni bakterie sice mechanicky kieh¢i, na druhou stranu jsou chemicky odolné&jsi
a diky ptitomnosti lipopolysacharidi i vice chranéné vici imunitni odpovédi hostitele.

polysacharid (O-antigen)

‘ / porinovy protein
[ ) ) ) Fiy) ]| ‘ (trimer)
lipopolysacharid ¥ ~ ofiat L ," , L4 Ao
1 Y ! B ' ~('_.,:|IipldA
|
» ».f-

m vnéjsi membrana
||| fosfolipid

— lipoprotein
=

periplasmaticky
prostor

peptidoglykan__] bunééna sténa
protein

o ':"f:-;‘:f;;;tfrx;fs— fosfolipid
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Obrazek 8: Bunécna sténa gramnegativnich bakterii. (Kumar, 2012 — upraveno)

5.4. Cytoplasmaticka membrana

Pod buné¢nou sténou se nachazi cytoplasmatickd membrana, tenka (asi 5 — 10 nm), obvykle
hladk4d a napjatda membrana obdavajici povrch bakteridlni cytoplasmy a vytvarejici uvnitt
bakterialni buniky jediny ned€leny prostor. Je viditelnd pouze v elektronovém mikroskopu.
Protoze je to u bakterii jedind vnitini biologicka membrdna, probihaji na ni vSechny bunécné
funkce a dgje, které nemohou probihat v roztoku a jsou vdzany na membrany (napf. oxidativni
fosforylace, respiracni fetézec).

U fady bakterii pozorujeme ruzné velké invaginace (vychlipky) cytoplasmatické membrany,
Casto oznaCované jako mesosomy. V misté invaginaci jsou vyrazn€ zmnoZeny potiebné
enzymové systémy. Mesosomy hraji roli i pti déleni bakterialni buiky (vznik pfepazky), je na
né navazan enzym DNA polymerasa, ktera zabezpecuje replikaci nukleové kyseliny svazanou
S procesem dé¢leni buiiky.

Cytoplasmatickd membrana je typicka biologickd membrana tvotend dvojvrstvou fosfolipidii
a vmezefenymi proteiny. Fosfolipidy vytvari vnitini hydrofobni a vnéjsi polarni (hydrofilni)
¢ast, ve které jsou ¢astecné ¢i zcela ponotfeny a hydrofobni silou poutdny molekuly bilkovin
(celou membranou pronikaji integrdlni proteiny). Cast bilkovin je elektrostatickymi silami
slabé poutana k povrchové hydrofilni ¢asti (periferni proteiny). Fosfolipidova dvojvrstva je
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tekuta (fluidni), molekuly fosfolipidii 1 bilkovin maji volnost rota¢niho 1 lateralniho pohybu.
Hovotime o tzv. modelu tekuté mozaiky (obrazek 9).

Chemické slozeni cytoplasmatické membrany kolisa v zavislosti na druhu bakterie a kultivacnich podminkach.
Nejcasteji jsou zastoupeny fosfatidylglycerol a fosfatidylethanolamin, cholesterol a dalsi steroly zcela chybi
(vyjimkou jsou mykoplasmata). Pomér nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin se meni v zavislosti na
kultivacni teploté tak, aby byla zachovdna potiebna tekutost membrany (nizsi teplota — vice nenasycenych
mastnych kyselin). Lipidy cytoplasmatické membrany maji mezi glycerolem a vyssimi mastnymi kyselinami
esterovou vazbu, tim se bakterie lisi od domény Archaea, kde je tato vazba etherova.

—— -

. SN
¢ \ ' \ . D .
) & — perl'fer'nl prc.>vte|n
polarni hlavicka (hydrofilni)
fosfoliidova L} \__( \/ o nepolarni ocasek (hydrofobni)
osfolipidova , i
dvojvrstva ')'( Z") % integralni protein

cytoplasma

Obrazek 9: Stavba cytoplasmatické membrany. (Mehrotra and Sumbali, 2009 — upraveno)

Cytoplasmatickda membrana bakterii je stavebné 1 funkéné asymetricka (vétSina
membranovych proteind je na jeji vnitini strané). Nikdy se netvoii de novo, ale roste jediné
inserci nového materidlu do stavajici membrany, coz umoznuje spravné usporadani novych
membranovych molekul.

Hlavni funkce cytoplasmatické membrany bakterii:

1. semipermeabilita — regulované a selektivni proudéni latek dovnité bakteriadlni bunky
ajejich vylucovani do wvnéjSiho prostfedi; malé molekuly (napf. voda, Oz, COz,
jednoduché cukry) membranou volné pronikaji (difunduji), oproti tomu vétsi molekuly
jsou transportovany pouze pomoci specifickych transportnich systémii — permeas;

2. osmotickd bariéra — udrzuje ptiznivy osmoticky tlak uvniti bakterialni bunky;

3. transformace energie — fotosyntetizujici bakterie transformuji svételnou energii v energii
protonového gradientu; chemotrofni bakterie ziskavaji energii oxidaci redukované latky
kyslikem ¢i  jinym akceptorem elektroni prostfednictvim respiracniho fetézce
vytvarejiciho protonovy gradient; oba tyto systémy jsou lokalizovany na membrang;

4. misto lokalizace dalSich enzymovych systémiit — na cytoplasmatické membrané jsou
lokalizovany napf. enzymy fidici syntézu a hydrolyzu fosfolipidid ¢i syntézu slozek
bunécné stény a pouzdrovych obali;

5. separace molekul DNA — cytoplasmaticka membrana hraje roli také pfi replikaci DNA,
ktera je pfipojend k membrané v misté mesosomi; po replikaci jsou dvé nové molekuly
DNA fyzicky separovany syntézou nové cytoplasmatické membrany a syntézou bunééné
stény inzerci peptidoglykanovych prekurzorti (déleni bakterii, asymetrické déleni bunky
pii vzniku SpOF). Syntéze a inzerci peptidoglykanu, stejné jako rozestupu genetické informace pii déleni
bunky napomaha bakterialni cytoskelet.

Mimo to jsou V cytoplasmatické membrané u pohyblivych bakterii zakotveny bilkoviny

tzv. rotoru bakteridlnich bic¢ikli. Nachazi se zde i specifické proteiny umoziujici bakterii

sledovat chemické a fyzikalni zmény ve vnéjSim prostiedi.

5.5. Cytoplasma a struktury v ni uloZené
Cytoplasma je koncentrovany, viskdzni, vodny roztok mnoha biomolekul (enzymy, nukleové
kyseliny, aminokyseliny, nukleotidy, lipidy, sacharidy, rizné metabolity a tfada dalSich
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nizkomolekularnich latek). Obsahuje az 80 % vody a spiSe nez roztok pfipomind mékky gel.
Zcela vypliuje vnitini prostor bakteridlni buiiky a probihd v ni vétSina metabolickych
procest. Cytoplasma obsahuje 4 druhy strukturdlnich utvari: nukleoid (jadro), ribosomy,
granula zasobnich latek a vldkna bakteridlniho cytoskeletu. U nékterych bakterii se mohou
vyskytovat také plasmidy.

Vodni fototrofni bakterie byvaji nadndseny plynovymi vakuolami. Jejich bilkovinnd membrana je zcela
propustnd pro vSechny plyny a vodu, vnitrni struktura vakuol je tvorena plynovymi vacky cylindrického tvaru
S konickymi konci.

U né¢kterych bakterii obsahuje cytoplasma také rizna barviva. Nejcastéji se jedna
0 karotenoidni barviva zbarvujici buiiky a jejich kolonie Zluté, oranzové, rizové az Cervené
(napf. Staphylococcus aureus). U jinych se nachazi Cerna barviva melanoidniho typu.
Karoteny ani melaniny nejsou zivymi buitkami uvoliiovany do prostfedi. Naproti tomu fada
dalSich barviv je do prostfedi exkretovana a rist bakterii je doprovazen charakteristickymi
barevnymi zménami zivného média. Patii sem napt. modra, Zlutozelena az Cervena barviva
fenazinové povahy tvofena nékterymi pseudomonadami (Pseudomonas fluorescens).

Rezervni latky zastupuje predevsim glykogen a kapénky poly-f-hydroxymaselné kyseliny (ta
je pro bakterie specifickd), dale se muze vyskytovat polyfosfat volutin ¢i polysacharid
granulosa. U sirnych bakterii slouzi jako rezervni zdroj energie zrnicka siry, neutralni tuky se
u bakterii nevyskytuji.

Bakterialni cytoskelet je tvofen fadou vlaknitych proteinti (napf. protein MreB — analog
aktinu, protein FtsZ — analog tubulinu), které reguluji tvar bakterialni bunky, ovliviiuji jeji
polaritu a napomahaji syntéze peptidoglykanu, rozestupu nukleovych kyselin a déleni bunky.

5.5.1. Jadro a plasmidy

5.5.1.1. Jadro bakteridlni buiiky

Jadro bakteridlni bunky (nukleoid, bakteridlni chromosom) se v elektronovém mikroskopu
jevi jako svétlejsi oblast uprostied tmavsi cytoplasmy. Jadro prokaryot byva oznaovano jako
tzv. nepravé jadro — neni oddé€leno jadernou membranou, nema staly tvar a je tvofeno jedinou
kovalentné do kruhu uzavienou molekulou DNA (vyjimkou je napt. Borrelia burgdorferi
jejiz DNA je linearni). Molekula DNA je ve srovnani s bakteridlni buiitkou nepomérné delsi
(asi 1,4 mm v porovnani s asi 2 pm délky bakterialni bunky), proto musi byt mnohonasobné
poskladana do struktury vyssiho fadu (tzv. superhelicita — nadsroubovicové vinuti). Molekula
DNA je prostfednictvim mesosomu napojend na vnitini st€énu cytoplasmatické membrany.

Na rozdil od chromosomu eukaryot neobsahuje bakterialni chromosom histony (tj. specifické
zasadité bilkoviny), jejich regula¢ni funkci zfejmé vykonavaji nizkomolekularni polyaminy.
Molekula DNA je dvousroubovice paralelnich retezcii spojenych vodikovymi miistky. Polynukleotidova vidkna
Jsou slozena ze ctyr typu nukleotidovych podjednotek — purinové bdze (adenin, guanin) a pyrimidinové bdaze
(thymin, cytosin). Obé vidkna jsou propojena vodikovymi miistky mezi bazemi nukleotidii, kdy adenin je spojen 2
vodikovymi muistky s thyminem a guanin 3 vodikovymi miistky s cytosinem.

V klidové, nerostouci buiice je pfitomen vzdy jen jeden chromosom. V rostouci buiice
probihéd soucasné s ristem i replikace DNA, ktera predchéazi rozdéleni buiiky, proto se zde
muze vyskytovat vice chromosomt (az 4). Je-1li d€leni buiiky zpomaleno nebo poskozeno, ale
replikace DNA probiha, mohou vznikat vldknité vicejaderné bunky.

Geneticka informace bakterii, determinovana linedrnim potadim nukleotidi v DNA, je
haploidni a obsahuje dany gen jen v jedné alele (snadny projev pfipadnych mutaci). Bakterie
nezna mitosu, meiosu ani sexudlni rozmnozovani. Jaderné déleni (replikace DNA
a prostorové oddaleni obou jader) je jednodussi nez u eukaryot, bezprostfedné na né navazuje
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deleni bunécné (vice kapitola 7.1.). Realizace genetické informace (transkripce, translace
a proteosyntéza) probiha podobné jako u ostatnich organismu (vice kapitola 6.2.).

5.5.1.2. Plasmidy

Nekteré bakterie mohou, nezavisle na bakteridalnim chromosomu, obsahovat dal§i malé
kruhové molekuly dsDNA (dvouvlaknové DNA) oznaCované jako plasmidy, jedna se tedy
0 mimochromosomalni DNA schopnou se autonomné¢ replikovat. Plasmidy piedstavuji
pfidatnou genetickou informaci, kterd neni pro zivot bakteridlni buniky nezbytnd, ale na
druhou stranu ji mize poskytnout fadu vyhod. Plasmidy koduji napft. rezistenci na antibiotika
a chemoterapeutika (R plasmid), rezistenci na té¢zké kovy, produkci antibiotik, toxinl
a bakteriocint (bilkoviny toxicky pusobici na jiné piibuzné bakterie), degradaci a oxidaci
organickych latek (napf. ropa, toluen) ¢i tvorbu restrikénich a modifika¢nich enzymd.

Plasmid je asi 100x mensi nez bakteridlni chromosom, jeho relativni molekulovd hmotnost je Fadové 10% — 108
daltonii, chromosomu 10° daltonii. Plasmidy kéduji asi 3 — 100 genii, bakterialni chromosom asi 3 000.

Bakterialni buiika neni schopna plasmid sama vytvofit, ale mize ho ziskat od jiné bunky
jednim ze tii zplsobu horizontdlniho pienosu genit — konjugaci, transdukei ¢i transformaci
(vice viz kapitola 6.6.). Pfi konjugaci jsou tzv. konjugativni plasmidy (F, F’ plasmidy)
schopny po spojeni donorové buiiky s recipientni specifickou fimbrii piechazet z buiiky do
buiiky, a to nejen stejného, ale i riznych druhil ¢i dokonce rodi. Nekonjugativni plasmidy
mohou byt pieneseny transdukci — tj. pomoci bakteriofag.. Treti moznosti je transformace,
kdy volna molekula DNA muze proniknout do jiné bakterialni buriky a stat se jeji soucasti.

Plasmidy se vyskytuji volné v cytoplasmé bakteridlni buitkky nebo mohou byt v¢lenény do
bakterialniho chromosomu (tzv. integrovany plasmid). Pokud je integrovan konjugativni
plasmid, muaze pii konjugaci nastat situace, kdy integrovany plasmid pii ptrechodu do
recipientni buiiky vlece sebou i chromosom (€i jeho ¢ast) a docasné€ dojde ke vzniku diploidni
bunky. Pfi nasledujicim déleni se tato situace sama vyiesi.

5.5.2. Ribosomy

V bakteridlni bunice se V zavislosti na podminkach rastu nachazi 15 000 az 30 000 ribosomti,
které tvoii az 40 % suSiny bakterialni buiiky. Ribosomy prokaryot maji jinou stavbu a velikost
neZ ribosomy eukaryot, jejich funkce vSak zlistava stejnd. Je to misto, kde se uskuteciiuje
syntéza bilkovin. Ribosomy bakterii jsou mensi (10 — 20 nm) a jsou sloZeny ze dvou
podjednotek 30S (1 molekula 16S rRNA a 21 molekul bilkovin) a 50S (5S rRNA, 23S rRNA
a 34 molekul bilkovin), obé podjednotky se spojuji ve funkéni jednotku 70S (obrazek 10).
Ribosom je tedy asymetricky supramolekuldrni
komplex slozeny ze 3 molekul rRNA (tzv.
ribosomalni RNA) a 55 molekul bilkovin. Diky
odlisné  stavbé ribosomid mohou nektera
antibiotika (napf. aminoglykosidy) inhibovat
proteosyntézu bakterii aniz by ovlivnily ¢innost 308 508 708

ribosoml v buiitkdch makroorganismu. Ribosomy ) . o
eukaryot jsou vétsi, funkcni jednotka 80S je tvofena Obrazek 10: Schéma bakterialniho ribosomu.

z podjednotek 40S a 60S (S = Svedberg). (Kapralek, 2000 — upraveno)

Ribosomy jsou mistem, kde se setkava n€kolik riznych molekul a kde je geneticka informace
nesend mRNA (tzv. mediatorova RNA) pielozena (tzv. translace) v primarni strukturu, tedy
sekvenci aminokyselin, bilkovin. Ribosomy se v cytoplasmé vyskytuji volné, velky podil
(60 %) se koncentruje v oblasti jadra, kde nasedaji na vznikajici mRNA a hned ji prekladaji,
¢ast (asi 30 %) naseda na vnitini stranu cytoplasmatické membrany, kde syntetizuji proteiny
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urcené do membrany nebo na export. Ribosomy maji tendenci tvofit agregaty rtizné velikosti
— polyribosomy, polysomy.

Pri translaci se geneticka informace kodovana poradim jednotlivych nukleotidi prepisuje do sekvence
aminokyselin. V genetickém kodu je trojici nukleotidii (triplet, kodon) v mRNA vidy prifazena jedna
aminokyselina (nékteré jsou kédoviny vétsim poctem kodonii). Iniciacni kodony jsou AUG (pro methionin)

a GUG (pro valin), nékteré kodony maji funkci terminacni. Translace navazuje na transkripci (prepis genetické
informace z DNA do mRNA). Ribosom nasedd na mRNA v tzv. vazebném misté (krdtkd specificka sekvence bdzi).

5.6. Bic¢iky

Pohyb bakterii je umoznén diky bicikim. Biciky jsou tenka vldkna mnohonasobné delsi nez
bakterialni bunka (tloustka 20 — 30 nm, délka asi 20 um). Podle poctu a umisténi bicikt
rozliSujeme nékolik typtu bakterii (viz obrazek 11). Jedna se o atricha (zcela bez biciki),
monotricha (jediny bi¢ik umistény na polu buiky), lofotricha (svazek bi¢ikd umistény na
jednom pdlu buniky), amfitricha (svazek bi¢ikti umistény na obou polech buriky) a peritricha
(bi¢iky pokryvaji celou bunku).

’ ' .\_\‘\—“~ g :mﬁtrichi\\
V' ¢ e

atricha monotricha lofotricha peritricha
Vibrio cholerae Pseudomonas fluorescens Escherichia coli

Obrazek 11: Umisténi bi¢ikt na burice bakterii.

I ptes jejich délku je tloustka bi¢iki tak nepatrna, Ze jejich pozorovani svételnym
mikroskopem je velmi obtizné. Pro jejich zviditelnéni se pouzivaji naro¢né barvici postupy,
napt. st#ibreni. BéZné miuzeme bi¢iky pozorovat v elektronovém mikroskopu. Jednoduchym
zpusobem prukazu pohyblivosti bakterii je jejich kultivace v polotuhych zivnych ptadach.

Kazdy bicik se skladd ze 3 casti — vlakna biciku, hacku a bazdlni Casti (osa a kruhové
desti¢ky). Vldkno bi¢iku je slozeno z bilkoviny flagelinu. Aminokyselinové slozeni flagelinu
(a tim 1 jeho antigennost) se u jednotlivych druhii ¢i sérotypi bakterii 1i$i, hovotime
0 tzv. bicikovych ~ H-antigenech.  Molekuly
flagelinu jsou uspofadany ve Sroubovici,
uvnitt  je vldkno duté. Po své syntéze
v cytoplasmé prochazi molekuly flagelinu
dutinou uprostfed vlakna bic¢iku aZ na jeho
rostouci konec, kde se diky svému tvaru
automaticky ~ zapojuji mezi  prostorové Obrazek 12: Usporadani molekul flagelinu.

komplementarni sousedni molekuly. (Kaprélek, 2000)

sNvrowr J 4

Hacek je siln€jSi cast zpeviiujici spodni konec vlakna. Vytvari flexibilni spojeni mezi
fixovanou bazdlni ¢asti a rigidnim (neohebnym) vlaknem. Hacek je také tvofen
z bilkovinnych podjednotek, které jsou ale odlisné od flagelinu.

Bazdlni cast kotvi bi¢ik v bunééné sténé a cytoplasmatické membrang. U gramnegativnich
bakterii se sklada ze dvou part kruhovych desti¢ek (P-, L-, S-a M-kruh), jejichz stfedem
prochazi osa ptipojujici je k ha¢ku. Grampozitivni bakterie maji pouze spodni dvojici desticek
(S- a M-kruh). Spodni prstenec, tedy M-kruh, je v obou pfipadech zakotven v cytoplasmatické
membrang, ostatni prstence potom v dalSich ¢astech bunécné stény (viz obrazek 13).
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Bicik rotuje na zplsob lodniho Sroubu, kdy volné otac¢ivy M-kruh funguje z mechanického
hlediska jako rotor a nepohybliva sousedni desticka (S-kruh) funguje jako stator. Zdrojem
energie pro rotaci je elektrochemicky potencidl (gradient protond) na cytoplasmatické
membrang. Bakterie ma moznost ménit rychlost i smér otaceni biciku.

Rychlost pohybu bakterie je pomémn¢ velka, az 50 um za sekundu. Pfi pohybu bakterie se
stiidaji faze piimocarého pohybu v ndhodném sméru s okamziky, kdy se bakterie zastavi
atoCi se na misté (,,kotrmelcovani), potom nasleduje piimocary pohyb v novém smeéru.
Pohyb bakterii miize byt zcela ndhodny nebo je ovlivnén piitomnosti urcitych latek
Vv prostfedi a bakterie se pohybuji do oblasti optimalni koncentrace téchto latek — pozitivni ¢i
negativni chemotaxe. Uplatiuji se zde chemotaktické receptory v cytoplasmatické membrang.
Podobna reakce aerobnich ¢i anaerobnich bakterii na kyslik se nazyva aerotaxe, reakce
fototrofnich bakterii na svétlo potom fototaxe. Ma-li bunka vice bi¢ikl, musi byt jejich pohyb
koordinovan. Bylo prokazano, ze peritrichalni bi¢iky pii svém pohybu vytvaieji jediny
svazek, ktery pohani buniku doptedu.

)y S p—
p—— vldkno bigiku | | s wl vlikno bigiku

piwicy
h | hagek

et lipopolysacharid
et P-kruh &Eng sté
,;—g/ = eptidoghian ;_L - bunééna sténa &éa

o L-kruh bazdlni (e Skruh | ..,
osa Sast [\:}{_/‘I cytoplasmatickd membréna I':’azalm
T::- "’j, S-kruh e M-kruh cast
}_{:j lcytoplasmaticka’ membrana aREUR,

L M-kruh

Obrazek 13: Stavba bic¢iku — a) gramnegativnich, b) grampozitivnich bakterii. (Kumar, 2012 —
upraveno)

Organem pohybu spirochet jsou tzv. axidlni vldikna. Jejich stavba je podobna jako u bicikii, vychazeji z polii
bunky, ale jsou ulozena pod jejim povrchem. Svym zkracovanim ¢i prodluzovanim uvadeji buiiku do pohybu,
ktery miize byt rotacni, vyvrtkovity nebo hadovity.

5.7. DalSi povrchové struktury
5.7.1. Pili (fimbrie)

Na povrchu gramnegativnich bakterii miZeme pozorovat ¢etna velmi kiehka, kratka, rovna,
duta vlakna tréici vSemi sméry. Jedna se o fimbrie neboli pili (j.¢. pilus). Na jedné burce jich
mize byt az nekolik set. Fimbrie jsou tvofeny proteinovymi podjednotkami (tzv. piliny),
pozorovat je mizeme v elektronovém mikroskopu. Maji antigenni vlastnosti. Jejich tvorba je
ovlivnéna podminkami vn¢j$iho prosttedi (pH, teplota, obsah kysliku).

D¢lime je na nékolik typd. VéEtSina z nich méa adhezivni funkci — usnadiiuji specifickou
kolonizaci hostitele. Zvlastnim typem jsou fimbrie kdédované konjugativnim plasmidem
(tzv. F pili nebo téZ méné spravné sex pili), které jsou pomérné velké a ohebné. Z bakterie
oznacované jako bunka donorova vystupuje obvykle jeden sex pilus. Ten pii konjugaci
vytvaii duty mistek mezi donorovou a recipientni buiikou, kterym prochéazi plasmidova DNA
Z jedné bunky do druhé.
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Curli (z angl. curl, kadet, kudrna) jsou shluky S$tihlych zprohybanych vlakének na povrchu
nékterych escherichii a salmonel, které na sebe vazi sérové bilkoviny (fibronektin, bilkoviny
nezbytné pro srazeni krve) a mohly by odpovidat za n¢které piiznaky sepse.

5.7.2. Pouzdro, glykokalyx, S-vrstva

Nekteré grampozitivni 1 gramnegativni bakterie vytvaii nad bunécnou sténou dalsi
polysacharidovou vrstvu rizné tloustky a stavby. Tvorba extracelularnich polymer neni
pozorovana u vsech bakterii, je mimo jiné ovlivnéna i slozenim vné&jsiho prostiedi.

Je-1li tato vrstva kondenzovana a ostfe ohrani¢end, oznacuje se jako pouzdro — kapsule.
Pouzdro ma antigenni vlastnosti (kapsularni K antigen u E. coli ¢i Klebsiella pneumoniae)
a prispiva k virulenci a invazivité patogennich bakterii (ochrana pfed napadenim bakteriofagy,
proti uéinku protilatek ¢i zvySeni odolnosti vici fagocytdze). Pouzdro Bacillus anthracis je
jako jediné tvofeno polypeptidy, konkrétné poly-D-glutamovou kyselinou.

Polysacharidova vrstva muze byt také ve formé volného slizu (napt. u bakterie
Leuconostoc mesenteroides — rosolovaténi slazenych mineralnich vod ¢i Bacillus spp. —
nitkovitost peciva) nebo fidké sitoviny polysacharidovych vlaken — tzv. glykokalyx, ktera
hraje klicovou roli v adherenci bakterii na rizné povrchy (zubni plak, tvorba biofilma).

Extracelularni polymery nepfijimaji bézna barviva, daji se nejlépe znazornit negativnim
barvenim napf. pomoci tue a karbolfuchsinu. Caste¢ky tuse polysacharidovou vrstvou
neproniknou, takze ve vysledku pozorujeme na SedoCerném pozadi Cervené obarvené bunky
obklopené prazdnym dvorcem.

Dalsi objevenou povrchovou strukturou je tenka wvrstva strukturovaného proteinu ¢i
glykoproteinu, kterd se oznacuje jako S-vrstva. Jedna se o pravidelnou, plochou,
dvojrozmérnou vrstvu monomolekuldrnich bilkovinnych podjednotek tvoficich na povrchu
buiiky urcitou sitovinu ¢i ,.krystalickou mtizku*. Druhové specifické bilkovinné podjednotky
mohou mit napf. tvar ¢tverce nebo Sestitthelniku, ¢asto vypadaji jako dlazdice.

5.8. Bakterialni spory

Nekteré grampozitivni bakterie, napi. rody Bacillus a Clostridium, mohou za neptiznivych
podminek vytvaret klidova stadia — spory (endospory), které maji prakticky nulovy
metabolismus a jsou extrémné odolné. Kazda

bakterie je schopna vytvofit uvnitf své bunky vzdy

jen jednu endosporu. Spory aktinomycet nejsou O

endosporami, protoze se tvofi na konci vlakna a

vznika jich vetsi pocet. centralni nebubfici centralni bubfici
. o, . Bacillus anthracis

Pod mikroskopem vyhlizi spory jako vysoce Bacillus cereus

svétlolomné utvary, které nepfijimaji Gramovo

barveni. Lze je obarvit specidlnimi barvicimi

postupy, napt. barvenim za horka.

Tvar, relativni velikost a uloZeni spor jsou Casto ~ termindlninebubfici  terminalni bubfici

. , o , ey g .y Bacillus staerothermophilus Clostridium tetani
typické pro rizné druhy sporulujicich bakterii,
¢ehoz lze vyuzit k jejich identifikaci. Spory jsou
vétSinou ovalné, méné Casto kulaté (kulaté spory ‘]
ma napt. C. tetani). Pro fadu bakterii rodu
Clostridium je typické, ze prumér spory je vetSi neZ  subterminalni nebubfici subterminalni bubfici
primér vegetativni buiiky a proto dochézi k jejimu Chostridlum hetulinym
vyklenuti neboli zdufeni (spora bufiku tzv. ,,bubfi*), Obrazek 14: Tvar a uloZeni endospor.
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u bakterii rodu Bacillus k dufeni buniky obvykle nedochazi. Spory mohou byt v bakterialni
bunce ulozeny bud’ centrdlné (uprostied), termindlné (na konci) nebo subterminalné ¢i
paracentralné (mezi sttedem a polem buriky).

Extrémni odolnost spor vii¢i podminkdm zevniho prostfedi je dana hned né€kolika faktory:
stabilizaci makromolekul, ztratou vody a jeji nahradou v polymerech vapnikem. Jako spory
mohou bakterie prezivat i fadu let. Spory jsou vysoce odolné k vysychani, vysoké teploté
(napf. spory C. botulinum piezivaji az pétihodinovy var), mraZzeni, pH, UV zafeni, do jisté
miry i radia¢nimu zafeni, fadé desinfekénich prostiedkt, atd. Termorezistenci spor zvySuje
pritomnost organickych latek — bilkovin, lipidi a vysSich koncentraci sacharidt, které ma;ji
ochranny efekt. Oproti tomu kyselé pH termorezistenci spor snizuje. Malo kyselé a nekyselé
potraviny proto sterilujeme teplotami nad 100 °C, vyrazné kyselé potraviny (pH pod 4,0) staci
zahfivat na teplotu 85 az 100 °C, protoze piezivajici spory bakterii nemohou v kyselém
prostiedi vyklicit, tzn. pfeménit se ve vegetativni buitku, pomnozit se a potravinu znehodnotit.

Na spory vibec nepusobi ethanol, derivaty fenolu ¢i povrchové aktivni latky. Spolehlivé
sporocidni ucinky maji napf. ethylenoxid, koncentrované louhy a kyseliny ¢i kyselina
peroctova (Persteril). Spory ni¢i autoklavovani, tj. ptisobeni vodni pary za zvyseného tlaku,
a to minimaln€ 20 minut pfi teploté 121 °C a pretlaku 0,2 MPa.

5.8.1. Tvorba spor — sporulace

Proces tvorby spor se oznacuje jako sporulace. Molekularni mechanismus rozhodnuti bunky
sporulovat neni dosud pfesné¢ znam. Jisté je, Ze na jedné strané¢ jde o udalost kausalni
(pti¢inou je chybéjici zivina, zejména uhlik ¢i dusik), na druhé strané€ o udéalost nahodilou (ne
vSechny buniky v homogenni kultufe sporuluji soucasn€). Sporulace nastava pii poklesu Zivin
pod ur¢itou hodnotu, obvykle na konci exponencialni faze riistu, a trva asi 10 hodin.

Vlastni proces sporulace Ize rozdélit do sedmi navazujicich morfologickych stadii:
- stadium O: vychozim bodem je vegetativni burika;

- stadium I: méni se morfologie jadra, dochazi k replikaci chromosomu, ptivodné kruhovy
chromosom se linearizuje a oba chromosomy jsou spojeny Vv jediné podéln¢ umisténé
vlakno;

- stadium II: pro toto stadium je charakteristické rozdéleni jadra nasledované rozdélenim
buiikky sporovym septem na dvé nestejné velké Casti. Sporové septum je dvouvrstva
struktura, kterd vznik4 vychlipenim cytoplasmatické membrany smérem do nitra buiiky.
Uzavienim septa se cytoplasma pivodni matefské bunky (tzv. sporangia) oddéli od
prostiedi budouci spory, které obsahuje chromosom, ribosomy, enzymy, zasobni latky
a dalsi slozky.

- stadium IlI: v pribéhu tohoto stadia putuje budouci spora dovnitf matetské buiky za
soucasného prodluzovani septa smérem k polu bunky, ¢imz se vytvoti vnitini a vnéjsi
membrana spory. Na konci této faze vznika tedy uvnitt matetské bunky samostatné buiika
obdand dvojitou membranou, tzv. prespora. Prespora je barvitelna a citliva k nepfiznivym
podminkam prostiedi. Od tohoto okamzZiku je proces sporulace jiz nevratny.

- stadium IV: v nasledujicich stadiich dochazi ke tvorbé obalovych vrstev spory, nejprve se
mezi vnitini a vnéj§i membranou zacne tvorit silnd vrstva zvana kortex (peptidoglykan
specifické stavby). Nejprve se tvoii jeho vnitini vrstva, tzv. sporovd sténa, jejiz stavba je
shodné s peptidoglykanem bunécné stény a ze které pii kliceni vznikne bunécnd sténa
nové vegetativni builky. Potom se vytvoii vn&j§i siln€jSi vrstva specifického
peptidoglykanu kortexu. Zacina se tvofit kyselina dipikolinova a ukladat vapnik. Spora se
poprve jevi jako svétlolomna.
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- stadium V: v tomto stadiu se nad vn&j$i membranou vytvoii plast’ spory — nékolik vrstev
bilkovinné povahy obsahujicich velké mnozstvi sirné aminokyseliny cystinu. Soucasné
pokracuje syntéza kyseliny dipikolinové a ukladani vapenatych ionti.

- stadium VI: v pribéhu zrdni ziskava spora své typické vlastnosti — svétlolomnost,
dehydrataci (spora obsahuje pouze 15 % vody) a odolnost vii¢i chemickému a fyzikalnimu
poskozeni. Pro sporu je charakteristicky obsah dipikolinatu vdapenatého (Kyselina
dipikolinovd ve vegetativnich builkdch chybi). Nizky obsah vody a pfitomnost
dipikolinatu vapenatého jsou pti¢inou vysoké termorezistence spor.

- stadium VII: dochazi k 1yzi mateiské buniky a uvolnéni spory do prostredi.

U nékterych druhti se na povrchu spory vytvoii jesté dalsi volna blana, tzv. exosporium, které
miva charakteristicky tvar (napf. exosporium B. cereus tvofi na koncich spory kiidla).
Exosporium se zacina tvotit od III. stadia sporulace.

Mezi nejvyznamnéjsi fyziologické zmény patii: vznik molekul a struktur, které se nevyskytuji
ve vegetativni buiice (kyselina dipikolinova, peptidoglykan kortexu, bilkoviny sporového
plaste), zvySeni aktivity enzymii Krebsova exosporium
cyklu a rychlosti produkce energie aerobni I

L, L, . sporovy plast
respiraci, tvorba hydrolytickych enzymu, (vicevrstevny)

hromadéni vapniku a dehydratace. — .
vnejsi membrana

Energii nezbytnou pro syntézu povrchovych sporovy protoplast

struktur spory ziskava bakterialni burnka vniténi membrana
oxidaci poly-S-hydroxymaselné kyseliny zaklad bun&éné stény
(zralé spory ji nemaji). U aerobnich bakterii kortex

je pro sporulaci nezbytnd pfitomnost /

kysliku, u anaerobnich kyslik sporulaci

inhibuje. Obrazek 15: Prifez bakterialni sporou.

Dormantni (klidova) spora je tvotena protoplastem obdanym vnitini membranou, kortexem,
vnéj$i membranou, nékolikavrstevnym plastém a piipadné i1 exosporiem (obrazek 15). Ma
témeét nulovy obsah volné vody a neméfitelny metabolismus.

5.8.2. Kliceni spor — germinace

Germinace neboli kli¢eni bakteridlni spory je proces jeji piemény ve vegetativni bunku
schopnou dal§itho rozmnoZovéani. Nastadva po pieneseni spory do vhodnych fyzikalng-
chemickych podminek pro riist a mnozeni (dostatek vody a zivin, vhodné pH a teplota). Cely
proces ma tii faze — aktivaci, vlastni kliceni a fazi diferenciacni.

Aktivace spory spociva v poruseni nepropustného sporového plasté. Aktivaénim zasahem je
mechanicky odé¢r, zvySena teplota, nizké pH, atd. Pfirozenym zpiisobem aktivace je i starnuti
spory. V laboratofi mizeme aktivaci spory navodit mirnym zahfevem v pfitomnosti vody.

Vlastni klic¢eni (germinace) je irreverzibilni a metabolicky proces. V piitomnosti vody a zivin
dochazi k rozpadu kortexu a uvolnéni sporového protoplastu. Aktivovana spora zacne piijimat
vodu, tim ztraci svoji rezistenci a bilkoviny, které v ni vznikly jako stabilizatory, se zacinaji
rozkladat enzymy pfitomnymi v dormantni (klidové) spofe. Do prostiedi se uvoliluje
dipikolinat vapenaty, do buiiky vstupuje voda, réizné ionty (napf. K*, Mg?") a molekuly.
V pribéhu kli¢eni mizi termorezistence i svétlolomnost. Tato faze probiha asi 1 minutu.

V diferenciacni fazi se ze vzniklych aminokyselin syntetizuji nové proteiny. Sporovy
protoplast je pfestavén ve vegetativni bunku. Cely proces kliceni konc¢i prvnim bunécnym
délenim bakteridlni bunky.
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6. GENETIKA MIKROORGANISMU

Mikroorganismy hraji v poznavani genetickych a molekularné biologickych principt
dilezitou roli. Zejména bakterie Escherichia coli poslouzila k odhaleni fady procesu a stala se
oblibenym modelovym organismem, nebot’ se velmi rychle mnozi, snadno roste na riznych
agarech, pokusy jsou levné a zasahy v jeji DNA se nasledn¢ dobfe projevi jasné odliSitelnymi
fenotypovymi zménami.

Védni obor zabyvajici se dédi¢nosti a proménlivosti se nazyva genetika. Dédicnost je
schopnost v procesu reprodukce piredavat souhrn biologickych znakii na potomstvo.
V soucasné dob¢ je pozornost vénovana nejvice procesiim molekularné biologickym.

Mezi biomakromolekuly, které maji vyznamnou ulohu pvi prenosu genetické informace, patii nukleové kyseliny
a proteiny. Mezi témito molekulami je vztah, diky kterému je v Zivych soustavich zabezpecen metabolismus
a reprodukce. Nukleové kyseliny zajistuji presny pienos genetické informace z rodicii na potomstvo a jeji pienos
na proteiny. Proteiny maji funkci jednak stavebni (strukturdini proteiny) a jednak biokatalytickou (enzymy).

6.1. Geneticka informace a struktura nukleovych kyselin

Genetickd informace je pottebna k vytvotreni a udrzeni Zivota kazdého organismu, je ulozena
v kazdé zivé bunce. Pii bunééném déleni prechdzi z matetské bunky do buiiky dcefiné a tak je
V populaci organismil piendSena z generace na generaci (dédi se). Geneticka informace je
vV organismu zapsana ve formé sekvence (potfadi) nukleotidi. V sekvenci DNA mize byt
obsazena informace o primarni strukture proteinu Nebo informace o biologicky funkcni RNA
(transferova — tRNA, ribosomova — rRNA, aj.). Sekvence DNA i RNA mohou obsahovat také
informace o vazbé specifickych proteinti k témto sekvencim, které zahajuji nebo zastavuji
transkripci.

Popsani struktury DNA bylo pielomem v biologii dvacatého stoleti. Nukleové kyseliny jsou
tvofeny polynukleotidovymi fetézci. Jsou to polymery sloZené z nukleotidii spojenych
navzajem fosfodiesterovymi vazbami. Nukleotidy mohou byt bud deoxyribonukleotidy
tvotici makromolekulu DNA, nebo ribonukleotidy tvofici RNA. Poradi (sekvence) nukleotidii
se oznacuje jako primdrni struktura DNA, ptipadné¢ RNA. Podle této primarni struktury se

Vv pribéhu translace vytvoii priméarni struktura proteinu BAZE
(polymer aminokyselin spojenych navzajem peptidovymi NH,
vazbami).

Molekula nukleotidu sestdva z pétiuhlikového sacharidu FOSFAT | SN
(pentosy), a to 2-deoxy-g-D-ribosy (u DNA), nebo j-D- & /k
ribosy (u RNA), dale z kyseliny trihydrogenfosforecné Il N 0
a z purinové (A — adenin, G — guanin) nebo pyrimidinové _O_T_O_CH2

(C — cytosin, T — thymin, U — uracil) baze (obrazek 16). o
Molekula DNA obsahuje baze cytosin, guanin, adenin
athymin, molekula RNA ma misto thyminu uracil.
Nukleotidy jsou navzdjem spojeny fosfodiesterovou OH OH
vazbou. Jeden konec fetézce je oznaCovany jako 3’-konec
(tvofen OH- skupinou na C3’-uhliku) a druhy jako 5'-
konec (tvoien fosfatovou skupinou na C5’-uhliku). Potadi nukleotidu (4-D-ribosa s pfipojens

. 10 ¥ ox . . - u idu (B-D-ri pripojenym
nukleotidi v fetézci nukleové kyseliny  (primarni cytosinem na uhliku C1 a fosfitem

sekvence) se oznacuje zkratkami bazi (napt. 5°- O o Cs)
AGCCTCGCGGAT-3"). '

CUKR

Obrazek 16: Ptiklad molekuly
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Existuji linearni nebo kruznicové  stavebni kameny DNA fetézec DNA
molekuly nukleovych kyselin. Ty  fosf

mohou byt.jednofetézcové (zkratka B + @ — ? 5
ss, z anglického single stranded, S

napi. ssRNA ¢i ssDNA) nebo Thatst nukleotid
dvouretézcové (ds, double

stranded, napt. dsRNA ¢i dsDNA). 3
U dvoufetézcovych molekul maji
polynukleotidové fetézce viuci sobé V@ [c]
opacny smér (jsou antiparalelni,
jeden ve sméru 3°—5°, druhy
5°—3") a jsou ksobé vazany
vodikovymi mustky mezi bazemi
(ttemi mistky mezi G=C, dvéma
mustky mezi A=T a A=U).
Retézce  jsou stocené  do
dvousroubovice  (obrazek  17).
Existuji také tfi az Ctyitetézcoveé
molekuly DNA.

Prechod  dvousroubovicové  struktury
vV samostatné  polynukleotidové  Fetézce
prostiednictvim  preruseni  vodikovych
mustkii  mezi  bdazemi  se  nazyvd
denaturace. Obnoveni puvodni
dvousroubovice je renaturace. Proces, pri eizkgw;?ﬁz‘s'fry

kteréem dojde ke komplementarnimu

spojeni  dvou  Fetézeii  pochdzejicich  Obrazek 17: DNA a jeji stavebni podjednotky. (Alberts et al.,
z riiznych molekul dsDNA, je hybridizace. 2005 — upraveno)

dvoufetézcova DNA

KO
FOA
O
KO
HOH

@ﬁo kostra cukerného

fosfatu S=

6.2. Prenos genetické informace

K ptenosu genetické informace mlize dochazet bud’ z nukleové kyseliny do nukleové kyseliny
(replikace, transkripce, zpétna transkripce) nebo z nukleové kyseliny do proteinu (translace).
Z proteinu do nukleové kyseliny ¢i z proteinu do proteinu pfenos mozny neni.

Replikace je tvorba kopii molekul nukleovych kyselin zajistujici pFenos genetické informace z DNA do DNA
nebo z RNA do RNA. Replikace chromosomu bakterii je blize popsdna V kapitole 7.1.1. Proces, pri kterém

dochazi k prepisovani genetické informace z RNA do DNA, se nazyva zpétnd transkripce a vznika cDNA
(komplementarni DNA).

6.2.1. Transkripce

Transkripce je pFepisovdani genetické informace z DNA do RNA. Tento piepis katalyzuje
enzym transkriptasa (DNA-dependentni RNA-polymerasa, RNA polymerasa). Tento enzym
rozpoznava regulacni oblast genu, tzv. promotor (zacatek genu), na ktery nasedne. Nasleduje
startovaci nukleotid, od kterého je piepis jednoho nebo vice genil zahajen. Jako matrice
slouzi pro ptepis pouze jeden fetézec DNA. Transkripce probihd aZ po dalsi regulacni oblast,
sekvenci zvanou termindtor, kde je ¢innost RNA polymerasy zastavena, ptepis je ukoncen
a hotova mRNA (medidtorovd RNA) se uvoliuje. Transkripce probihd ve titech fazich:
iniciace (navazani transkriptasy na DNA a zahajeni syntézy fetézce RNA), elongace
(polymerizace RNA podle matricové DNA) a terminace (ukoncujici procesy, které maji za
nasledek uvolnéni RNA polymerasy z templatové DNA i mRNA). Transkript (sekvence
vznikla pfi transkripei) je komplementarni k matricové sekvenci nukleové kyseliny. Zejména
u eukaryot mnohdy podléha postranskripénim upravam (napt. chemické modifikaci a stépeni).
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6.2.2. Translace

Jakmile vznikne funkéni mRNA, informace v ni obsazend muze byt ihned pouzita pro syntézu
proteinu. Piekladdni genetické informace z RNA do primarni struktury proteinu se oznacuje
jako translace. Z aminokyselin obsazenych v cytoplasmé se na ribosomech za tcasti tRNA
tvoii polypeptidové fetézce podle informace obsazené v mRNA. Stejné jako replikace

.....

.....

adochazi k prodluzovani polypeptidového fetézce polykondenzaci aminokyselin podle
informace v mRNA) a terminace (zakonéeni syntézy polypeptidu a jeho uvolnéni od
ribosomu). Cely proces fidi iniciacni, elongacni a terminacni faktory (proteiny).

TRANSKRIPCE

TRANSLACE

ribosom

508 tRNA s antikodonem

nesouci aminokyselinu

Obrazek 18: Schématické znazornéni exprese genti bakterii (transkripce a translace).

Protoze bakterie nemaji jadernou membranu, mohou se ribosomy pfipojovat jest¢ k nehotové
mRNA. Jakmile se 5" konec mRNA uvolni z DNA, pokryje se ribosomem a za¢ne translace
do polypeptidového fetézce (obrazek 18). Na jedné molekule mRNA muize byt navazano za
sebou i né€kolik ribosomil (tzv. polyribosom, polysom) a soucasné se tak syntetizuje velké
mnozstvi stejnych proteind. Genetickd informace se z primarni struktury mRNA do primarni
struktury proteinu pieklada podle systému pravidel, tzv. genetického kédu.

vaeer

kbdovana (uréena) trojici nukleotidii zvanou triplet. Zakladni jednotkou genetického kédu je tripletovy kodon. Je
to poradi tri nukleotidit v mRNA kodujici v polypeptidu urcitou aminokyselinu nebo signalizuji zacatek (iniciacni
kodon) ¢i konec (terminacni kodon) jeho syntézy na ribosomu. Jedna aminokyselina miize byt kodovana nékolika
riznymi kodony (napr. kodony histidinu jsou CAU a CAC, alaninu GCU, GCC, GCA nebo GCG). Aminokyseliny
Jjsou pripojeny na molekule tRNA. Pri ¢teni genetického kodu rozezndva transferova RNA specifickym tripletem,
tzv. antikodonem, kodon na medidtorové RNA pro aminokyselinu, kterd je na této tRNA nesena. Diky
komplementarité se antikodon prechodné vaze na kodon a z aminokyselin vznika polypeptid.

6.3. Geny

Jednotkou genetické informace je gen. Obsahuje genetickou informaci o primarni struktuie
polypeptidu ¢i proteinu nebo tRNA, rRNA, atd., zapsanou Vv sekvenci nukleotidd. Existuji
geny strukturni, funk¢ni a regulacni oblasti.

Strukturni gen koduje informaci o primdrni strukture polypeptidu (popr. proteinu), ktery vznikd na ribosomu
translaci mRNA-sekvence. U sloZeného strukturniho genu jsou piitomné kromé exonii také introny. Introny
(nekodujici oblasti genii) se pri posttranskripcni uprave vystepi a v mRNA ziistanou pouze prepsané geny exonii.
Introny maji ve své DNA pouze archaea a mikroorganismy s eukaryotickou busikou (kvasinky, plisné, parazité).
Bakterie a sinice jsou bez introni, geneticka informace je kodovana bez preruseni. Funkéni gen koduje tRNA
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arRNA (popr. dalsi RNA). Tento usek DNA je transkripci prepsan primo do tRNA ¢i rRNA, nikoliv do mRNA
a nepodléha translaci. Geny, které jsou rozeznavany proteiny signalizujicimi zahdjeni nebo ukonceni transkripce
se nazyvaji regulacni oblasti.

Soubor vsech gent bunky (popf. viru) se oznacuje jako genom. Kromé gent uloZenych
v jadfe, mohou byt soucasti genomu i geny nesené na plasmidech. U eukaryotickych
mikroorganismi jsou soucasti genomu také geny na mitochondriové DNA (mtDNA),
piipadné chloroplastové DNA (ctDNA). V dnesni dob¢ je genom celé fady mikroorganismi
zmapovan (je znama nukleotidova sekvence a umisténi genti na chromosomu).

Alela je varianta genu lisici se cdstecné od jinych variant téhoz genu v nukleotidové sekvenci. To znamend, Ze
geny kodujici urcity polypeptid nebo RNA nemusi mit nutné ve vSech pripadech stejnou nukleotidovou sekvenci,
ackoliv je v nich obsazena informace o stejném funkcénim produktu. Bakteridlni genom je haploidni, nebot
bakterie maji pouze po jedné alele kazdého genu. Oproti tomu mikroorganismy s eukaryotickym typem bunky
maji dvé sady genii, oznacuji se jako diploidni.

Pojmy genotyp a fenotyp se uzivaji v souvislosti s uritym organismem. Geneticka sestava
alel urcitého organismu se oznacuje jako jeho genotyp. Soubor znakl a vlastnosti, kterymi se
v daném prostiedi genotyp organismu projevuje, se oznacuje jako fenotyp.

Struktura nesouci geny sefazené za sebou, schopna replikace, je genofor. U prokaryot,
eukaryot a DNA virti jsou genofory tvoieny pouze DNA, u RNA viri jsou tvofeny molekulou
RNA. Genofory obsazené v jadie buiky jsou oznaCovany jako chromosomy. Bakterialni
bunika ma pouze jeden chromosom.

Bakterie a nékteré kvasinky mohou také obsahovat plasmidy, nesouci pro mikroorganismus
mnoho vyhodnych genli (napf. kodujicich rezistenci k antimikrobidlnim latkam, geny
zodpovédné za tvorbu sex pila ¢i tvorbu bakteriocinit).

Nekdy byva soucasti bakterialniho genomu také profdg. Je to do chromosomu zaclenéna nukleova kyselina
temperovaného bakteriofaga. Temperované (klidové) fagy (tj. viry, jejichz hostitelskymi bunikami jsou bakterie)
se po zaclenéni do chromosomu déli spolecné s hostitelskou burikou a nasledkem vnéjsiho podnétu (napr.
teploty) se zivotni cyklus faga dokonci: zacnou se syntetizovat bilkoviny obalu viru, virova DNA se
Z chromosomu vycleni, dokonci se tvorba novych virionii a hostitelska buitka lyzuje.

Na virovém genoforu nejsou geny pro rRNA, tRNA, ani strukturni geny kodujici ribosomové proteiny. Proto jsou
tyto nebunécné zivé soustavy pri tvorbé novych virovych proteinii zcela zavislé na své hostitelské burice a jejim
translacnim systému (tRNA, ribosomech, aminoacyl-tRNA-syntetasy). V tom je molekuldrni podstata toho, Ze
Jjsou viry intraceluldrni parazité.

Oblasti chromosomu patogennich bakterii, které obsahuji geny kodujici faktory virulence, se oznacuji jako
ostrovy patogenity. Vsechny se mohou exprimovat soucasné, jedinym podnétem (napr. teplotou, pH, aw)
a vSechny se mohou prendset najednou na dalsi bakterii.

6.3.1. Exprese genii

Exprese genu je proces dekddovani genetické informace v ném obsazené. Expresi se rozumi u
strukturnitho genu vyjadieni jeho genetické informace v priméarni struktufe a funkci
polypeptidu (proteinu), u funkéniho genu pro RNA vyjadieni jeho genetické informace
v primarni struktuie a funkci RNA neuréené k translaci, u genu regulacni oblasti vyjadieni
jeho genetické informace ve schopnosti interagovat s ur¢itymi proteiny.

Prosttedi mize ovlivnit miru exprese (v pribchu transkripce 1 translace), avSak geneticka
informace v genech se neméni. Exprese mize byt vlivem prostiedi urychlena, zpomalena,
nebo piimo zastavena. Proto nékteré geny nemusi byt exprimovdny (projeveny navenek).
Napftiklad pokud kmen S. aureus nese geny kodujici stafylokokové enterotoxiny, neznamena
to, Ze bude tento kmen toxiny v potravin¢ opravdu vzdy produkovat (zalezi na pH, aw, atd.).
Bakterie velmi citlivé reaguji na zmény prostfedi a dokaZzi zapinat ¢i vypinat celou fadu gent
souvisejicich s metabolismem ¢i virulenci. Mnohé enzymy a faktory virulence se tvofi jen
tehdy, pokud jsou pro n€ nezbytné (napft. po vniknuti bakterie do hostitelského organismu).
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6.3.2. Mobilni genetické elementy

Intracelularni prenos genetické informace zajistuji transponovatelné elementy, tzv. mobilni
genetické elementy (inserni sekvence, transpozony, integrony, genomické ostrovy). Tyto
mobilni genetické elementy jsou dulezitym zdrojem genetické rozmanitosti. Pii
intercelularnim prenosu to jsou plasmidy a bakteriofagy.

Transpozony jsou useky DNA, které maji schopnost ménit svou pozici. V genomu se presunuji bud’ v ramci
chromosomu nebo z chromosomu do plasmidu a opacné. Po zaclenéni transpozonii do genomu mohou vyvolat
mutace. Svoji transpozici méni usporadani bakterialniho chromosomu a mohou nékteré geny spoustét i vypinat.

Nejjednodussi transpozony jsou insercni sekvence (elementy IS). SloZené transpozony (znacené Tn) prendseji
geny pro rezistenci na antibiotika a geny faktori virulence.

Integrony jsou genetické elementy, které maji schopnost zaclenit do své struktury exogenni genové kazety,
zajistit jejich spravnou expresi a promeénit je ve funkcni geny. Integrony samy o sobé nejsou mobilni, nachdzi se
vSak ¢asto na transpozonech a plasmidech a prispivaji ke vzniku multirezistentnich kmenii.

6.4. Mutace DNA

Aby se mohly organismy Iépe pfizptisobit zménam vné&jSiho prostiedi a nedoslo pii nich
K jejich zaniku, neni geneticka informace zcela neménna. K jejim zménam muze dochazet
mutaci, rekombinaci a transpozici.

Mutace je dédicnd zména genotypu. Mutace v jediném nukleotidovém péaru muize byt
pri¢inou zaniku celého organismu, nebo mu naopak muze poskytnout takovou vyhodu, ze

ey

bude moci piezit v prostiedi, ve kterém ostatni organismy bez mutace nepieziji.

Mutace mohou vznikat spontanné nebo jsou nééim indukovany. Ke spontdnnim mutacim
dochazi pfilezitostné v kazdé buiice, jsou to napf. chyby pfi replikaci DNA. Indukované
mutace vznikaji vnéj§im zasahem. Mohou je vyvolat fyzikalni nebo chemické faktory, tzv.
mutageny. Ty plsobi genotoxicky. Mezi fyzikdlni mutageny patii napt. ultrazvuk, UV ¢&i
ionizujici zafeni. Chemické mutageny cCasto zpusobuji chybné parovani bazi (analogy
dusikatych bazi, alkylacni ¢inidla), nebo se vkladaji do DNA a tim brani normdlni cteni
genetické informace (interkalacni latky — ethidiumbromid, akridinova barviva, psoraleny).

Mutované buiiky se mohou projevit napf. vyrazn€ protdhlym tvarem buiky, zménou
mukoéznich kolonii na hladké az drsné, zménou pigmentu kolonii, zménou citlivosti
K bakteriofagovym infekcim, zménou schopnosti konjugace, sporulace, zménou metabolické
drahy (ztratou schopnosti syntetizovat nékteré ristové faktory — auxotrofni mutanti), atd.
Prostfednictvim mutaci mohou bakterie ziskat rezistenci k antimikrobidlnim latkam.

Mutantni organismy maji schopnost nekteré mutace vratit zpatky na pivodni divoky typ pomoci dalsi mutace. Pri
reverzni (zpétné) mutaci dochazi k mutaci mutantni alely a tim se uplné nebo castecné zméni v piivodni
standardni (divokou) alelu.

Mikroorganismy, stejn¢ jako dal$i organismy, maji schopnost vzniklé mutace v genotypu
opravovat pomoci reparacnich systémii. Tyto systémy napomahaji spravit také chyby pfi
replikaci DNA. Reparace mohou probihat prostfednictvim fotoreaktivacnich enzymt, které
jsou aktivovany viditelnym svétlem (fotoreaktivace), nebo v ramci postreplikacnich oprav.

6.5. Rekombinace

Na zménach genetické informace se kromé mutaci podili také rekombinace — nové
kombinace nukleotidovych sekvenci zplisobené tzv. crossing-overem.

Crossing-over je proces, pii kterém dochdzi k vyméné nukleotidovych sekvenci mezi dvéma homologickymi
molekulami DNA. Dojde ke zlomu DNA, vyméné casti nukleotidové sekvence a znovuspojeni DNA. Organismus

se takto zménénym genomem se nazyvd rekombinant. Pokud dojde Kk piremisténi genii stavajicich, oznacuje se
rekombinace jako homologni. Pokud jsou do genomu vneseny geny nové, jednd se o heterologni rekombinaci.
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Rekombinace probihd u vSech organismi — pii konjugaci, transformaci, transdukci, mezi
virovymi genomy Vv hostitelské buiice, u eukaryot béhem mitosy a meiosy.

6.6. Vyména genetické informace mezi bakteriemi

Prenos genl zvysuje genetickou variabilitu, a tak i adaptabilitu bakterii. K pfenosu genetické
informace miize dochazet jednak uvniti bunck (intracelularn€) nebo mezi buitkami
(intercelularng). Mezibunéény pienos mize byt vertikalni ¢i horizontalni. Vertikdlné jsou
geny predavany zbunky matefské na dcefinou. Do potomstva se dostavaji kopie
chromosomu, plasmidd, nebo i profagti. Pokud jsou geny pfendSeny mezi nepiibuznymi
buiikkami (v ramci stejného ¢i jiného druhu, pfipadné rodu), oznacuje se pifenos jako
horizontalni. Mezibunéény prenos zajistuje konjugace, transformace a transdukce.

6. 6 1. Konjugace

pfi kterém dochazi k ptenosu genli z donorové (darcovské) bunky do bunky reczpzentm
(bunka piijimajici cizorodé geny) prostfednictvim plasmidl se nazyva konjugace. Tento jev
byl pozorovan jiz v roce 1946 Lederbergem a Tatumem u E. coli. Recipientni buiika, ktera
piijala DNA, se nazyva transkonjugant.

DONO_ROVA (F+) DONOROVA
BUNKA BUNKA (F+)
chromosom
F-plasmid a
pohlavni
pilus
mustek O
tvorba replikace oddéleni
mustku a pfenos bunék
RE(;IPINENTNI . plasmidu NOVA
UNKA (F-) DONOROVA
BUNKA (F+)

Obrazek 19: Schématické znazornéni bakterialni konjugace. Donorova buiika s F plasmidem se
s recipientni bunikou spoji pomoci sex pilusu a jeden fetézec DNA plasmidu piejde pres
cytoplasmaticky mustek k recipientovi. Poté je mustek prerusen. V buikach dojde k dosyntetizovani
druhého fetézce plasmidu a ob¢ bakterie se stanou donorovymi. (Alberts et al., 2005 — upraveno)

Existuje nekolik typu transkonjugantii: plasmidovy transkonjugant (prendsi se konjugativni plasmid, ktery se
V bunice replikuje autonomné), rekombinantni transkonjugant (preneseny fragment DNA rekombinuje
s chromosomem), abortivni transkonjugant (pienesend DNA se nereplikuje, ziskany gen se casem vytrati).
Specialnim pripadem konjugace je tzv. zygotickd indukce, pri které je do recipientni buiiky také vnesen profig
lyzogenizujiciho (aktivniho) bakteriofaga, ktery byl zaclenén do chromosomu donorové buiiky. Profag se
V novém hostiteli indukuje, dojde k pomnozent slozek faga a jeho maturaci. Proces konci lyzou bunky recipienta.

Aby mohla byt konjugace uskutecnéna, musi byt konjugujici buiiky opacného typu, ktery je
dan specifickym fertilnim faktorem (F), coz je konjugativni plasmid (F plasmid). Tento
plasmid nese geny zodpovédné za proces konjugace a také geny determinujici specifické
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struktury povrchu (napft. pili), které jsou pro konjugaci nepostradatelné. Vzajemny kontakt
dvou interagujicich bun¢k umoziuji pravé pili a za vlastni prenos DNA jsou zodpoveédné
F pili (sexudlni pili). DNA prochazi konjugacénim miistkem. Donorova burka s fertilnim
faktorem je oznaCovana F*, burika recipientni bez F faktoru se oznacuje F. Konjugace muze

probéhnout pouze mezi butikami F* a F~ (obrazek 19).

Pred ptenosem F plasmidu musi dojit k naStépeni jednoho jeho fetézce restrikéni
endonukleasou. Nastépeny fetézec F plasmidu prechdzi svym 5’-koncem prostiednictvim
konjuga¢niho mistku z donorové do recipientni bunky, druhy fetézec zistdva v donorové
bunice. V donorové i recipientni bunice dojde k dosyntetizovani druhého tetézce F plasmidu

(obrazek 20).

Jako kazdy plasmid se i F plasmid miize vyskytovat v burice ve
stavu  volném  nebo integrovaném do  bakteridlniho
chromosomu. Buiniky, u kterych probéhl cossing-over
k zaclenéni plasmidu, se oznacuji jako bufiky Hfr (high
frequency of recombination). Pokud dojde ke konjugaci
integrovaného F plasmidu z Hfr buiiky do recipientni, prenasi
plasmid sebou i cast chromosomalni DNA. Prenesenda Ccdst
chromosomalni DNA muize rekombinovat s homologni DNA
recipientni buniky a vznikd rekombinantni transkonjugant.

Konjugace mulze probihat u gramnegativnich
| grampozitivnich ~ bakterii. U  grampozitivnich
bakterii (napf. streptokoky) se konjugace neucastni
pili, ale kontakt je zprostfedkovan ,,sex feromonem®,
ktery je tvofen recipientni buiikou. Chemotaxi se
bunky darce a piijemce pfiblizi, pfilnou k sobé
a DNA donora ptejde do bunky recipienta.

Pti konjugaci mtize dochazet k vyznamnému ptrenosu
genu virulence (napf. geny kodujici tvorbu toxini)
a R plasmidti nesoucich geny rezistence. Konjugace
ma velky vyznam v genovém inZenyrstvi.

6.6.2. Transformace

Proces, kdy dojde k ptfenosu genetické informace
pfimo molekulou DNA, kterd vnikla do bunky
z vnéjsiho prostiedi bez mezibunécného kontaktu, se
oznaCuje jako transformace (obrazek 21).
Transformujici DNA pochazi z rozlozenych bakterii.
V extracelularnim prostfedi neni tato DNA chranéna
proteiny, proto velmi rychle podléha nukleasam
a dochazi k jeji fragmentaci. Aby mohla recipientni
buiika pfijmout cizorodou DNA, musi byt ve stavu
kompetence. Tento stav zavisi na rastové fazi
a fyziologickém stavu buiiky (pfizptisobeni bunécné
stény a cytoplasmatické membrany propustit
fragmenty DNA donorové buiiky). Tuto vlastnost ma
asi kazda tisici buiika. Transformovany pfijemce se
nazyva transformant.
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Obrazek 20: Pfenos a syntéza DNA
F plasmidu. Jedno vlakno plasmidové DNA
je nastépeno a S5’-koncem piechazi do
recipienta, kde probéhne (stejné¢ jako
u donora) dosyntetizovani druhého fetézce.
(Alberts et al., 2005 — upraveno)
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recipientni
fragment bufika
DNA

I
5 1
lyza vstup hole
a fragmentace DNA \ molekuly DNA

Obrazek 21: Bakterialni transformace, pfi které recipientni bunka ptijme fragment DNA ze
svého okoli. (Alberts et al., 2005 — upraveno)

Transformant muze byt bud rekombinantni (do bunky byl prenesen fragment chromosomalni DNA) nebo
plasmidovy (prenesen byl neporuseny plasmid, schopny samostatné replikace). Rekombinantni transformanti
vznikaji prenosem DNA kmenii stejného nebo velmi piibuzného druhu, aby mohlo dojit ke crossing-overu mezi
homolognimi useky DNA. Kdezto prenos plasmidové DNA je mozné uskutecnit i mezi riiznymi druhy ¢i dokonce
riiznymi rody bakterit.

Obdobou zygotické indukce je transfekce, kdy je do buiiky vnesen purifikovany genom faga, dojde k infekci,
vytvoreni novych bakteriofagu a lyzi burnky.

Transformace byla pozorovana na ptiklad u roda Bacillus, Staphylococcus, Streptococcus,
Rhizobium ¢i Haemophilus. Vyznam transformace spociva v tom, ze se do buitky mohou
vnést geny kodujici virulenci ¢i rezistenci k antibiotikim. Transformaci se vyuziva pii
produkci novych antimikrobialnich latek, aminokyselin, ristovych faktort, atd.

6.6.3. Transdukce

Transdukce je pienos genetické informace bakterii z bunky donorové do recipientni
prostfednictvim bakteriofagli. Bakteridlni geny se do bakteriofdga dostanou béhem jeho
reprodukce. Po chybném uvolnéni profaga z bakteridlniho chromosomu, je omylem sbalena
do kapsidy spolu s nukleovou kyselinou faga také DNA bakterie. Timto zpiisobem muze byt
prenesena ¢ast chromosomu, ptfipadné plasmidu az do velikosti odpovidajici délky genomu
faga. Bunka, ktera pfijmula DNA nesenou bakteriofagem, se nazyva transduktant.
Transdukujici fag je defektni, nebot’ jeho genom neni tvofen vyhradné fagovou DNA a ztraci
schopnost lyzovat buiiku hostitele.

Transduktant muze byt rekombinantni, kdy preneseny fragment chromosomalni DNA rekombinuje
S homolognim usekem DNA recipientni buriky, nebo abortivni, kdy po prenosu chromosomalni DNA nedochdzi

k rekombinaci a tak se tento fragment nemiiZe replikovat, po déleni bunék ziistane pouze v jedné buiice dceriné
a casem se vytrati. Tretim typem je transduktant plasmidovy vznikly po preneseni plasmidu do recipientni buiiky.

Transdukce je pozorovana napf. u bakterii rodu Salmonella, Shigella, Escherichia, Klebsiella,
Pseudomonas, Serratia, Mycobacterium, Lactobacillus, Bacillus, Streptococcus,
Staphylococcus a dalsi.

Zejména u grampozitivnich bakterii jsou pfenaseny transdukei R plasmidy nesouci rezistenci
k antibiotikiim. Napf. mnohocetnou rezistenci Staphylococcus aureus koduji plasmidy, které
jsou rozs§ifovany prostiednictvim temperovanych bakteriofagi (ve formé profaga).

6.7. Genové inZenyrstvi

Poznatkti z oblasti genetiky bakterii se dnes vyuziva zejména v genovém inZenyrstvi.
Zakladem genového inzenyrstvi je piiprava rekombinantnich molekul DNA a klonovani gen.
Tento obor vytvari umélé kombinace genti, pozménéné ¢i zcela nové geny, které pak zavadi
do genomu organismi s cilem zménit ¢i doplnit jejich genetickou vybavu. Pro vneseni genti
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do dalsiho organismu a jejich pomnozeni v novém prostiedi se pouzivaji tzv. vektory, napf.
plasmidy, bakteriofdgy nebo v laboratofi uméle pfipravené replikony. Gen upraveny
metodami genového inzenyrstvi a pieneseny do nového hostitelského organismu se nazyva
transgen. Organismus, jehoz genom obsahuje stabilné zalenény transgen se oznacuje jako
transgenni nebo také geneticky modifikovany organismus (GMO). Pro ziskani jedincu
S novymi vlastnostmi se mohou pouzit klasické genetické postupy (napi. kiizeni ¢i indukce
mutacemi). Techniky genového inzenyrstvi umoznuji pfendSet geny do taxonomicky
vzdalenych organismll a ptrekonavat tak pfirozené mezidruhové reprodukéni bariéry. Tyto
nové vlastnosti by se u daného organismu ani v prubéhu evoluce ve volné piirodé
pravdépodobné nikdy nevytvotily.

Mezi vyznamné transgenni organismy patii také bakterie a kvasinky. Ty se Casto vyuZzivaji pfi
vyrobé potravin, ndpoji a jako producenti primysloveé dilezitych sloucenin (enzymt,
antibiotik, organickych kyselin, aminokyselin, vitamind, atd.). Dale se vyuziva nékterych
transgennich bakterii pii ¢isténi odpadnich vod a odstrafiovani skodlivych latek ze zivotniho
prostiedi, ropnych produkti z pudy ¢i odstraiiovani vedlejSich produktii chemické vyroby.
Vyznamnym produktem, ktery se uz od roku 1982 komercné pfipravuje prostiednictvim
transgenni E. coli, je lidsky inzulin. Kvasinka Saccharomyces cerevisiae se vyuziva k vyrobé
rekombinantni ocCkovaci latky proti viru hepatitidy B. Také byly vyvinuty transgenni
organismy schopné produkovat urcité lidské bilkoviny v mléce.

7. RUST A MNOZENI BAKTERI{

V ptiznivych podminkéch vnéj$iho prostfedi (dostatek vody, zivin, vhodnd teplota, pH,
osmoticky tlak, atd.) bakteridlni bunky intenzivné rostou. Po dosazeni urcité velikosti dojde
K jejich rozdéleni na dvé buriky, které po uréité dobé zac¢nou rust a cely cyklus se opakuje.
Rychlost rlstu bakterii tedy zavisi na jejich druhu a genetické vybavé, chemickém slozeni
zivného média, fyzikalnich faktorech vnéjsiho prostiedi a koncentraci nepostradatelné Ziviny.

Jako generacni dobu oznacujeme ¢asovy usek od vzniku konkrétni buriky do jejiho rozdéleni
na dvé bunky dcefiné. Dal§im pojmem je doba zdvojeni (T), kterd udava dobu potiebnou
k tomu, aby se v rostouci populaci pocet bunék zdvojnasobil. Doba zdvojeni se mize
aplikovat i na jiny parametr napf. hmotnost biomasy.

Nejkratsi dobu zdvojeni maji termofilni bakterie (fadové v minutach). Z béznych bakterii patii mezi rychle

rostouci naprv. Escherichia coli, jejiz doba zdvojeni je za optimadlnich podminek asi 20 minut. Oproti tomu
bakterie rodu Mycobacterium rostou vyrazne pomaleji, doba zdvojeni je nékolik hodin az dnii.

Rust a mnozeni bakterii probiha geometrickou radou s kvocientem 2, kdy z jedné bunky
vzniknou dvé, ze dvou Ctyfi, atd. Dcefiné buiiky vzniklé z jedné mateiské jsou sice shodné,
ale ne absolutné. V bakteridlni kultufe s vyvaZenym exponencidlnim rdstem jsou v daném
okamziku pfitomny bunky vSech velikosti — nejmensi praveé vzniklé, vétsi v riznych fazich
rustu i nejveétsi nachéazejici se tésné pred rozdélenim.

Pri hodnoceni ristu a mnozeni musime odlisovat rust individualni buniky a rist dané populace bakterii. Riist
muze byt vyvaieny (hmotnost buiiky, obsah DNA, obsah peptidoglykanu, atd. roste stejnou mérou) cCi
nevyvdaZeny. Rostouci kultura mize byt ve stavu ustileném (viastnosti populace jsou na case nezavislé a
nemeénné) ¢i neustaleném. Dale se miize jednat o rist nelimitovany (vSechny Ziviny v nadbytku) ¢i limitovany
(néktera zivina je v nizké koncentraci), v tekutém médiu (suspense) &i na pevnych piiddch (kolonie), v cisté ¢i
smiSené kulture, v prirozeném prostiedi ¢i in vitro v laboratori, v chemicky definovaném c¢i nedefinovaném
zZivném médiu, v uzavieném (zkumavka) ¢i otevifeném systému, atd.
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7.1. Zivotni cyklus bakterialni buiiky

Zivotni cyklus bakterialni buiikky zacina okamzikem jejiho vzniku po rozdéleni materské
bunky a kon¢i jejim rozdélenim na dvé buniky deefiné. Mezi klicové d&je patii:

a) replikace DNA — autoreprodukce genetického materialu;

b) jaderné déleni — prostorové oddéleni obou molekul DNA;

€) bunééné déleni — rozdéleni matetské bunky na dvé bunky dcefiné.

7.1.1. Replikace DNA

Replikace bakteridlniho jadra (chromosomu) je podstatné jednodussi nez je tomu u eukaryot
aprobiha ve tiech fazich — iniciace (zahajeni) replikace, elongace (vlastni replikace)
a terminace (ukonceni) replikace. Rychlost replikace, tj. rychlost pohybu replika¢niho aparatu
po molekule DNA, je konstantni. Je nezavisla na rychlosti ristu. Nova replikace mtize byt
zahdjena jeste pied ukoncenim replikace ptedchazejici.

Replikace zacind vzdy ve stejném specifickém misté bakterialniho chromosomu -
tzv. replikacni pocatek neboli ,, origin“ (misto ori), postupuje obousmérné a kon¢i v misté
oznacovaném jako ,, ferminus “. Replikacni pocatek je tvofen specifickou sekvenci nukleotidli
rozpoznatelnou iniciaénimi proteiny. Obecné se predpoklada, ze iniciace replikace nastava
vzdy, kdyz je dosazeno urcité kritické velikosti bakteridlni buniky. Iniciace nastava pravidelné
Vv intervalech rovnych genera¢ni dob¢. Vysledkem je vznik dvou kruhovych molekul DNA,
pticemz kazda obsahuje jeden ptivodni a jeden nové syntetizovany fetézec (obrazek 22).

origin terminus replikacni uzel
0 minut 10 minut 20 minut 30 minut 40 minut

Obrazek 22: Schéma replikace bakterialniho chromosomu — E. coli. (Kapralek, 2000 — upraveno)

Oba ftetézce DNA jsou pevné spojeny vodikovymi miustky mezi komplementarnimi
proteint. Oddalenim obou fetézcit DNA se vytvofi tzv. replikaéni vidlice (obrazek 23). Z nich
dochazi k rozplétani dvojSroubovice DNA a soucasné k syntéze nového fetézce. Mezi
zucastnéné enzymy patii helikasy (rozplétaji obé vlakna DNA) a topoisomerasy (uvolnuji
vznikajici napéti v molekule DNA). Do skupiny topoisomeras patii i tzv. gyrasy, které
odstrafiuji  nadbytecné  zavity ori

vznikajici béhem replikace. DNA-
RNA-primer 3 © 5
= A 3'5.
N,\./E'
3’5" zaostavajici fetézec vedouci fetézec %

polymerasa syntetizuje DNA
pouze jednim smeérem, a to od
konce 5" ke konci 3". Toto vlakno

W

je oznaCovéano jako vedouci a je vedouci fetézec  zaostavajici fetézec 53_o
syntetizovano pribézng. Druhé, ¥ \ - S'E/Jv
tzv.  zaostavajici  vldkno, je 5 i/\jv
syntetizovano v podob¢ kratkych =

Okazakiho fragmentl, které jsou o

nasledné¢ pospojovany enzymem
ligasou. Piipadné vzniklé chyby

Obrazek 23: Syntéza vedouciho a zaostavajiciho fetézce pii
replikaci bakteridlniho chromosomu. (Rosypal, 2003 - upraveno)
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odstrafiuje pfimo DNA-polymerasa nebo jiny opravny systém. Replikace kon¢i syntézou
terminac¢nich proteini.

Protoze je bakterialni chromosom piipoutdn svym pocatkem k cytoplasmatické membrané
a bunécné sténé, k prostorovému oddéleni matetského a dcefiného chromosomu dochazi
ristem membrany a stény mezi misty piichyceni rodi¢ovskych vlaken obou chromosomu.

7.1.2. Rozdéleni buniky

Pokud probéhlo jaderné déleni a bakterialni bunka dosahla kritické velikosti, dochézi
K bunéénému déleni. Vétsina bakterii se déli pficné za vzniku dvou stejné velkych, ale
fyziologicky ne zcela identickych bunék. Asymetrické déleni pozorujeme napf.
u sporulujicich (rod Bacillus ¢i Clostridium) ¢i pucicich bakterii (dcefind bunka neboli pupen
ma zpocatku malé rozméry, postupné dorustd a zistava spojena s matetskou uzkym krckem);
u aktinomycet se piicnd prepazka tvofi nepravidelné, bunky se vétvi ¢i tvofi vlakna.

Rozd€leni bunky je umoznéno tvorbou p#icného septa, které se tvoii od obvodu buiky
(obvykle v ekvatorialni rovin€) a roste smérem do jejiho stfedu. Septum fyzicky rozpuli
matefskou buitku na dvé buniky dcetiné. Dcetiné bunky se mohou zcela odd¢lit nebo zlistavaji
spojeny extraceluldrni hmotou ¢i spole¢nou pochvou do riznych utvart (dvojice, fetizky,
shluky, atd.). U grampozitivnich mikroorganismi pii tvorbé prepazky nedochézi k zaSkrceni
(konstrikci) bun¢k, u gramnegativnich obvykle ano.

Oblasti vzniku nové bunééné stény se oznacuji jako sténové pdsy. V jejich mist¢ dochazi
K hromadéni prekurzori bunécné stény. Tvorba septa zacind invaginaci (vchlipenim)
cytoplasmatické membrany. Jeji rist je nasledovan rozristanim vrstvy peptidoglykanu do
prostoru mezi membrany. Nove syntetizovand bunécnd sténa se soucasné vysunuje na ob¢
strany (buiika se protahuje) a vrasta dovnitf buiiky. Soucasné se syntézou peptidoglykanu
pusobi 1 lytické enzymy (autolysiny) umoznujici St€épeni pivodni bunééné stény a vytvoreni
prostoru pro zaclenéni novych molekul. Aktivita syntetizujicich i lytickych enzymi je
V rovnovaze.

7.2. Ristova krivka bakterialni populace

Pti jednorazové (statické) kultivaci cisté kultury bakterii v tekutém Zzivném médiu
obsahujicim nadbytek pottebnych zivin, dochdzi postupné k narlstu bakterialni biomasy.
Grafické vyjadieni koncentrace biomasy (nebo poctu bakteridlnich bun€k) v zavislosti na Case
se oznacuje jako ristovd kiivka bakterialni populace. Ristova kiivka ma 4 zdkladni faze (lag-
fazi, exponencidlni fazi, stacionarni fazi a fazi odumirani), které dopliuji faze prechodové,
umoziujici plynuly a postupny ptechod z jedné hlavni faze do druhé (obrazek 24).

7.2.1. Standardni priibéh rastové kiivky

Lag-faze (angl. lag — zpozdéni, prutah) je charakterizovana adaptaci bakterii na prostiedi
zivného média, pocet bakterii zlstava konstantni. V této fazi se klidové nerostouci bunky
postupné méni na bunky aktivné rostouci, ptipadné spory kli¢i a pfeménuji se na vegetativni
buiiky. Postupné zvySovani intenzity metabolismu vede k hromadéni potfebného mnozstvi
intermediarnich metaboliti a soucasné dostateného mnozstvi COz. V této fazi nedochazi
k déleni bunek. Délka lag-faze zavisi na druhu bakterii, fyziologickém stavu bunék, velikosti
inokula (nepfimé iméra) a sloZeni ristového média.

Lag-faze prechazi do kratkého obdobi, kdy se buiiky zac¢inaji d¢lit, ale ne stalou rychlosti (tzv.
faze zrychleného rustu). Nasleduje fiaze exponencidlni (logaritmickd), pro kterou je
charakteristicky intenzivni a pravidelny rast, déleni bunék probihd konstantni rychlosti.
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Koncentrace bakterii je exponencialni funkci casu. Bakteridlni populace se mnozi
dvojnasobnou geometrickou fadou, doba zdvojeni je konstantni.

Po urcité dobé dochazi k fazi zpomaleni riistu, ktera umoznuje plynuly pfechod exponencialni
faze do faze staciondrni. Pti¢inou miize byt bud’ vycerpani limitujici ziviny (rychly pfechod)

stacionarni faze
10 4 ¥

Ic)g10 poctu Zivych mikrobialnich bunék

1
cca 24 hod cas

Obrazek 24: Rustova kiivka bakteridlni populace
pti jednorazové (statické) kultivaci. (Votava, 2001)

7.2.2. Diauxie

nebo nahromadéni toxickych zplodin
metabolismu  (pozvolny ptechod). Ve
staciondrni fdzi rGst a mnozeni bakterii
ustava, pocet bakterii je po urcitou dobu
konstantni. Délka staciondrni faze zavisi na
druhu bakterie a charakteru prostiedi.

Stacionarni  faze  ptechazi ve  fazi
odumirdani, kdy hladovéjici zivé bakterie
nerostou, postupné hynou a jejich

koncentrace Vv zavislosti na case klesa.
Ptechodna faze se v tomto piipad¢ oznacuje
jako fadze poklesu. Pti¢inou hynuti bunék je
pisobeni fyzikalnich a chemickych faktora
(napf. zéfeni, zplodiny metabolismu, vysoké
pH) na makromolekuly, jejichz poSkozeni

jiz  bakteridlni buiika neni schopna
kompenzovat opravnymi procesy.
U n€kterych bakterii dochazi k autolyze

ucinkem lytickych enzyml destruujicich
bunécnou sténu (naruseni rovnovahy mezi
lytickym piisobenim a syntézou bunécné
stény).

Zvlastnim typem rustové kiivky je tzv. diauxie (dvojita ristova kiivka neboli ,,dvojrist®), coz
je vpodstaté¢ kiivka slozena ze dvou rastovych kiivek oddélenych ¢asovou prodlevou
(obrazek 25). Jeji tvorbu mliZzeme pozorovat v ptipadé€, Ze zivné médium obsahuje dvé riizné
ziviny se stejnou fyziologickou funkeci, napt. dva rizné cukry.

Miize nastat situace, kdy prvni cukr inhibuje
adaptaci buiky na cukr druhy. Jinymi slovy,
bakteridlni bunka diky svému kontrolnimu
mechanismu vylou¢i utilizaci jednoho cukru
jako nadbyte¢ny a ekonomicky nevyhodny
proces. Druhy cukr je potom vyuzivan aZ po
vycerpani toho prvniho. Prakticky dochdzi k
tomu, Ze se bakteridlni bunky po skonceni
logaritmické faze, dostavaji zpét do lag-faze,
béhem které syntetizuji nové enzymy schopné
utilizovat druhy substrat. Tento fenomén neni
omezen pouze na cukry, ale plati 1 pro jiné
Ziviny.
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7.3. Kontinualni kultivace bakterii

Nejen v primyslové mikrobiologii se Casto vyuziva kontinudlni kultivace — systém v némz
jsou do rostouci kultury bakterii nepfetrzité¢ dodavany potiebné ziviny a ¢ast kultury souc¢asné
odtéka, v ptipad€ potfeby dochazi i k provzdusnovani zivného média. Diky tomu mitize byt
bakterialni populace udrzovdna v exponencidlni fazi po neomezen¢ dlouhou dobu. Systém
muze byt koncipovan jako otevieny ¢i uzavieny, v obou ptipadech potom jako homogenni ¢i
heterogenni. Technické uspofadani mize byt velmi rozdilné.

Zékladnim typem je tzv. fermentor — otevieny homogenni jednostupiiovy systém
pfedstavovany kultivacni nadobou s michadlem a piivodem vzduchu, do které neustdle ze
zasobniku pfitéka cerstvé médium a soucasné stejné mnozstvi kultury odtéka pryc.

V pripadé turbidostatu je kultivacni nadoba vybavena cidlem pro méreni koncentrace bakterii. Po prekroceni
zvolené koncentrace dojde k zapnuti ventilu ovlidajiciho pritok cerstvého média. V chemostatu probihd
kultivace zpoddtku jako jednordzovd, po vycerpdni limitujici Ziviny je zahdjen pritok Cerstvého Zivného média,
a to takovou rychlosti, ze se kultura sama dostane do ustaleného stavu.

7.4. Planktonicky rist a rist v podobé biofilmu

Jako planktonicky rist oznaCujeme rast bakterii v podobé izolovanych bunék. Druhou
formou je rtst v podobé biofilmu, ktery se ¢asto vyskytuje v pfirozenych podminkach (slizké
povlaky na povrchu predmétti ve vihkém prostiedi).

7.4.1. Biofilmy

Biofilm je definovan jako strukturované mikrobidlni spolecenstvi, ulozené¢ v mezibunécné
zptisob zivota mikroorganismii, mohou byt tvofeny jednim nebo vice druhy (napf.
Enterococcus spp., Listeria monocytogenes, Salmonella spp.). Oproti planktonickym formam
zde pozorujeme vyrazné uspés$néjsi horizontalni prenos gend, napt. gent rezistence.

Mikrobidlni buiiky v biofilmu se svymi vlastnostmi zasadné¢ lis§i od bunék planktonickych.
Jsou vysoce odolné k zevnim vlivim — vysychani, napadeni bakteriofagy, ti¢inku toxickych ¢i
desinfekcnich latek, atd. V makroorganismu jsou buiiky v biofilmu chranény proti ucinku
makrofagu, protilatek ¢i antibiotik (chronické infekce).

Biofilm ma trojrozmérnou stavbu. Zékladni strukturni jednotkou jsou mikrokolonie bakterii,
které¢ jsou obklopeny slizovitou mezibunéénou matrix (polysacharidova pouzdra ¢i
exopolysacharidy, dale proteiny, nukleové kyseliny, fosfolipidy, atd.). Slozita struktura
biofilmu obsahuje volné, pomérné Siroké prostory ¢i kandlky, kterymi proudi voda pfinasejici
ziviny a odvad¢jici zplodiny metabolismu. Tvar biofilmu je dynamicky a zavisi naptiklad
Vv potrubi na rychlosti toku (houbovity, vlaknity) a ptisobeni tlaku (hladkost, pevnost).

Tvorba biofilmu je pomérné pomaly proces. Zafina adhezi bakterii na vhodny povrch
s naslednou produkei tenkych polysacharidovych vlaken. Postupné se formuji mikrokolonie
a vytvafi se struktura biofilmu (kanalky, pory). Ireverzibiln€ spojené bakterialni buniky rostou
a déli se, mikrokolonie se zvétSuji a spojuji se do vrstvy bunék pokryvajici povrch. Dalsi
nariist biofilmu se uskuteéiiuje nanosem nebo zapojenim dalSich organickych nebo
anorganickych latek z okolni kapalné faze. Pti starnuti biofilmu dochazi k oddé€leni bakterii
z jeho povrchu a jejich rozptyleni, coz mlize vést ke kolonizaci novych mist.

Velky vyznam maji biofilmy v mediciné, kdy je nachdzime v zubnim plaku, na déasnich ¢i ve
zvukovodu. NeZadouci je tvorba biofilmli na intravendznich katetrech, umélych srde¢nich
chlopnich, kloubnich nahradach, atd. V potravindfském primyslu se biofilmy tvofi na
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povrchu vyrobnich zafizeni a v prostorach vyrobnich hal (potrubi, podlahy, hadice odpadnich
vod, ohyby hadic, ventily, defekty a nerovnosti vnitinich povrchi), ptip. i povrchu potravin.

Biofilmy jsou obecné obtizn¢ odstranitelné, proto je tfeba klast diiraz na vyber materialu pro
vybaveni a zafizeni provozil, jejich spravnou konstrukci a kvalitu a hladkost zafizeni.
Nezbytna je spravna sanitace povrchi (a¢inny sanitacni program, volba vhodnych detergentti
a desinfekénich latek a kontrola ucinnosti sanitacniho procesu) s pfipadnym vyuzitim
bakteriocinll a bakteridlnich enzymi.
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planktonické buiiky uvoliovani

Q(Y o —) —)

P (Y mikrokolonic (5 6 /O
CS kandlck O/
<O

ptichyceni
XD
<O OO

e e

Obrézek 26: Schéma tvorby biofilmu. (Schindler, 2001 - upraveno)

8. VYZIVA BAKTERIi A PRIJEM ZIVIN

8.1. Vyziva bakterii

Pro sviij riist a mnoZeni, musi mit bakteridlni buiika k dispozici v§echny nezbytné prvky, a to
Vv rizné chemické formé. Zivné prostfedi musi obsahovat zejména vodu, zdroj energie, zdroj
uhliku pro syntézu bunétné hmoty (cukry, alkoholy, organické kyseliny, CO2), zdroj dusiku
pro tvorbu amino- a iminoskupin aminokyselin a organickych bazi (amonné soli, dusitany,
mocovina, aminokyseliny, peptidy, bilkoviny, vzdusny N2), zdroje dalSich mineralnich prvki
(sira, fosfor, stopové prvky) a nezbytné rustové latky (napt. vitaminy, aminokyseliny, puriny,
pyrimidiny).

8.1.1. Déleni bakterii podle zpiisobu ziskavani energie
Podle zplsobu ziskavani energie délime bakterie do dvou skupin — na bakterie fototrofni
a bakterie chemotrofni.

Fototrofie je zjednodusen¢ pfeména svételné energie v energii chemickou. Svételna energie je
zachycena vhodnou molekulou (napf. bakteriochlorofyl) a transformovana v energii
excitovaného elektronu této molekuly. Energeticky bohaty elektron mize redukovat molekulu
NAD(P) na NAD(P)Hz, ktery je nasledné pouzit k produkci CO,.
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V tomto ptipadé musi byt dopliovany chybéjici elektrony napi. vodou, H2S, sirou, H2 nebo
jednoduchymi redukovatelnymi organickymi latkami (napf. acetdt). Druhou moznosti je
syntéeza ATP z ADP pfi navratu excitovaného elektronu na ptiivodni energetickou hladinu pies
kaskadu elektronovych pfenasecl (chinony, cytochromy). Tento zpisob muze byt cyklicky
anezavisly na prvnim zptsobu. Energie je vtomto piipadé uchovana v makroergickych
vazbach v ATP.

Chemotrofie je zisk energie oxidaci chemickych slouéenin, kdy zdrojem elektroni je
redukovana latka. Prakticky se jedna o kaskadu dil¢ich oxidoredukci, pii nekterych z nich
dochazi k syntéze ATP. Je-li redukovana latka anorganicka (napf. H2S, HN4"), oznacujeme
takové bakterie jako chemolitotrofni (chemoautotrofni), jednéd-li se o latky organické
(napft. glukosa), oznaCujeme tyto bakterie jako chemoorganotrofni (chemoheterotrofni).

8.1.2. Déleni bakterii podle zdroje uhliku

Podle zdroje uhliku délime bakterie do dvou skupin — bakterie autotrofni (zdrojem uhliku je
COy) a bakterie heterotrofni (zdrojem uhliku jsou organické latky). Nékteré bakterie mohou
ziskavat uhlik obojim zpiisobem, oznacujeme je jako mixotrofni.

Na rozdil od eukaryot neni autotrofie u prokaryot vdzana pouze na fotosyntézu, ale mize se
vyskytovat i u chemotrofnich bakterii. I v ptipad¢ autotrofie tedy hovofime o dvou skupinach
bakterii — fotoautotrofni (fotolitotrofni) a fotoheterotrofni (fotoorganotrofni).

Oba zpusoby ziskdvani energie a ziskavani uhliku jsou voln€ kombinovatelné. Souhrnné tedy

muzeme podle zpiisobu vyZivy, tj. zptsobu ziskavani energie a zdroje uhliku, mikroorganismy

rozdélit do nésledujicich 4 kategorii:

a) fotoautotrofni — tato skupina je reprezentovana sinicemi (fotoredukce CO2 vodikem
z vody) a zelenymi sirnymi bakteriemi (fotoredukce CO> jinou latkou nez vodou — H2S,
sirou €1 Hz). Zdrojem energie téchto mikroorganismi je svétlo, zdrojem uhliku COx.

b) fotoheterotrofni — do této kategorie spadaji purpurové sirné bakterie a purpurové bezsirné
bakterie, jejich zdrojem energie je svétlo, zdrojem uhliku organicka latka.

C) chemoautotrofni — tento zpusob vyZivy je znam pouze u bakterii. Chemoautotrofni
bakterie nevyZaduji organické latky, zdrojem uhliku je COz fixovany Calvinovym cyklem
a zdrojem energie redukovatelné anorganické latky. Do této skupiny patii nitrifikacni,
sirné ¢i zelezité bakterie.

d) chemoheterotrofni — tento typ vyzivy je charakteristicky pro vétSinu bakterii, véetné téch
potravindisky vyznamnych. Zdrojem uhliku a energie jsou rizné organické latky, kazda
chemoheterotrofni bakterie ma obvykle schopnost vyuzivat jako zdroj nékolik latek
(E. coli naptiklad vice nez dvacet).

8.1.3. Akceptory elektronii u chemotrofnich bakterii

Jiz bylo zminéno, ze chemotrofni bakterie ziskavaji energii prostiednictvim oxidoreduk¢nich
déji, které jsou podminény ptitomnosti donora elektronii, kterym je zdroj energie v zivném
médiu (napf. glukosa ¢i HN4Y), a akceptora elektronii.

Akceptor elektrond u chemotrofii miize mit troji podobu, ¢emuz odpovidaji 1 3 zékladni
mechanismy oxidoredukce:

1. Fermentace (kvaSeni) — akceptor elektroni vznika katabolismem donoru elektrona
(zdroje energie) a nemusi byt v prostfedi pfitomen jako samostatnd latka. Naptiklad pfi
mléném kvaseni, kdy zdrojem energie je cukr, je donorem elektronti glyceraldehydfosfat
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a akceptorem eclektroni pyruvat, ktery je nasledné redukovany na laktat. Tento typ
oxidoredukce se vyskytuje pouze u bakterii a kvasinek.

2. Pfti aerobni respiraci je akceptorem elektront kyslik.

3. Je-li akceptorem elektront jina latka nez kyslik, mluvime o anaerobni respiraci, ktera se
opét vyskytuje pouze u bakterii. V tomto piipadé mohou byt akceptorem elektronii napf.
dusi¢nany postupné redukované na dusitany nebo az na plynny dusik (nitrdtova respirace),
dale sirany redukované na sirovodik (sulfatova respirace) ¢i oxid uhli¢ity redukovany na
methan.

Nékteré bakterie mohou realizovat pouze jeden zuvedenych dé&u (Pseudomonas spp. —
acrobni respirace), nékteré dva, piipadné vSechny tii (napi. Escherichia coli).

Kyslik hraje v zivoté bakterii zasadni roli. Nekteré bakterie nemohou rust bez jeho pfitomnosti
(aeroby), pro nékteré je naopak kyslik toxicky (striktni anaeroby). Fakultativné anaerobni
bakterie mohou rust jak za pfitomnosti kysliku, tak bez n¢j, v obou piipadech vSak realizuji
zcela jiné enzymatické systémy. Vliv na rist a metabolismus aerobnich a fakultativné
anaerobnich bakterii ma zejména nizka rozpustnost kysliku ve vode¢.

8.1.4. Riistové faktory

Jako rustové faktory oznacujeme molekuly, které bakterie nedovede sama syntetizovat.
Obvykle se jedna o organické latky nezbytné pro rust danych bakterii. Z pohledu nutnosti
saturace rustovych faktori v Zivném médiu mizeme bakterie rozdélit do dvou skupin — na
bakterie prototrofni a autotrofni.

Prototrofni bakterie (napi. E. coli) ristové faktory nevyzaduji, jsou schopny z béznych zivin
syntetizovat veskeré potfebné molekuly. Oproti tomu pro auxotrofni bakterie je pritomnost
rustovych faktorti v zZivném médiu nezbytnd (napf. nékteré bakterie mlé¢ného kvaSeni —
Lactobacillus spp.). Rustovymi faktory jsou nejcastéji aminokyseliny, dusikaté baze (puriny
a pyrimidiny), vitaminy ¢i koenzymy.

8.2. Prijem zivin bakterialni burnikou

Diky nepatrné velikosti bakterialni bunky je zde velky pomér povrchu buiiky k jejimu
objemu, tedy velka plocha pro kontakt buiiky s vné&j$im prostfedim a diky tomu i1 vysoka
rychlost vymény molekul mezi buiikou a prostiedim a vysoka rychlost metabolismu.

Oboustranny transport latek je realizovan skrz semipermeabilni cytoplasmatickou membranu,
kterd tvofi osmotické rozhrani mezi bakteridlni buikou a vnéj$im prostfedim. Transportni
mechanismy prokaryot se nijak zdsadné neli§i od transportu probihajiciho v eukaryotnich
bunkach. U bakterii rozliSujeme dva zékladni typy transportu — nespecificky a specificky.

8.2.1. Nespecificky transport

Nespecifickym zpusobem je prostd difuze, kdy jemnymi poéry cytoplasmatické membrany
voln¢ prostupuji molekuly vody a nékterych nizkomolekularnich latek. Jednd se zejména
0 hydrofilni molekuly bez elektrického naboje — nedisociované slabé kyseliny a zéasady,
ethanol, linearni monosacharidy, atd. Volnd difuze vody cytoplasmatickou membréanou je
pomérné rychld, jeji intenzita stoupd v prostiedi o vy$sim osmotickém tlaku, kdy dochazi ke
ztratdm vnitrobunécné vody.

V omezené¢ mife mohou lipidovou ¢asti membrany volné prochazet i nékteré molekuly
rozpustné v tucich (lipofilni latky ¢i slouceniny s lipofilni slozkou jako jsou povrchove
aktivni latky) ¢i latky rozpoustéjici lipidy (napf. aceton, diethylether). Ve wvysSich
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koncentracich vSak mohou povrchové aktivni latky a rozpoustédla tuki zplisobit poSkozeni
cytoplasmatické membrany a smrt burky.

8.2.2. Specificky transport

Specificky ptenos latek je realizovan pomoci rizné specifickych bilkovinnych pienasecit,
muze byt pasivni (bez spotfeby energie) nebo aktivni (vyzaduje vynaloZeni energie).
V bakteridlni bunce probihaji nasledujici typy specifického transportu latek — pasivni
transport, aktivni transport a transport spojeny s pfemenou transportované latky. Podle
stechiometrie transportniho systému rozeznavame uniport (pfenos jedné latky), symport
(pfenos dvou latek, ob¢ jsou transportovany stejnym smérem) a antiport (pienos dvou latek,
které jsou transportovany opaénym smérem). Rada substrati miize byt transportovana vice
nez jednim zpusobem, napi. E. coli ma nejmén¢é pét transportnich systémi pro galaktosu, tii
pro glutamat ¢i leucin a dva pro ionty drasliku.

° ® vnéjsi prostredi
@
cytoplasmaticka
membrana

®®clukosa @O
;+ Na* © H* Na*
uniport symport antiport cytoplasma

Obrazek 27: Stechiometrie aktivniho transportu. (Mehrotra and Sumbali, 2009 — upraveno)

Bilkoviny zprostredkovavajici aktivni transport anorganickych iontii byvaji oznacovdny jako piena$ece a jsou
konstitutivni povahy. PrenaSece organickych latek byvaji oznacovany jako permeasy nebo translokasy a jsou
V néekterych pripadech indukovatelné (jsou pritomné pouze v pritomnosti transportované latky).

8.2.2.1. Pasivni transport
Pasivni transport neboli usnadnéna difuze je pienos uskuteciiovany po smeéru koncentracniho
spadu bez spotieby energie. K transportu je () @ molekuly ve vn&jsim
vyuzivan specificky pienase¢, se kterym je o o ® e prosied

> o
dand molekula transportovéna rychleji, nez
kdyby pronikala cytoplasmatickou

membranou sama (napf. transport glycerolu

transportni protein

cytoplasmaticka

u E. coli). U bakterii neni tento typ pfili$ membréna

Casty, typiCtéjsi je pro eukaryotické bunky

(napf. transport monosacharidii u kvasinek). @ .
e . , - , @®— transportované

Pfi  pasivnim transportu Je VvV daném cytoplasma molekuly

okamziku pfenasena pouze jedna molekula —

uniport transport. Obrazek 28: Schéma usnadnéné difuze. (Mehrotra

and Sumbali, 2009 — upraveno)

8.2.2.2. Aktivni transport

PrenaseCem je vtomto piipad¢ integralni bilkovina cytoplasmatické membrany, ktera
spfazené transportuje ionty po koncentra¢nim spadu a Ziviny proti koncentraénimu spadu.
Muze se jednat o symport nebo antiport. Timto zpisobem je u bakterii transportovéna fada
zivin (anorganické ionty, oligosacharidy, aminokyseliny, puriny, pyrimidiny, vitaminy).
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Nezbytna energie pro transport je ziskdna bud z ATP d{innosti membranové ATPasy
(primarni aktivni transport) nebo ji dodava protonovy gradient (sekunddrni aktivni transport).
Zvlastnim typem je aktivni transport zprostiedkovany vazebnym proteinem, pii kterém se
uplatiuji vysokoafinitni proteiny vyskytujici se v periplasmatickém prostoru. Tyto proteiny
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koncentra¢nimu gradientu pfenese do cytoplasmy. Zdrojem energie je ATP.

Latky schopné ovlivnit aktivni transport oznacujeme jako ionofory. lonofory jsou rozpustné v lipidové Cdsti
membrany, mohou pusobit jako prenasece, modifikovat, zrusit ¢i vyvolat elektrické potencialy nebo koncentracni
gradienty iontii nebo vytvorit v membrané kandlky pro volnou difuzi iontii & malych molekul. Mezi ionofory
patri treba peptidova (valinomycin, gramicidin A, atd.) nebo polyenova antibiotika (napr. nystatin).

8.2.2.3. Transport spojeny s pfeménou transportované molekuly

Neékdy je tento zplisob oznacovany také jako skupinova translokace. Transportni membranovy
protein soucasn¢ katalyzuje chemickou pifeménu transportované molekuly. Typickym
ptikladem je fosfotransferazovy systéem fakultativné anaerobnich a anaerobnich bakterii
umoznujici ptenos monosacharidt, disacharidl a alkoholickych cukrii. Pfenasené cukry jsou
fosforylovany, donorem fosfatu a energie je fosfoenolpyruvat. Fosfor je pfenasen postupné
ptes Ctyfi rtizné bilkoviny az na transportovany cukr. Prvni dvé bilkoviny (enzym I a HPr) se
vyskytuji voln€ v cytoplasmé bakterie a jsou nespecifické, druhé dvé (enzym II a enzym III)
jsou periferni proteiny vazdné na cytoplasmatickou membranu, jsou indukovatelné
a specifické pro urCity cukr. Fosfotransferazovy systém je velmi U¢inny, pro transport
a fosforylaci jedné molekuly glukosy je zapotiebi pouze 1 molekula ATP.

8.2.3. Prijem vysokomolekularnich latek

Bakterialni buiikky mohou pfijimat i vysokomolekularni latky — peptidy, nékteré bilkoviny
(napft. bakteriociny), fagovou ¢i volnou bakterialni DNA. Pfesny mechanismus tohoto procesu
neni znam, piedpokladd se pfitomnost receptorit pro externi bilkoviny. Po jejich obsazeni
danou bilkovinou dochazi zfejmé k lokalni zméné permeability cytoplasmatické membrany.

Pii pfijmu extracelularni DNA dochazi nejprve k jeji adsorpci na bilkovinné receptory
cytoplasmatické membrany a poté nasleduje jeji vtazeni do buiiky. Cely proces je energeticky
velmi naro¢ny.

Pinocytoza, typicka pro eukaryotni bunky, se u bakterii nevyskytuje. Setkavame se s ni pouze
u mikrobidlnich eukaryot, napf. kvasinek. Pro pinocytozu je typickd tvorba vychlipky
cytoplasmatické membrany, ktera vytvoii kolem externi molekuly méchyiek, jenzZ je nasledné
vyprazdnén dovniti buiiky. Stejnym zplsobem probihd i exkrece vysokomolekularnich latek
Z bunky.

8.2.4. Mechanismus vstupu antimikrobialnich latek

ProtoZze je pro fadu latek cytoplasmatickd membrana bakteridlni buniky nepropustna,
mechanismus vstupu antimikrobidlnich latek je zavisly na jejich chemické strukture. Slabé
kyseliny mohou do buniky vstupovat prostou difuzi, analogy dusikatych bazi, aminokyselin
a vitaminl vyuzivaji stavajici transportni systémy piibuznych chemickych latek (tj. purind,
pyrimidind, aminokyselin a vitamini). Rada antimikrobialnich latek plisobi pfimo na obaly
bakteridlni buiikky — poSkozuji buné€nou sténu ¢i jeji syntézu (napf. peniciliny) nebo poskozuji
cytoplasmatickou membranu a negativné ovliviiuji jeji funkci (polypeptidy, formaldehyd,
silnéd oxidacni Cinidla, rozpoustédla tukda, atd.).
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8.2.5. Exkrece latek z bakterialni buniky

Pro bakteridlni bunku je typicky velmi aktivni katabolismus, jehoz vysledkem je velké
mnozstvi odpadnich produktl. Rada latek opousti buiiku prostou difuzi (napt. CO2, ethanol
a vyssi alkoholy), mechanismus vylu¢ovani dalsich latek (organické kyseliny, aminokyseliny,
atd.) neni dosud ptesné objasnén.

Pro ftadu potravinafsky vyznamnych bakterii je dilezita exkrece extracelularnich
hydrolytickych enzymii jako jsou napf. proteinasy, amylasy, celulasy ¢i lipasy. Polypeptidové
podjednotky téchto enzymi jsou syntetizovany na ribosomech a prochazi cytoplasmatickou
membranou. K jejich spojeni do funk¢nich makromolekul dochazi pravdépodobné bud’
Vv periplasmatickém prostoru nebo az po jejich prichodu péry bunécné stény.

Podobny mechanismus se nachazi také u sacharolytickych kvasinek. Mimo to dochézi
u kvasinek a plisni k vylu¢ovani ne¢kterych vysokomolekularnich latek do periplasmatického
prostoru pomoci Golgiho aparatu, piip. i pinocytézou.

9. METABOLISMUS BAKTERIi

Z sirsiho pohledu mtzeme metabolismus definovat jako tok hmoty, energie a informace
Zivym systémem, piicemz mezi jednotlivymi slozkami existuje vzdjemnd souvislost.
Zakladnimi biologickymi dé&ji v bakteridlni bunice jsou — replikace genetické informace
(udrzovéni, zdvojovani a pfeddvani potomkiim) a realizace genetické informace a jeji
transformace ve struktury a funkce bunky.

Tok informace ptedstavuje:1) replikaci DNA, 2) transkripci, 3) translaci, 4) pfijem informaci

z prostiedi, 5) ptenos vnéjsi informace na genom a tim modulaci procest 2 a 3, pfip. i 1;
a 6) poskytovani informaci pro své okoli diky tvorb& metabolitti, antibiotik a adhesind.

Tok energie je proces, kdy volna energie pfijata z vnéjSiho prostfedi jako svételné zareni
(fototrofni bakterie) nebo redukované chemické molekuly (chemotrofni bakterie) je
preménéna na biologickou préci buriky a teplo, které odchéazi zpét do prosttedi. Piijata energie
je transformovatelnd do tady forem, pfi¢emZ centrdlni postaveni ma energie protonového
gradientu na membrané a energie molekuly adenosintrifosfaitu (ATP). Obé formy jsou
vzajemné¢ preveditelné: z energie protonového gradientu mize vznikat ATP a soucasné
St€épenim ATP muze vznikat protonovy gradient.

Tok hmoty zahrnuje: 1) rozklad zivin pfijatych z prostfedi na malé molekuly a metabolity,
které slouzi pro 2) syntézu aminokyselin, nukleovych bazi a dalSich stavebnich kamenii nové
biomasy a jejich polymerizaci v makromolekuly; 3) produkci redukujicich molekul
NAD(P)H:2 a 4) produkci potiebné energie, tj. syntézu ATP.

Intenzita metabolismu mikroorganismi je silné ovlivnéna podminkami vnéjSiho prostiedi,
zejména prisunem Zivin, teplotou a pH prostiedi. Za optimalnich podminek je velmi
intenzivni, napt. Escherichia coli dvojnasobi svoji buné¢nou hmotu za 20 minut, kvasinky
Saccharomyces cerevisiae do dvou hodin. Obrovska biosynteticka aktivita mikroorganismu je
mimo jiné déna tim, ze pfijimaji Ziviny celym povrchem té€la, maji velmi bohaté vyvinuty
proteosynteticky aparat (vysoky obsah ribosomid a RNA) a velmi aktivni katabolismus
zajistujici dostatek energie.

Nedostatek Zivin méa za nasledek zastaveni rozmnoZovani a zpomaleni metabolismu, ktery
slouzi pouze k zachovéani zdkladnich Zivotnich funkci. Energie je ziskdvana z rezervnich
latek, ptip. i bunécnych struktur, dochézi k tzv. samospravovani buniky az smrti. Nizké teploty
metabolismus zpomaluji a prodluzuji zivotnost bunc€k piti hladovéni, rychlé zamrazeni
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metabolismus zastavi a builkky dlouhodob¢ piezivaji. Negativni vliv na metabolismus maji
I teploty vyssi nez optimalni, které zptisobuji poskozeni enzymu a naslednou smrt bunky.

Z pohledu potravinarske mikrobiologie maji nejvetsi vyznam chemoorganotrofni mikroorganismy, jejich
metabolismu je venovana pozornost v nasledujicim textu.

9.1. Metabolismus chemotrofnich bakterii — zakladni informace

Metabolismus ma dvé protichiidné, ale spoluptisobici stranky — katabolismus a anabolismus.
Anabolismus piedstavuje syntézu latek, tedy tvorbu slozitéjSich biomolekul, makromolekul
a supramolekularnich  tvari  z jednoduchych  zivin. Katabolismus je energeticky
metabolismus poskytujici dostatek volné energie pro prubéh biologickych déji (syntéza zivé
hmoty, transport latek, pohyb, atd.). Syntéza latek nemize probihat samostatné, musi byt
spfazena s katabolickou reakci v jediny celek, coz se déje prostiednictvim katalyzujiciho
enzymu. Diky tomu miZze byt energie ,,uvolnéna“ katabolickou reakei ,,zachycena v produktu
reakce anabolické.

Univerzalnim prenaseCem energie formou prenaseni fosfatu je adenosintrifosfit (ATP), ktery
vznika fosforylaci adenosindifosfatu (ADP) anorganickym fosfatem (P):

ADP + P <=> ATP

ATP je vbuice vyuzivano zejména pii biosyntéze (polysacharidy, lipidy, proteiny, RNA,
DNA), transportu latek a mechanické praci (pohybu), doplnkové pii vzniku elektrického
potencidlu, bioluminiscence (svétla) a tepla. ATP vznika jednak na cytoplasmatické
membrané procesem membranové fosforylace a také ptimo v cytoplasmé transfosforylaci
z energeticky bohatych fosforylovanych produktu.

Univerzalnim pienasecem vodiku (¢i jinych redukujicich ekvivalenti) nezbytnym pro prubéh
oxidoreduk¢nich reakei je systém nikotinamidadenindinukleotid (NAD) a jeho fosforylovany
derivat nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADP):

NAD(P) <=> NAD(P)H:

Role redukovanych nukleotidli v buiice spociva v predavani vodikl a elektronti respiraénimu
fetézci, v némz je vodik oxidovan kyslikem na vodu za vzniku ATP (uplatiiuje se NADH?).
Soucasné slouzi jako zdroj vodiku a elektronti pti redukénich biosyntetickych reakcich (zde se
uplatiiuje NADPH?2). Potiebnad koncentrace obou redukovanych nukleotidii je udrZovana
enzymem NAD(P)-transhydrogenasou podle rovnice:

NADPH:; + NAD <=> NADP + NADH:

9.1.1. Katabolismus

Katabolismus v chemotrofni buiice probiha ve C¢tyfech navazujicich etapach, jejichz
vysledkem je vznik intermedidrnich metaboliti, ATP a NAD(P)H». Prvni etapu piedstavuje
rozklad vysokomolekularnich latek na jednoduché molekuly (tukii na mastné kyseliny
a glycerol, bilkovin na aminokyseliny a polysacharidi na jednoduch¢ cukry).

Ve druhé etapé jsou tyto latky postupné metabolizovany za vzniku kyseliny pyrohroznové
(pyruvatu) a acetylkoenzymu A (acetyl-CoA), dvou ustfednich metabolitti bakterialni burky.
Hlavni osou katabolismu je rozklad cukrii procesem oznacovanym jako glykolyza, kdy je
molekula glukosy postupné preménovana az na pyruvat za vzniku 2 molekul ATP. Pyruvat je
dale oxidovan na acetyl-CoA (mimo procesu anaerobni fermentace). Acetyl-CoA je dil¢im
metabolitem také katabolismu aminokyselin a mastnych kyselin.

Acetyl-CoA vstupuje do Krebsova cyklu, kde je postupné oxidovan za vzniku CO2 (tieti
etapa). Odejmuté vodiky ve formé NADH? vstupuji do dychaciho retézce lokalizovaného na
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cytoplasmatické membrané a redukuji kyslik na vodu, pfip. jiny terminalni akceptor elektront
na jeho redukovanou formu, za soucasného vzniku ATP (¢étvrtd etapa). Paralelné s glykolyzou
probiha tzv. fosfoglukondtova drdha, ktera generuje NADPH; pro potieby biosyntézy.

9.1.2. Anabolismus

Jednotlivé etapy anabolismu muizeme definovat nésledujicim zplisobem. Vychozim bodem
jsou zakladni Ziviny (CO2, H20, NHs, HPO4?), ze kterych vznikaji jednotlivé metabolické
intermediaty (acetyl-CoA, pyruvat, oxalacetat). Ty jsou podkladem pro vznik zakladnich
stavebnich kamenti zivé hmoty — aminokyselin, nukleotidli, monosacharidi a mastnych
kyselin. Znich jsou nasledné syntetizovany makromolekuly (DNA, RNA, bilkoviny,
polysacharidy, peptidoglykan, lipidy), které mohou byt dale usporadiny do
supramolekularnich atvart — ribosomi a cytoplasmatické membrany. Vysledkem anabolismu
je vznik vSech potfebnych struktur bakterialni bunky.

Anabolické a katabolické drahy na sebe v fad¢ ptipadi tésné navazuji, velmi zjednodusené
muzeme fici, ze anabolismus je obracenym pribéhem katabolismu. To ovSem plati pouze
v hrubych rysech, protoze ne vSechny enzymové reakce jsou reverzibilni a probihaji v obou
smérech.

Prikladem miize byt glykolyza (katabolicka draha) a glukoneogeneze (anabolicka draha). Glykolyza zahrnuje 10
enzymovych reakct, z nichz 7 je reverzibilnich (jsou katalyzovany stejnym enzymem v obou smeérech). Zbyvajici
tri jsou irreverzibilni, a proto pri glukoneogenezi musi byt misto nich pouzita jina enzymova reakce.

Hlavni katabolické a anabolické drahy se sbihaji v metabolickém uzlu — Krebsové cyklu,
ktery je soucasti obou z nich (obrazek 29). Je tzv. amfibolicky (z feckého amphi = oboji).
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Obrazek 29: Zakladni schéma katabolismu a anabolismu v bakterialni bunice. Souvisla ¢ara —
katabolismus, pferusovana ¢ara — anabolismus. (Kapralek, 2000 — upraveno)
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9.1.3. Bakterialni enzymy

Rada mikroorganismi je schopna pfizptisobit metabolismus podminkam vngjsiho prostiedi
upravenim svého enzymového vybaveni ¢i zménou aktivity pfitomnych enzymi. Mikrobialni
enzymy miuzeme rozdé€lit do nékolika skupin:

- konstitutivni enzymy ptitomné v bunce za vSech podminek (napt. enzymy glykolyzy),

- indukovatelné enzymy, které jsou syntetizovany pouze pii pritomnosti tzv. induktoru, tedy
slouceniny, jejiz pfeménu katalyzuji (napf. enzymy dychaciho fetézce u kvasinek, kde
induktorem je kyslik),

- reprimovatelné enzymy, které¢ jsou produkovany pouze v piipadé, Ze v prostiedi neni
ptitomna zivina produkovana metabolickym fetézcem, jehoz jsou soucésti (napt. enzymy
nezbytné pro syntézu né€které aminokyseliny jsou piitomny pouze tehdy, neni-li
aminokyselina pfitomna v Zivném prostedi),

- indukovatelné enzymy podléhajici represi, ke kterym patii napi. indukovatelné
katabolické enzymy, jejichz tvorba je reprimovana piitomnosti snaze vyuzitelného zdroje
energie. Pro vysvétleni, indukce enzymu Sté€piciho oligosacharid ¢i polysacharid je
potlacena (reprimovana) v ptipadé, ze je v zivném prostiedi mimo induktoru (tj. daného
oligo- ¢i polysacharidu) pfitomno i dostatetné mnozstvi glukosy ¢i jiné hexosy. VyuZiti
glukosy je zajisténo konstitutivnimi enzymy. Hovotime o glukosové ¢i hexosové represi
(tzv. katabolickd represe), kterd je pfi¢inou postupného vyuzivani substrati vedouciho
napf. k diauxii (viz kapitola 7.2.2.). DalSim piikladem jsou deaminasy uplatiiujici se pfi
anabolickych procesech syntézy bilkovin.

Pro indukci syntézy enzymii podléhajicich katabolické represi je nezbytny cyklicky adenosinmonofosfat (CAMP).
Toho je Vv pfitomnosti vysokych koncentraci hexos v buiice nedostatek, a proto k indukci dalsich katabolickych
enzymii nedochazi. Hexosové represi podléha i indukce dychacich enzymii u vetSiny fakultativné anaerobnich
bakterii. Je pro né jednodussi vyuzivat pritomny cukr anaerobnim procesem, i kdyz je zisk energie nizsi.

Nektera antibiotika ¢i chemoterapeutika selektivné inhibuji bakterialni enzymy, a to dvojim zpiisobem. Struktura
kompetitivnich inhibitori je natolik podobna prirozenému substrdtu, zZe se vazou na aktivni misto enzymu, avsak
nemohou byt preménény na normalni produkt reakce. Nekompetitivni inhibitory se vazou na jiné nez aktivni
misto a zpiisobuji konformacni zmény enzymu, jejichz vysledkem je snizeni az zastaveni tvorby produktu.

9.1.3.1. Oxidoredukcéni enzymy

Vyznamnou skupinu katabolickych enzyml chemoorganotrofnich mikroorganismi
predstavuji oxidoredukéni enzymy, jejichz kofaktor slouzi jako ptenase¢ vodiku nebo
elektronti. Pii oxidaci substratu tedy dochazi k jeho redukci. Podle sily vazby kofaktoru na
bilkovinnou ¢ast enzymu (apoenzym), rozliSujeme koenzymy (snadno disociuji) a prostetické
skupiny (jsou pevn¢ vazany). Pfikladem koenzymu je NAD(P), k prostetickym skupinam patii
flavinové kofaktory — flavinadenindinukleotid (FAD) a flavinmononukleotid (FMN).

Regenerace kofaktoru (dehydrogenace jeho redukované formy ve formu schopnou
dehydrogenovat dalsi molekulu substratu) probihd bud’ aerobné, nebo anaerobné. Pii
anaerobnim zpusobu preda kofaktor dva vodiky jiné ¢asti substratu za vzniku redukované
slouceniny bohaté na energii — dale nevyuZitelny produkt anaerobniho procesu. Za aerobnich
podminek jsou redukované kofaktory postupné oxidovany respiracnim fetézcem. Vysledkem
je vznik vody z vodikt a vzdusného kysliku a produkce velkého mnozstvi energie ve formé
ATP (hovotime o aerobni neboli oxidativni fosforylaci).

9.1.3.2. Extracelularni enzymy

Z praktického hlediska maji pro potravinafskou mikrobiologii velky vyznam extraceluldrni
enzymy, které umoznuji mikroorganismiim $tépit velké makromolekuly pfitomné ve vnéjSim
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prostiedi na jednoduché molekuly schopné transportu skrz cytoplasmatickou membranu. Tyto
enzymy jsou ve velké mife zodpovédné za kazeni potravin.

Extracelularni proteasy a lipasy jsou termostabilni enzymy, které si zachovavaji svoji aktivitu
I v pasterovanych a Castecné i v UHT (vysokotepelné oSettenych) vyrobcich. Enzymy jsou
aktivni v pomérn¢ Sirokém rozmezi pH 1 teplot, optimalni byva vétSinou priblizné neutralni
pH a teplota kolem 20 °C. Psychrotrofnimi mikroorganismy jsou extracelularni enzymy
produkovany 1 pfi chladnickovych teplotach (pod 4 °C). Mezi nejvyznamnéjsi producenty
proteas patii gramnegativni psychrotrofni bakterie rodd Pseudomonas (Ps. fluorescens,
Ps. fragi), Aeromonas, Flavobacterium, Shewanella, Serratia a Acinetobacter, k producentim
lipas potom Pseudomonas spp., Alcaligenes, Shewanella, Acinetobacter a Serratia. Mimo
gramnegativnich bakterii mohou extracelularni proteasy a lipasy produkovat také bakterie
Bacillus spp., nékteré kvasinky a plisn¢€. K produkci enzymt dochéazi ke konci logaritmické
faze rastu, prvni senzoricky zjevné zmény se objevuji pfi kontaminaci fadové 10° KTJ
(kolonie tvoficich jednotek) v 1 ml & 1 g potraviny. Uginkem extraceluldrnich enzymu
dochazi k rozkladu bilkovin (kapitola 9.3.3.) a lipidi (kapitola 9.3.2.), ktery je doprovazen
vyraznymi senzorickymi zménami. Producenti extracelularnich proteas a lipas nejcastéji
kontaminuji syrové produkty Zivoc¢isného ptivodu (mléko, maso).

Extracelularni sacharolytické enzymy se podileji na metabolizaci polysacharidi (kapitola
9.3.1.2.). Kazeni zptsobené sacharolytickymi mikroorganismy se ¢asto vyskytuje u potravin
rostlinného ptivodu. Typickym ptikladem je plesnivéni chleba nebo tzv. nitkovitost peciva,
ktera vznika v disledku ristu nékterych druhi Bacillus spp.

Rada enzymii je primyslové ¢i medicinsky vyuZitelnd, napt. nékteré proteasy se pouzivaji jako piisada do
biologicky aktivnich pracich a cisticich prostredki, uplatiuji se také v pivovarnictvi nebo pri tenderizaci
(zkrehcovani) masa. Vhodnymi producenty jsou bakterie Bacillus spp. a plisné rodu Aspergillus. Lipasy nachazi
vyuziti v kosmetickém primysiu.

Primyslové ziskané amylasy se pouzivaji v pivovarnictvi, dale ke Stépeni Skrobu pri vyrobé sladidel
nealkoholickych ndpojii a v textilnim primyslu. Pektolytické enzymy jsou pouzivany ke konzervaci ovocnych stav

Ci v textilnim priumyslu k uvolneni celulozovych vidken z textilnich rostlin. V mediciné se pouzZivaji napr. proteasy
a amylasy plisni jako enzymatické preparaty pri nedostatecné funkci pankreatu.

9.2. Energeticky metabolismus chemoorganotrofnich bakterii

Naprosta vétSina bakterii, véetné potravindisky vyznamnych druhil, je chemoorganotrofni.
Tyto bakterie ziskavaji energii oxidaci organickych latek. Typickym zdrojem energie je
glukosa, kterd je za pfistupu kysliku postupné oxidovana az na oxid uhli¢ity a vodu:

CsH1206 + 6 O2 => 6 CO2 + 6 H20

Oxidace glukosy je sledem fady dil¢ich reakci doprovazenych uvolnénim energie ve formé
ATP. V zavislosti na typu katabolismu, miiZze z jedné molekuly glukosy vzniknout az 38
molekul ATP. Obecné schéma katabolismu chemoorganotrofti je uvedeno na obrazku 30.

I. etapa — redukovana organicka latka (napft. glukosa) je v prub&hu tzv. glykelyzy rozstépena
na dvé triosy, které jsou nasledné oxidovany na pyruvat. Uvolnéna energie je vyuZita
k syntéze ATP (tvorba ATP na substrdatové urovni). Alternativni cestou je pentozovy cyklus,
kdy je glukosa nejprve pfeména na pentosu a poté na pyruvat.

Il. etapu predstavuje oxidace pyruvatu ptes acetat tzv. Krebsovym cyklem. Uhlik odchézi jako
CO., vodik je ptredan NAD (vznikda NADH»). V prab¢hu Ill. etapy vstupuje NADH: do
respiraéniho Fetézce, Ktery je u bakterii lokalizovan na cytoplasmatické membrané.
Respiracni fetézec je sled oxidoredukei, kterymi je vodik oxidovan kyslikem na vodu.
Uvolnéna energie je vyuzita k syntéze ATP tzv. membrdnovou fosforylaci (IV. etapa).
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Obrazek 30: Obecné schéma katabolismu chemoorganotrofnich bakterii. (Kapralek, 2000 —

upraveno)

Katabolismus chemoorganotrofnich bakterii mé tfi varianty — fermentaci, aerobni respiraci
a anaerobni respiraci. Cely cyklus uvedeny na obrazku 30 probihd za ptitomnosti kysliku,
oznacujeme jej tedy jako aerobni respiraci. Na rozdil od rostlin a Zivocichl jsou bakterie

schopny zit chemoorganotrofn¢ 1 za
anaerobnich podminek. Pti anaerobni
respiraci je rozdil pouze vtom, Ze
kone¢nym akceptorem elektronii mize byt
opét kyslik, nikoli vSak vzdusny, ale vazany
v anorganické molekule (napf. ve formé
nitratu, ktery je redukovany na nitrit). Treti
moznosti je fermentace neboli kvaSeni,
které opét probiha za anaerobnich
podminek. Pfi fermentaci je zdroj energie
(glukosa) v priubéhu katabolismu roz$tépen
na dv¢é latky, znichz jedna je oxidovana
adruhd redukovéana (ta funguje jako
akceptor vodiku a elektroni odejmutych
prvni latce).

JiZ bylo zminéno, Ze hlavni osu katabolismu
tvoti glykolyza (Embdenova-Meyerhofova
metabolicka draha). Zjednodusené schéma
glykolyzy je uvedeno na obrazku 31.
Glykolyza je sled 10 reakci katalyzovanych
10 enzymy, ktery probihd v cytoplasmé
bakterialni bunky. Funkci glykolyzy je
uvolnit z glukosy energii a transformovat ji
v energii molekuly ATP a soucasné
produkovat uhlikaté stavebni kameny pro
anabolismus. V prvni  fazi je molekula

glukosa
ATP

[

glukosa-6-fosfat

1. faze

fruktosa-6-fosfat
ATP

AP + (F)

fruktosa-1.6-bisfosfat

dihydroxyacetonfosfat .,—_l—' glyceraldehyd-3-fosfat
2
NADH, —»
1,3-bisfosfoglycerat
AP + (F)
KATP

3-fosfoglycerat

2. faze

2-fosfoglycerat

.

fosfoenolpyruvat

AP + (P)
ATP
pyruvat

Obrazek 31: Schéma glykolyzy.
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glukosy dvakrat aktivovana fosforylaci a nasledné rozstépena na dva vzajemné preveditelné
triosofosfaty, soucasné dochdzi ke spotiebé 2 molekul ATP.

Ve druhé fazi je 1,3-bisfosfoglyceraldehyd oxidovan a soucasné fosforylovan az na pyruvat,
Vv pribéhu této faze dojde k syntéze dvou molekul ATP na jednu molekulu pyruvatu (tvorba
ATP na substratové urovni). Na jednu molekulu glukosy tedy vznikaji v ivodu glykolyzy
¢tyti molekuly ATP, po odecteni spotiebované energie je cisty zisk 2 molekuly ATP.

9.2.1. Fermentace

Fermentace je vyvojové nejstar$i a malo vykonny zpusob katabolismu, jeji vyhodou je, ze
nepotfebuje exogenni nezavisly akceptor vodiku a elektron. Fermentujici bakterie jsou
schopny utilizovat celou fadu substratii. Fermentace zacina glykolyzou, vznikly pyruvat je za
anaerobnich podminek metabolizovan riznymi bakteriemi riznym zptisobem. Cilem pfemény
pyruvatu je vzdy soucasna preména NADH2 na NAD, ktery je schopny dehydrogenovat dalsi
molekulu substratu pfi glykolyze.

V potravinaistvi ma fermentace nezastupitelnou roli, at’ uz se jedna o procesy vyuzivané pii
vyrobé potravin (mlé¢né, propionové, ethanolové kvaseni, atd.) nebo procesy uplatiujici se
pti jejich kazeni (napf. maselné kvasSeni). Schopnost bakterii fermentovat riizné cukry ¢i dalsi
latky je také velmi dilezitym taxonomickym a identifikaénim znakem. Hlavni typy
fermentace jsou uvedeny na obrazku 32.

pyruvat
+2H
LT’ acetaldehyd —»
+ 2H ethanolové kvaseni
acetaldehyd @ o,
acetyl-CoA < U — [acetoin] —» [2,3-butandiol|
) kvaseni kiostridii produkce aromatvornych Idtek
T [acetat] — oxalacetat
acetoacetyI-CoA l
malat
[Fhydroxybutyrat| + f .
umarat
l+2H
¥ +2H
o ’butyryI-CoA 2-propanol sukeinat
mdselné kvasent propionové kvasenf
aceton-butanolové kvaseni
fram IR
homofermentativni
miééné kvaseni

Obrazek 32: Schéma hlavnich typl fermentace pyruvatu (kone¢né produkty jsou v ramecku).
(zpracovéno podle Kaprélek, 2000 a Silhankova, 2002)

9.2.1.1. MlécCné kvasSeni

Asi nejvetsi vyznam ma v potravinarstvi mlééné kvaseni, pti kterém je pyruvat redukovan na
laktat (anion kyseliny mlécné). Je-li pyruvat produktem glykolyzy, hovofime o tzv.
homofermentativnim mlééném kvaSeni, které je typické pro bakterie rodii Streptococcus,
Lactococcus ¢i nékteré laktobacily. Kone¢nym produktem je témét vyhradné laktat.

Druhym zpisobem je tzv. heterofermentativni mlécné kvaseni, typické pro Leuconostoc spp.
a nckteré laktobacily. V tomto piipad€ neprobihd klasickd glykolyza, ale alternativni
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tzv. fosfoketolazova draha, jejimz vysledkem je produkce ekvimolarniho mnozstvi laktatu,
ethanolu a COa.

Fosfoketolazovi draha zacina stejné jako pentozovy cyklus oxidativni dekarboxylaci glukosa-6-fosfitu na
ribulosa-5-fosfat. Ten je epimerasou zménén na xylulosa-5-fosfdt, ktery je fosfoketolasou Stépen na 3-
fosfoglyceraldehyd a acetylfosfat. Prvni je glykolytickymi enzymy metabolizovan na pyruvat a laktat, druhy je
redukovan nejprve na acetaldehyd a posléze na ethanol.

Samovolné mlécné kvaseni patii mezi nejstarSi postupy konzervace potravin, vyuziva se pfi
konzervaci zeli, okurek a zelené pice (sildzovani). Dostate¢né okyseleni produktu brani
rozvoji hnilobnych bakterii. Homofermentativni bakterie mlééného kvaseni se vyuzivaji pfi
mlécnych vyrobkl (kysané mlécné napoje, jogurty, syry, atd.). Bakterie rodu Leuconostoc se
vyuzivaji k primyslové vyrobé dextranu ze sacharosy, dextran se pouziva v mediciné
(ndhrazky krevni plasmy) nebo napft. v gelové chromatografii.

9.2.1.2. Ethanolové kvaSeni

Ethanolové (alkoholové) kvaseni se u bakterii vyskytuje zcela vyjimecné, typické je pro
kvasinky. Pyruvat je nejdiive dekarboxylovan na acetaldehyd, ktery je redukovan na ethanol
(obrazek 32). Z jedné molekuly glukosy vznikaji dvé molekuly ethanolu a dvé molekuly CO»,
Cisty zisk energie jsou dvé molekuly ATP. Na pocatku kvaSeni, pti nedostatku acetaldehydu,
vznika jesté malé mnozstvi glycerolu.

Primyslové vyuziti ma ethanolové kvaSeni pifi vyrobé alkoholickych napoji (vino, pivo),
vyrobé ethanolu pro potravinaiské a 1ékatské tcely a pfi pouziti pekatského drozdi (ke kynuti
tésta dochdzi v dusledku tvorby CO2 pii ethanolovém kvaseni, vznikly ethanol se béhem
peceni odpaii). Typickym producentem je napi. kvasinka Saccharomyces cerevisiae.

Doprovodnymi produkty ethanolového kvaseni jsou, pii jeho primyslovém vyuziti, 1 vyssi
jednosytné alkoholy (propanoly, butanoly a pentanoly — vyroba lakii) ¢i estery organickych
kyselin a ethanolu (soucast buketu vina).

9.2.1.3. Produkce aromatvornych latek

Pii ethanolovém kvaSeni se z pyruvatu vzniklého glykolyzou tvofi malé mnoZstvi silné
aromatvornych latek. Prvni znich je diacetyl, ktery vznika kondenzaci acetaldehydu
S pyruvatem v acetylmlécnou kyselinu, kterd je posléze samovolné oxidané rozloZena na
diacetyl. Diacetyl mtize byt redukovan na acetoin a ten na 2,3-butandiol (obrazek 32).

Velmi nezadouci je produkce diacetylu a dalSich aromatvornych latek v pivovarnictvi, kde
nepiiznivé ovliviiyji chut’ piva jiz ve velmi malych koncentracich. Znacné mnozstvi diacetylu
tvofi zejména bakterie rodu Pediococcus. Naopak v mlékarenstvi je produkce téchto latek
zadouci. Producentem diacetylu je zde Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris, soucast
smetanové kultury pouzivané pii vyrob€ zakysané smetany, nékterych druhii masla ¢i syra.
Diacetyl dodava témto produktim typické piijemné aroma.

Velké mnozstvi acetoinu a 2,3-butandiolu vytvaii Bacillus spp. a Enterobacter spp., nékteré
druhy se vyuzivaji pii priimyslové kvasné vyrob¢ 2,3-butandiolu (vyuziti v gumarenstvi).

9.2.1.4. Propionové kvaSeni

Propionové kvaseni je charakteristické pro bakterie rodu Propionibacterium. Jejich ¢innosti je
pyruvat dekarboxylovan na acetat za uvolnéni oxidu uhlicitého, acetit je preménén na
oxalacetat, ktery je postupné metabolizovan az na kyselinu propionovou (obrazek 32).

Velké vyuziti ma propionové kvaSeni v syraistvi, kde se propionové bakterie pouzivaji pfi
vyrobé syru s oky v tésté (napi. emental, moravsky blok). Typicka oka vznikaji pfi zrani syra
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hromadénim vyprodukovaného volného CO2. Propionibacterium spp. se pouziva také pro
kvasnou vyrobu propionatu. Propionat vapenaty je protiplisiové ¢inidlo vyuzivané napiiklad
v potravinaiskych obalech (papirové obaly a dalsi obalové materidly).

9.2.1.5. KvaSeni bakterii rodu Clostridium

Zcela specificky typ fermentace pyruvatu probiha u sacharolytickych klostridii
(napf. Clostridium butyricum, C. acetobutylicum). Pyruvat je oxida¢né dekarboxylovan za
soucinnosti koenzymu A na acetyl-CoA. Koenzymem oxidoreduktasy katalyzujici tuto reakci
je ferredoxin, diky némuz je reakce doprovazena uvolnénim plynného vodiku. Silna produkce
plyni — CO; a Hz, ma velky vyznam pii kazeni potravin vlivem klostridii. Kondenzaci dvou
acetyl-CoA vznika acetoacetyl-CoA, ktery je nasledné metabolizovan fadou rtiznych reakci na
jednotlivé metabolické produkty: butyrat (anion kyseliny maselné), butanol, aceton, 2-
propanol, kyselinu S-hydroxymdselnou a v malé mife i kyselinu octovou a ethanol.

Kyselina maselna je velmi nepfijemné a intenzivné pachnouci tekutina. Maselné kvasSeni je
nezadouci zejména pii vyrobé zrajicich syrd, kdy kontaminace klostridiemi mulze vést
K tzv. pozdnimu dufeni syri (silna tvorba plynid a produkce kyseliny maselné, mize byt
doprovazena i proteolytickymi zménami). Velmi nezadouci je maselné kvaseni pii vyrobé
fermentovanych krmiv — sildzi, kdy dochézi k jejich znehodnoceni. Nekvalitni sildZe mohou
byt zdrojem alimentarnich patogend, napi. Listeria monocytogenes. Na druhou stranu se
primyslova produkce kyseliny méaselné vyuziva k piipravé vonnych esterti ve vonavkarstvi.

Aceton-butanolové kvaSeni, doprovazené tvorbou malého mnozstvi ethanolu, ma vyznam pfi
vyrobé rozpoustédel a vybuSnin. Anaerobni bakterie, vcetn¢ klostridii, se uplatiuji pfi
anaerobnim ¢isténi odpadnich vod a vyhnivani organického materialu v bazinach a stojatych
vodach. Produkované plyny — vodik a oxid uhli¢ity, jsou zde vyuzivany methanovymi
bakteriemi.

9.2.1.6. Fermentace nevdazand na glykolyzu

Zakladni osou fermentace cukrii je glykolyza, jejiz produkt — pyruvat, je nasledné
metabolizovan riznym zptisobem. Nékteré fermentujici bakterie jsou schopny produkovat
pyruvat i jinym zplsobem neZ glykolyzou. Alternativni drdhu pfedstavuje jiz zminéné
heterofermentativni mlécéné kvaseni (Kkapitola 9.2.1.1.) nebo ketodeoxyglukondtovd
(Entnerova-Doudoroffova) draha.

Pri ketodeoxyglukondtové drdze je prvni krok zpracovani glukosy shodny s glykolyzou i pentozovym cyklem
(glukosa-6-fosfdat) a druhy krok s pentozovym cyklem (kyselina 6-fosfoglukonovd). Nasleduje dehydratace
kyseliny 6-fosfoglukonové specifickou dehydratasou na 2-0x0-3-deoxy-fosfoglukondat, ktery je aldolasou
rozstépen na 3-fosfoglyceraldehyd a pyruvat. Dalsi metabolizace obou molekul je shodna s glykolyzou.

DalSim specifickym postupem je tzv. fosfoklastické $tépeni pyruvdtu, jehoz vysledkem je
produkce kyseliny mravenci (St€pena na Hz a CO») a acetylfosfatu (transfosforyluje ADP na
ATP). Reakce se vyskytuje napt. u E. coli.

Pottebnou energii ve form¢é¢ ATP mohou nckteré bakterie (napi. klostridia) ziskavat
i anaerobni fermentaci dalSich organickych latek, nejen cukrd. Jednd se predevsim
0 aminokyseliny. Piikladem je tzv. Sticklandova reakce, kdy je energie ziskdvana anaerobni
oxidoredukci probihajici mezi dvéma aminokyselinami, z nichz jedna je oxidovana (slouzi
jako donor elektronil) a druha redukovana (akceptor elektronil). Tyto reakce probihaji pfi
rozkladu bilkovin a byvaji doprovazeny produkci nepiijemné pachnoucich latek (napf.
amoniaku ¢i sirovodiku). Bakterie rodu Peptococcus zkvasuji také puriny a pyrimidiny.
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9.2.2. Aerobni respirace

Aerobni respirace je fylogeneticka 1 funk¢ni nastavba na glykolyzu, kterou rozsifuje o tii
operacni celky — Krebstiv cyklus, respiraéni fetézec (elekrontransportni systém)
a membranovou fosforylaci (tvorbu ATP na membranové trovni) (obrazek 30).

V Krebsové cyklu je pyruvat oxidovan na COz. Vodiky odejmuté dehydrogendzami jsou
kaskadou oxidoredukci piedstavovanou respiracnim fetézcem na cytoplasmatické membrané
(zprostfedkovava transport vodiku a elektron ke kysliku) oxidovany kyslikem na vodu.
Uvolnéna energie je vyuzita k syntéze ATP na membranové trovni.

Hromadéni castecné oxidovanych produktl, které vznikaji pfi nedostate¢né oxidaci
organickych latek aerobni respiraci, mize mit pii vyrob¢ potravin negativni dopad. Prikladem
je tzv. octovaténi vina ¢i piva za pfistupu vzduchu, na kterém se podili bakterie rodu
Acetobacter ¢i Gluconobacter. Na druhou stranu pramyslové vyuZziti nachazi aerobni
respirace pfi vyrobé octa, kyseliny citronové a dalSich organickych kyselin.

9.2.2.1. Krebsitv cyklus

Krebsuv cyklus (citratovy cyklus, cyklus trikarboxylovych kyselin) je amfibolicky proces, ve
kterém se vzajemné prolinaji obé& stranky metabolismu — katabolismus (oxidace zdroje
energiec az na CO2) a anabolismus (produkce vhodnych uhlikatych molekul pro tvorbu
vlastnich aminokyselin, nukleovych bazi, mastnych kyselin, atd.). U bakterii je lokalizovany
na cytoplasmatické membrané. Aby nedoslo k jeho zastaveni, jsou jednotlivé intermediaty
Krebsova cyklu prabézné dopliiovany piidatnymi, tzv. anaplerotickymi reakcemi
(karboxylace pyruvatu, sté€peni isocitratu, glyoxylatovy cyklus).

Do Krebsova cyklu vstupuje acetyl-CoA. Dvouuhlikovy acetat je jednou otockou cyklu
oxidovan na dvé molekuly CO>. Soucasné¢ vznikaji 4 pary vodikovych atomu, z toho 3 ve
formé¢ NADH a jeden ve formé FADH2. VSechny Ctyfi pary vodiki konci po prichodu
respiraénim fetézcem na kysliku redukovaném na vodu. Pfi oxidaci jedné molekuly acetylu
anasledné oxidacni regeneraci kofaktori vznikne az 12 molekul ATP. Zdrojem acetylu je
pyruvat vytvoteny glykolyzou z glukosy, pfi aerobni respiraci jedné molekuly glukosy vznika
celkem az 38 molekul ATP.

Mimo pyruvatu jsou Krebsovym cyklem vyuzivany i dal$i produkty glykolyzy — ethanol,
glycerol a laktat, dale dikarboxylové a trikarboxylové kyseliny, vys$§i mastné kyseliny
a vétSina deaminovanych aminokyselin. Citratovy cyklus slouzi mikroorganismt jako zdroj
oxokyselin pro syntézu aminokyselin.

Primyslové vyuziti nachazi rada intermediatii Krebsova cyklu. Za zminku stoji prumyslova produkce kyseliny
citronové plisnemi (napv. Aspergillus niger) ¢i produkce kyseliny glutamové nekterymi koryneformnimi
bakteriemi. Pliseni Rhizopus nigricans a nékteri zastupci rodu Mucor produkuji fumarat (tzv. fumarové kvaseni),
ktery se vyuziva pri vyrobé plastii ¢i priprave esterii pouzivanych v kosmetickém primyslu.

9.2.2.2. Pentozovy cyklus

Alternativni drahou ke glykolyze a Krebsovu cyklu je fosfoglukondtova drdaha neboli
pentozovy cyklus (také nazyvén jako pfimé oxidace glukosy ¢i hexosamonofosfatovy zkrat).
U bakterii se miize vyskytovat bud minoritné jako paralela ke glykolyze nebo jako
dominantni katabolick4 dréha. Jedna se o cyklickou drahu, jedno otoceni pent6zového cyklu
Ize popsat nasledujici sumarni rovnici:

6 glukosa-6-fosfat + 12 NADP + 6 H,O > 5-ribosa-6-fosfat + 6 CO2 + 12 NADPH, + P

Pent6zovy cyklus je zdrojem redukovaného koenzymu NADPH> a déale pentos pro syntézu
nukleotidii a nukleovych kyselin. Molekuly NADPH: jsou vyuzitelné bud’ pfi biosyntetickych
reakcich nebo mohou byt respiraénim fetézcem, po pfedchozim pievedeni na NADHo,

64



Metabolismus bakterii

oxidovany kyslikem na vodu. Oxidaci jedné molekuly NADPH; vznikaji tf1i molekuly ATP,
Z jedné molekuly glukosy vznika 12 molekul NADPHz2, tj. 36 molekul ATP. Po odecteni
jedné molekuly ATP na pocatecni fosforylaci glukosy je cisty vytézek pentozového cyklu 35
molekul ATP, pficemz v§echno ATP vznikd na membranové urovni.

9.2.2.3. Elektrontransportni systém (respiracni Fetézec)

Respiracni fetézec mizeme obecné popsat jako molekularni soustavu umoziujici postupnou
oxidaci urcitého intraceluldrniho redukovaného metabolitu vzduSnym kyslikem tak, ze
uvolnéna energie neunika jako teplo, ale je transformovana v energii molekuly ATP.
Respiracni fetézec je vzdy lokalizovan na biologické membrang, u eukaryotnich bunék na
vnitini membrané mitochondrii, u bakterii na cytoplasmatické membrané. V dychacim fetézci
jsou oxidovany redukované kofaktory NADH>, FADH, a FMNH,. Kofaktor NADPH> zde
oxidovan neni, musi probéhnout jeho pfeména NAD(P)-transhydrogenasou v NADH>.

Prakticky je respiracni fetézec soustava redoxnich systémii usporadanych vzestupné podle
svého redoxpotencidlu a tvofenych bilkovinami vazanymi v membrané — oxidoredukcnimi
enzymy a neenzymovymi bilkovinami slouzicimi jako pfenaseci elektrond. Redoxni systémy
piijimajici cely vodik (H a elektron) — flaviny, chinony a kyslik, se st¥idaji s redoxnimi
systémy pfijimajicimi pouze elektrony (nehemové zelezo, cytochromy). Diky rozlozeni
oxidace do dil¢ich reakci s mens$imi naroky na zmény volné energie, mize vznikat vétsi pocet
molekul ATP. Jednotlivé komponenty jsou organizovany do tfi supramolekularnich komplexi
— 1, Il. a lll., z nichz kazdy mize dat vznik jedné molekule ATP. Na rozdil od vyvojové
ustadleného mitochondridlniho respiracniho fetézce, je respiracni fetézec bakterii znacné
proménlivy, obsahuje vice vstupi i1 vystupil a pocet komponent je proménlivy v zavislosti na
druhu bakterie a podminkéch vnéjsiho prostredi.

U nékterych bakterii se vyskytuji, mimo respiracniho retezce, jesté dalSi pienaSece elektronit — malé proteiny
obsahujici jako prostetickou skupinu zZelezo a siru (ferredoxiny) nebo flavinmononukleotid (flavodoxiny).
Uplatnuji se napr-. ve fotosyntéze, pri fixaci vzdusného dusiku ci fermentativnich reakcich anaerobil.

9.2.2.4. Tvorba ATP na membrdnové urovni (membrdanovd fosforylace)

Zpusob spfazeni exergonické (reakce uvoliujici energii) oxidace NADH: kyslikem
V respiratnim fetézci na membrané s endergonickou (reakce spotiebovavajici energii)
syntézou ATP z ADP a fosfatu byl detailn€ objasnén aZ ve druhé polovin€é minulého stoleti.
Zakladni princip membranové fosforylace miizeme vysvétlit tzv. Mitchelovou teorii
protonového gradientu:

prostredi membrdna cytoplasma
1. Membrana, v niZ je situovany respiracni
fetézec a ATPasa je nepropustna pro ionty, P «— NADH,
. + Fp
zejména pro H™. »H <
2. Respiraéni fetézec soudasné s tokem Fe/S—arp| +— sukcinat
vodiku a elektront od donoru k akceptoru QB:M P gﬁ%ﬁouosfﬂ
provadi translokaci protonll z jedné strany 2H+ «
membrany na druhou. Ziejm& je toho Vtbsse
v ~r 17 1 v v _wvo r Cy'tb Cy‘to 2H++%02
dosazeno stfidanim pfenasecti vodiku a 558 C
cytd ™ H,0

pfenasect elektronti a jejich uspotadani
napii¢ membranou do smycek. Diky tomu
jsou protony H" uvolitovany na jednu  Obrazek 33: Pravdépodobna funkéni organizace
stranu membrany, ale ndasledujicim  aerobniho respiraéniho fetézce Escherichia coli.
pfenaSeCem celého vodiku jsou sbirdny (Kapralek, 2000 — upraveno)

Z jeji druhé strany. ZJedHOdU§ené tedYa Legenda: Fp - flavoproteidové dehydrogenasy,

Z vnitini strany membrany jsou protony Fe/S - proteiny obsahujici nehemové Fe a reaktivni
siru, Q — chinony, cyt — cytochromy
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sbirany, zatimco na vnéjsi strané jsou uvoliovany do vodného prostfedi. Translokace
protond z jedné strany membrany na druhou déva vzniknout protonovému gradientu na
membrané (obrazek 33).

3. Enzym ATPasa katalyzuje reverzibilni reakci ADP + P <=> ATP. Syntéza ATP je
spfazena s translokaci protonti po koncentratnim spadu z vnéjSiho prostiedi skrz

membranu do prostfedi vnitiniho (obrazek 34). / \

Protonovy gradient generovany respiranim

fetézcem tak ,,pohani“ syntézu ATP, vybiji se
prostiednictvim ATPasy a pii tom vykonava NADH, i
praci. Jedna se o uzavieny okruh. V piipadé 2
bakteridlni ATPasy se na jednu vytvofenou 24
molekulu ATP spotiebuji dva protony.
50,%” ,
Vznikly protonovy gradient se miize vyrovnat zpét B .
¢innosti jinych membranovych proteint, které zu+ADp+®\/_\ )
translokuji protony po spadu zpét a spfazené s tim we e\
konaji bunéénou praci. Konkrétné se jednd o syntézu
ATP, transport latek skrz cytoplasmatickou
membranu proti koncentra¢nimu spadu K /

(aminokyseliny, cukry, sodik, vapnik),
transhydrogenaci a otadCeni bakterialniho bic¢iku 5 S .

s s, i1, N e syntézou ATP prostfednictvim protonového
umoznujici pohyb bakteridlni buiky, ve zvlastnich gradientu v mitchondrii a v bakerii.
piipadech i o produkci svétla a tepla. (Kapralek, 2000 — upraveno)

Obrazek 34: Sprazeni aerobni respirace se

U fady bakterii miiZe byt protonovy gradient vytvoien i jinym iontem nez H*, napr. Na*-redoxni pumpa a Na™*-
ATPasa u methanogennich bakterii, sodikova pumpa u anaerobnich a fakultativné anaerobnich bakterii
(bakterie rodu Clostridium, Salmonella ¢i Klebsiella).

9.2.3. Anaerobni respirace

Anaerobni respirace se vyskytuje pouze u bakterii. Jediny rozdil oproti aerobni respiraci
spociva v tom, Ze konecnym akceptorem elektrond neni kyslik, ale jina latka. Urc¢ité drobné
odli$nosti jsou také v transportu elektronli respiracnim fetézcem. Energeticky je anaerobni
respirace vZdy méné vyhodna nez respirace aerobni.

9.2.3.1. Nitratova respirace

NejznaméjSim typem anaerobni respirace je nitratova respirace, pii které je nitrat NO3z~
redukovan na nitrit NO2~ (obvykly zpusob), pfip. az na plynny dusik N2 (tzv. denitrifikace,
vyskytuje se pouze ojedinéle). Vzniklé reakéni produkty jsou vylucovany do prostredi. Jedna
se o vyznamny taxonomicky a identifikaéni znak ftady bakterii, napt. bakterii Celedi
Enterobacteriaceae — rody Escherichia, Salmonella, Shigella, Citrobacter, Klebsiella,
Serratia, atd. Redukce nitratd na nitrity probiha podle rovnice:

NO3™ + Hy > NO,™ + H,O

Donorem vodiku a elektronii mtize byt NADH, sukcinat, laktat, formiat, glycerolfosfat
a vodik. Elektrontransportni systém je lokalizovan na cytoplasmatické membrané. Zahrnuje
ptislusnou dehydrogenasu a terminalni nitratreduktasu, mezi kterymi jsou jako pienaSeci
elektronii cytochrom b a chinon. U fakultativné anaerobnich bakterii je systém propojen
s aerobnim respiracnim fetézcem, kdy nékteré komponenty jsou spolecné a jiné specifické pro
anaerobni respiraci. Na dva pienesené elektrony vznikaji 2 molekuly ATP. Aktivita
nitratreduktasy je indukovana pfitomnosti nitratl a anaerobnim prostfedim, pfitomnost
kysliku ji reprimuje.
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Proces denitrifikace (redukce nitrath az na molekularni dusik) je velmi dualezity
z ekologického hlediska, pfispivd ke kolob¢hu dusiku v pfirod€. Probihd v pidé i ve vodé.
Zastupcem denitrifika¢nich bakterii je napf. gramnegativni bakterie Paracoccus denitrificans.

Respiraci nitrdtu je tieba odlisit od asimilace nitrdtu jako zdroje dusiku, kdy je nitrdt redukovin az na NHs, ale
pouze v mnozstvi potrebném pro biosyntézu. Pri asimilaci nedochdzi k jeho hromadeni v prostredi.

9.2.3.2. Dalsi typy anaerobni respirace

U fady bakterii (zejména gramnegativnich) se vyskytuje fumardtova respirace, pii které je
fumarat redukovan na sukcinat, ¢i tetrathiondtovd respirace, kdy je tetrathionat redukovan na
thiosulfat. V obou ptipadech dochazi k produkci ATP.

Pro bakterie rodt Desulfovibrio a Desulfomaculum je typicka sulfdtova respirace. Jedna se

0 striktn¢ anaerobni bakterie zijici v bahné a produkujici redukci sirant plynny sulfan, ktery
reaguje s kovy pfitomnymi v bahné za vzniku ¢ernych sulfidu (pfi¢ina ¢erné barvy bahna).

SOs& +4Hy+ HY > HS™ + 4 H,0

Sulfatredukujici bakterie se podileji na kolobéhu siry v prostredi. Opét je treba odlisit sulfatovou respiraci od
asilimace siranii, ktera je zdrojem biogenniho prvku siry.

Vysledkem respirace CO2 je produkce methanu. Provadi ji nékolik druht
tzv. methanogennich bakterii, které patii mezi Archaea. K produkci methanu dochazi
V anaerobnim prostfedi, jako jsou bahna, sedimenty, odpadni vody, skladky, ale také
V zazivacim traktu (bachoru) prezvykavcu.

CO2+4 H2 > CHs + 2 H20

Mezi anaerobni respirace mizeme zatadit 1 produkci plynného vodiku, redukci trojmocného
zeleza na dvojmocné ¢i redukci ¢tyfmocného manganu na dvojmocny.

9.3. Vstup substratii do katabolismu chemoorganotrofnich bakterii

Velmi ¢astym, a do jisté miry i modelovym, zdrojem uhliku a energie je glukosa. Bakterie
jsou vSak schopny vyuzivat fadu riiznych substratll, a to nejen sacharidii. Cytoplasmaticka
membrana bakterii je selektivné propustnd pouze pro jednoduché molekuly. Piesto jsou
bakterie schopny utilizovat i vysokomolekularni latky jako jsou polysacharidy, bilkoviny ¢i
lipidy, a to diky produkci extracelularnich enzymi. Tyto enzymy S$tépi vysokomolekularni
latky mimo bakteridlni buiku na jednoduché molekuly schopné transportu skrz
cytoplasmatickou membranu. Produkce extracelularni enzymi je jednim ze stézejnich
mechanismut kazeni potravin.

9.3.1. Vstup sacharidii a polysacharidi

Hexosy jsou nejvhodnéjSim zdrojem energie a uhliku pro vétSinu chemoorganotrofnich
bakterii. Enzymy umoznujici transport hexos a jejich metabolizaci jsou konstitutivni povahy
(trvale pfitomné v bunice). Vyjimkou je galaktosa, jejiZz transport a pfeména je induktivni,
tj. pfislusné enzymy jsou produkovany az pii poklesu koncentrace ostatnich hexos pod uréitou
uroven. Hexosy jsou metabolizovany glykolyzou, obvykle po pfedchozi fosforylaci, ptip.
konverzi. Pentosy a tetrosy vstupuji do katabolismu prostiednictvim pentézového cyklu.

9.3.1.1. Disacharidy a oligosacharidy

Disacharidy (sacharosa, laktosa, maltosa, celobiosa, atd.) a oligosacharidy jsou bakteriemi
snadno vyuzivany. K indukci transportu oligosacharidi do buniky a k produkei ptisluSnych
enzymu dochézi po vy€erpani dostupnych hexos (pokles koncentrace pod hrani¢ni hodnotu).
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Intracelularné  jsou disacharidy a oligosacharidy obvykle hydrolyticky stépeny na
monosacharidy, které jsou ndsledné¢ metabolizovany odpovidajicim zpisobem. Disacharidy
mohou byt Stépeny také fosforolyzou — sté€peni kyselinou fosfore¢nou za vzniku jejiho esteru,
napf. maltosa je $t€épena na glukosa-1-fostat a glukosu.

DalSim zpusobem je Sté€peni disacharidd na jeden monosacharid a polymer druhého
monosacharidu. Setkavame se s tim napf. u bakterie Leuconostoc mesenteroides, ktera §tépi
sacharosu na fruktosu (ta slouzi jako zdroj energie a uhliku) a glukosu, ktera je ihned Stépicim
enzymem prenesena na jinou glukosu, resp. jiz vytvofeny dextran (polymer glukosy).
Dextrany, produkované ve formé volného slizu, maji viskézni charakter a zplisobuji
vyznamné problémy v cukrovarnictvi nebo pfi vyrobé potravin s vysokym obsahem sacharosy
(marmelady, cukrovinky, slazené napoje, koncentraty ovocnych §t'av, atd.).

9.3.1.2. Polysacharidy

Polysacharidy jsou extraceluldrnimi sacharolytickymi enzymy S$tépeny na oligo- C¢i
monosacharidy. Produkce extracelularnich enzymu je indukovana vyuzitim hexos vzniklych
z oligosacharidii. Extracelularni enzymy $tépi také pektiny ptitomné v rostlinnych pletivech,
coz se prakticky projevuje nezddoucim méknutim ovoce (tzv. me¢kka hniloba).

Skrob a glykogen, tvofené proménlivym podilem amylasy (linearni fetdzce) a amylopektinu
(vétvené fetézce), jsou hydrolyzovany amylasami (a-amylasy, f-amylasy) na smés maltosy
a glukosy. Amylasy produkuji napi. sporotvorné bakterie Bacillus spp. (nitkovitost peciva)
a Clostridium spp. ¢i nékteré plisn¢.

Hydrolyza celulosy enzymem celulasou probih4 jak ve volné ptirod¢, tak v predzaludku
prezvykaved. Jednd se o pomérné pomaly proces, ktery navic vyzaduje pfitomnost
tzv. prehydrolytického faktoru Ci, ktery zpiisobuje nezbytné zvySeni hydratace celulosy.
Vysledkem S$tépeni je disacharid celobiosa. Celulasy jsou produkovany napt. bakteriemi rodi
Clostridium, Cellulomonas ¢i Cellvibrio, dale nékterymi plisnémi a aktinomycetami.

Rada sacharolytickych enzymii je ziskavana primyslovym zpiisobem a ma dalsi vyuziti. Z kvasinek
Saccharomyces cerevisiae se ziskava invertasa (Stépi sacharosu na glukosu a fruktosu), ktera ma extraceluldarni
charakter. Pouziva se pri vyrobé cukrovinek a v pekarenstvi, kde zabranuje tvrdnuti jemného peciva.
Intracelularni laktasa, opét kvasinkového piivodu, se pouziva pri vyrobé zahustenych mlécnych vyrobkii, kde
zabranuje krystalizaci laktosy. Z krmivarského hlediska maji pozitivni vyznam celulolytické bakterie.

9.3.2. Vstup lipida

Jako zdroj energie a uhliku slouZi nejcastéji triglyceridy a fosfolipidy. Bakterie schopné
produkovat extraceluldarni lipasy je hydrolyzuji na mastné kyseliny a glycerol. Glycerol po
prevedeni na 3-fosfoglyceraldehyd vstupuje do glykolyzy, kde je pfeménén na pyruvat, ktery
je za aerobnich podminek oxidovéan v Krebsové cyklu.

Volné mastné kyseliny podléhaji tzv. f-oxidaci mastnych kyselin, pii které jsou postupné
aerobné oxidovany za vzniku acetyl-CoA a mastné kyseliny krat§i o dva uhliky. Jednd se
V podstaté o ,.spirdlovité* probihajici proces, ktery se opakuje aZz do uplné oxidace celé
mastné kyseliny se sudym poc¢tem uhlikd. Vznikly acetyl-CoA vstupuje do Krebsova cyklu.
Soucasné mohou vznikat senzoricky vyznamné latky jako methylketony, sekundéarni alkoholy
a t€kave kyseliny. f-oxidace mastnych kyselin je vyznamnym zdrojem energie pro bakterialni
bunku.

Rozklad tukii je nezadouct zejména u potravin s jejich vysokym obsahem, napr. masla. Velmi casto jej vyvolavaji
psychrotrofni mikroorganismy, které jsou schopny metabolismu i za nizkych (chladnickovych) teplot, napr-.
bakterie Pseudomonas spp. ci nékteré plisné. Vzniklé nizsi mastné kyseliny — maselna (C4), kapronova (C6),
kaprylova (C8) ¢i kaprinova (C10), vyznamné ovliviuji senzorické vlastnosti potravin (Zlukla chut, cizi pach)
a zvysuji cislo kyselosti. Vznik methylketonii je typicky pro zrani plisnovych syrii.
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9.3.3. Vstup aminokyselin a bilkovin
Z dusikatych latek jsou nejdiive vyuzivany aminokyseliny, teprve po jejich spotiebovani
vstupuji do katabolismu i peptidy a bilkoviny.

9.3.3.1. Aminokyseliny

Prvnim krokem katabolismu aminokyselin je jejich deaminace nebo transaminace. Pri
deaminaci je aminoskupina odsStépena a uvolnéna do prostiedi ve form& amoniaku (prostiedi
se tim alkalizuje). Vzniklé organické kyseliny nejcastéji vstupuji do glykolyzy a Krebsova
cyklu. Kone¢nymi uhlikatymi produkty katabolismu aminokyselin jsou pyruvat, acetat
a nc¢které intermediaty Krebsova cyklu. Pfi deaminaci vznikaji senzoricky nezadouci latky
jako amoniak, indol, skatol ¢i sirovodik.

Pfi transaminaci je aminoskupina pienesena z aminokyseliny na oxokyselinu, ze které vznika
ptislusna aminokyselina. Nejcast&jSimi akceptory jsou kyselina a-ketoglutarova, oxaloctova
a pyrohroznova. Transaminace je vyuZzitelnd i v opacném sméru pii biosyntéze aminokyselin,
kdy jako zdroj dusiku slouzi ion NH4" z prostiedi.

Mizeme se setkat i s dekarboxylaci aminokyselin za vzniku CO2 a primarnich amind, které
mohou byt velmi toxické, napt. kadaverin z lysinu ¢i putrescin z ornitinu. Jejich producenty
jsou zejména bakterie Celedi Enterobacteriaceae ¢i pseudomonady. Velmi zavazné jsou
biogenni aminy vzniklé dekarboxylaci aromatickych aminokyselin histidinu (histamin),
tyrosinu (tyramin) a tryptofanu (tryptamin). Pfi zvySeném vyskytu mohou u citlivych jedinct
vyvolat intoxikaci.

Histamin zpiisobuje bolesti hlavy, zvraceni, bolesti bricha a poruchy krevniho obéhu, castym zdrojem jsou ryby
bohaté na histidin (makrely, tunak). Tyramin vznika zejména v dlouho zrajicich syrech a trvanlivych salamech,
zpiisobuje zvySeni krevniho tlaku a bolesti hlavy. Biogenni aminy mohou vznikat i v potravindch rostlinného
pivodu. Mezi vyznamné producenty patii napr. enterokoky.

9.3.3.2. Peptidy a bilkoviny

Peptidy a bilkoviny jsou nejprve hydrolyzovany extraceluldrnimi proteasami na jednotlivé
aminokyseliny, které po prichodu cytoplasmatickou membranou vstupuji do katabolismu.
Extracelularni proteasy jsou produkovany zejména fadou tzv. hnilobnych bakterii, které
zpusobuji rozklad bilkovin masa a dalSich produktii za vzniku amoniaku, sirovodiku a dalSich
senzoricky nezadoucich latek (indol, skatol, atd.). Mezi vyznamné producenty patii napf.
bakterie rodd Bacillus, Clostridium, Pseudomonas ¢i Proteus a plisné. VSechny bilkoviny
Vv prostfedi jsou diky ¢innosti mikroorganismili mineralizovany na konec¢né produkty (COq,
H20 a NHj3) a vraceny tak do kolob&hu latek v piirode¢.

Po spotiebovani bilkovin z prostfedi dochazi k vyuzivani ostatnich, vzacnéjSich, organickych
latek, jako jsou tieba alifatické a aromatické uhlovodiky a jejich derivaty (bakterie
Pseudomonas spp. ¢i nékteré plisn€) ¢i jednouhlikové slouceniny obsahujici methylskupinu
CHs — napt. methan ¢i methylalkohol (methylotrofni bakterie).

9.4. Anabolismus chemoorganotrofnich bakterii

Syntéza bunééné hmoty — anabolismus, je uzce spjata s produkci energie a nezbytnych
stavebnich komponent — katabolismem. Velmi zjednodusSené lze fici, ze anabolismus je do
jisté miry obracenou drahou katabolismu. Rada reakci a metabolickych drah je reverzibilni
amuize probihat obéma sméry, na druhou stranu fada krokd je v anabolismu jinak
organizovana ¢i katalyzovana jinymi enzymy. Vzhledem k velkému poctu sloucenin,
podilejicich se na stavbé bakterialni buiiky, jsou anabolické procesy mnohem rozmanité;si.
Prispiva k tomu i produkce tzv. sekundarnich metabolitii, tj. riznych barviv, antibiotik ¢i
toxind.
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9.4.1. Tvorba malych molekul

Hlavni osou biosyntézy malych molekul je opét glykolyza a Krebsiv cyklus. Jednoduché
cukry (hexosy a pentosy) syntetizuje chemoorganotrofni bakterie ze tiiuhlikatych ¢i
Ctyfuhlikatych intermediati procesem glukoneogeneze. Glukoneogeneze je do jisté miry
obracenou drahou ke glykolyze (7 reakci je spolecnych, 3 v glykolyze nevratné reakce jsou
nahrazeny jinymi). Pfi vyuziti dvouuhlikatého acetatu musi byt tento nejprve glyoxaldtovym
cyklem pfeménén na Ctyfuhlikaty sukcinat. Interkonverze (vzdjemnd preména) cukrii uvnitf
buniky je vzdy realizovana na urovni jejich fosfati nebo cukernych nukleotidu.

Vychozi latkou pro syntézu mastnych kyselin se sudym poctem uhlikli je acetyl-CoA,
Vv ptipad¢ vétvenych mastnych kyselin s lichym poctem uhliki potom jin€ intermediaty (napf.
propionyl-CoA). Nenasycené mastné kyseliny vznikaji acrobnim i anaerobnim zptisobem.

Zcela zasadni roli hraji ve stavbé bakteridlni bunky purinové a pyrimidinové nukleotidy.
Syntéza purinii zacind ribosa-5-fosfatem, vychozi latkou syntézy pyrimidini je kyselina
asparagovd a karbamoylfosfat. Deoxyribonukleotidy jsou ziskdny redukci pftisluSnych
ribonukleotidli, obvykle na rovni nukleosiddifosfatli. Mimo syntézy nukleotidl ,,de novo®,
jsou bakterie schopné vyuzivat i nukleové baze ¢i nukleosidy pfitomné v zivném médiu.

Rada chemoorganotrofnich bakterii je schopna syntetizovat aminokyseliny i v pfipadg, Ze
jedinou organickou latkou v zivném médiu je glukosa a ostatni latky jsou anorganické.
Syntéza vSech 20 aminokyselin je rozdélena do 6 biosyntetickych drah — glutamatova,
aspartatova, pyruvatova, serinova, aromaticka a histidinova. Jednotlivé drahy se lisi vychozi
latkou (rizné intermediaty glykolyzy a Krebsova cyklu) a poctem dil¢ich operaci
(transaminace, fosforylace, redukce, atd.). Zdrojem dusiku pro tvorbu aminokyselin je
amoniak NHs, ktery mize byt fixovan trojim zptisobem.

Vétsina bakterii vyzaduje dusik ve forme amoniaku, nitratu ¢i organické dusikaté latky, pouze omezeny pocet je
schopny  fixovat a vyuzivat vzdusny dusik (napr. Clostridium pasteurianum, Azotobacter spp.,
Klebsiella pneumoniae). Nékteré z nich Ziji symbioticky a intraceluldarné (Rhizobium spp.), jiné volné. Fixace
vzdu$ného dusiku spocivd vredukci N na NHs enzymem nitrogenasou, vyzZaduje pritomnost redukujicich

ekvivalent a znacného mnozstvi energie. Jedna se o striktné anaerobni proces, proto musi aerobni bakterie
zabranit pristupu kysliku k mistu redukce N>.

Je zajimavé, zZe i heterotrofni bakterie potrebuji fixovat urcité mnozstvi plynného CO,. Heterotrofni fixace CO2

molekul (napr. purinit a pyrimydinit).

Sekunddrni metabolity (pigmenty, antibiotika, vonné latky, toxiny, atd.) jsou organické latky
pro bakteridlni buniku postradatelné. Tvofi se z primarnich metaboliti (velmi Casto je vychozi
latkou acetyl-CoA), v nepatrném mnozstvi a jsou druhové specifické. Tvorba sekundarnich
metaboliti (tzv. sekundarni metabolismus) obvykle za¢ina az poté, co se zastavil rust
amnoZeni bunky, u sporulujicich bakterii a plisni probihd soucasné se sporulaci (konec
exponencialni faze ristu a jeji pfechod do faze stacionarni).

9.4.2. Tvorba makromolekul

Polysacharidy maji dvé zakladni funkce — stavebni (peptidoglykan, teichoové kyseliny,
lipopolysacharidy, pfip. pouzdro a glykokalyx) a zéasobni (glykogen). Jejich syntéza neni
fizena zadnou matrici.

Glykogen je polymer tvofeny molekulami a-D-glukosy, které jsou linearn€ spojovany vazbou
1,4 a vétvi se prostiednictvim vazeb 1,6. Vychozi latkou je glukosa-1-fosfat (vznika
z glukosa-6-fosfatu), ktery reaguje s ATP za vzniku ADP-glukosy a difosfatu. Vznikla
adenylovand glukosa slouZzi k tvorbé glykogenu. Syntéza glykogenu vyzaduje pfitomnost jiz
existujici glykogenové molekuly, tzv. ocka (obsahuje minimaln€¢ 4 monomery), vétveni
glykogenu zajist'uje zvlastni vétvici enzym.
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Peptidoglykan je syntetizovan ve formé prekurzori, které jsou transportovany pies
hydrofobni vrstvu cytoplasmatické membrany a napojeny na jiz existujici peptidoglykan
(kapitola 5.3.). Lipopolysacharidy jsou syntetizovany v cytoplasmé jako kratké
polysacharidové useky, piendSeny skrz membranu a na vngj$i stran¢ polymerizovany
a piipojeny k lipidu A.

Hlavnimi lipidy bakterialni bunky jsou fosfolipidy podilejici se na stavbé cytoplasmatické
membrany. Vychozi latkou pro jejich syntézu je dihydroxyacetonfosfat (intermediat
glykolyzy). Kvantitativni zastoupeni jednotlivych fosfolipidi je dano jednak geneticky, dale
kultivacnimi podminkami a rastovou fazi.

Syntéza DNA (replikace DNA) je detailné popsana v kapitole 7.1.1., syntéza jednotlivych
typtt RNA (transkripce) potom v kapitole 6.2.1.

Syntéza bilkovin (translace, proteosyntéza) je slozity a detailné¢ prostudovany proces. Obecné
se jedna o preklad genetické informace nesené mRNA (sekvence nukleotidi) v primarni
strukturu bilkovin (sekvence aminokyselin). Proteosyntéza probiha na ribosomech (kapitola
5.5.2)), kde se setkdva mRNA a jednotlivé aktivované aminokyseliny. Zékladni kroky
proteosyntézy jsou uvedeny v kapitole 6.2.2.

Velmi rychle probihajici anabolismus umoznuje mikroorganismiim béhem kratke doby preménit méne hodnotné
¢i odpadni latky na bunécnou hmotu bohatou na bilkoviny a vitaminy. Typickym prikladem je bunecnd hmota
kvasinek, kterd se pouziva jako hodnotné bilkovinné krmivo ¢i vitaminovy doplnék (zdroj vitaminii skupiny B).
Z kvasinek, a také nékterych plisni, se ddle ziskdva ergosterol (provitamin D) ¢ [-karoten (provitamin A).
Mikroorganismy se dale vyuzivaji k produkci aminokyselin (lysin, kyselina glutamova), nukleotid, koenzymii ci
dalsich intermediatii metabolismu.

Bunécna hmota mikroorganismii je dulezitym zdrojem enzymii pro primyslove, lékarské ci védecke ucely
(glukosaoxidasa, glukosaisomerasa, DNA polymerasa, restrikcni endonukleasy, atd.). Z extraceluldrnich
produktii anabolismu mikroorganismii se primysloveé ziskavaji polysacharidy tvorici slizovy obal bunék — napr.
dextran, xanthan ¢i kyselina hyaluronova. Velky vyznam ma produkce antibiotik bakteriemi Streptomyces Spp.
a dalsimi aktinomycetami, prislusniky rodu Bacillus ¢i plisnémi.

10. FAKTORY OVLIVNUJICI PREZIVANI MIKROORGANISMU
V POTRAVINACH

Vnitini a vnéjsi faktory potravin urcuji druh mikrobidlnich zmén, rychlost mnoZeni
mikroorganismu a rychlost, s jakou se dostavaji z lag faze do exponencilni faze riistu nebo
naopak odumiraji, a tim ovliviiuji bezpecnost a trvanlivost poZivatin.

Vnitini faktory (Intrinsic Factors) jsou popisovany jako fyzikalné-chemické vlastnosti
potraviny. Radi se k nim:

- sloZeni potravin,

- pH (koncentrace vodikovych iontt),

- aktivita vody (aw),

- redoxni potencial (En),

- textura,

- obsah pfirozenych antimikrobialnich latek.

Vnéjsi faktory (Extrinsic Factors) jsou piedstavovany podminkami uchovavani a skladovani
potravin, coz je:

- teplota prostiedi,

- relativni vlhkost vzduchu,

- sloZeni atmosféry,

- Cas.
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K dalsim faktorium ovliviiujicim piezivani mikroorganismil v potravinach patii: tlak, zafeni,
ultrazvuk, mechanické vlivy, plsobeni cizorodych antibakteridlnich latek, desinfekcnich
prostiedkli apod.

Vedle vyse uvedenych faktori ma na trvanlivost potravin z mikrobialniho hlediska vliv také
podet mikroorganismi a druhové zastoupeni mikroflory. Cim méné je v potraving
mikroorganismu a ¢im méné¢ jsou aktivni (se schopnosti mnozit se a metabolizovat), tim delsi
Cas je potfeba k jejich pomnozeni a vzniku senzorickych zmén z divodu dlouhé lag faze
a delsiho genera¢niho Casu.

Pocatecni pocet a druhové slozeni se uplatnuji zejména pri nizkych skladovacich teplotach. Pri téchto teplotach
se lag faze a generacni doby mikroorganismii rizné prodluzuji v zavislosti na jejich druhu a poctu. Pri
optimalnich podminkach pro rist, rozmnozZovani a metabolismus mikroorganismii (predevsim pri optimdlni
teplote) je vliv pocatecniho poctu mikroorganismit maly.

10.1. Vnitini faktory

10.1.1. SloZeni potraviny

Vyznamny vliv na udrznost potravin a rychlost mnoZeni mikroorganismii ma obsah vody
V potravin¢, obsah latek, které jsou zdrojem energie (napt. sacharidy, alkoholy,
aminokyseliny) a dusiku (proteiny, peptidy, aminokyseliny), obsah vitaminii a rlstovych
faktort (vitaminy skupiny B) a mineralnich latek.

Obecné plati, Ze potraviny obsahujici vice nizkomolekularnich latek a vétsi mnozstvi vody se
kazi rychleji. Divodem je skuteCnost, ze nizkomolekuldrni latky mohou mikroorganismy
metabolizovat pfimo bez ptfedchoziho Stépeni. Bilkoviny a vysokomolekuldrni sacharidy
(Skrob, pektin, celulosa) musi byt nejprve mikrobidlnimi exoenzymy rozStépeny na
nizkomolekularni produkty a teprve pak jsou metabolizovany endoenzymy. Stépeni bilkovin
extracelularnimi proteasami nastupuje az poté, co jsou spotiebovany snaze dostupné
nizkomolekularni slozky. Extracelularni enzymy produkuji zejména bakterie rodu Bacillus,
Clostridium, Pseudomonas, Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus a nékteré druhy celedi
Enterobacteriaceae (napt. Proteus spp.). Hnilobné produkty jako sirovodik, amoniak, aminy
a organickeé kyseliny nepfiznivé ovliviiuji senzorické vlastnosti potravin.

Jako zdroj energie utilizuji mikroorganismy v potravinach cukry, alkoholy, aminokyseliny.
Jen malo mikroorganismt je schopno utilizovat komplexni sacharidy jako jsou Skrob
a celulosa na jednoduché cukry. Tuky jsou jako zdroj energie vyuZivany jen velmi malym
poctem mikroorganismd.

Primérnim zdrojem dusiku pro heterotrofni mikroorganismy jsou aminokyseliny. Mnohé
mikroorganismy jsou schopny vyuzivat celé bilkoviny, jiné niz$i slozky — peptidy
a aminokyseliny. VétSina potravin je na bilkoviny bohatd. Mikroorganismy pieménuji
vSechny dusikaté latky na amoniak a tento pak vyuzivaji k syntéze vlastnich buné¢nych
bilkovin. Jen mald ¢ast mikroorganismil nepotfebuje zddnou dusikatou slou¢eninu, protoZe
asimiluje elementarni dusik pfimo ze vzduchu.

Ke svému rustu vyzaduji mikroorganismy v malych davkach vitaminy skupiny B. VétSina
potravin mé dostatek B-vitamini pro ty mikroorganismy, které je nejsou schopny
syntetizovat. Obecné nejmens$i schopnost syntetizovat rustové faktory a vitaminy maji
grampozitivni bakterie, proto musi byt témito slozkami zasobeny pied zapocetim rlstu.
Gramnegativni bakterie a plisné€ jsou schopny syntézy vétSiny potiebnych latek, proto mohou
rist 1 na potravinach s nizkym obsahem B-vitaminll. V ovoci vitaminy skupiny B chybi,
a proto je napadano plisnémi a kvasinkami, které je dovedou syntetizovat.
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Mineralni latky vyuzivaji mikroorganismy ve formé anorganickych soli (napt. MgSOs —
zdroj hotciku a siry). V nékterych ptipadech vSak mikroorganismy radéji asimiluji mineralni
latky z organickych sloucenin, napft. siru z bilkovin nebo aminokyselin ¢i fosfor z nukleotidd.

10.1.2. Koncentrace vodikovych ionta — pH

Rast mikroorganismt i jejich biochemicka aktivita jsou siln€¢ ovlivnény hodnotou pH

potraviny. Kazdy mikrobidlni druh se miize rozmnozovat pouze v uréitém rozmezi pH. Pro

optimalni rist vétSiny bakterii je toto rozmezi pomérné uzké, zatimco naptiiklad u vétSiny

plisni je podstatné §irs$i. Extrémni pH mtze mikroorganismy usmrtit.

Faktor pH nabyvd hodnot od 0 do 14 a je definovan jako zdporné vzaty dekadicky logaritmus koncentrace

oxoniovych kationtii: pH = -log [H30"]. Neutrdlni pH se pohybuje kolem hodnot 7, ,, kyselejsi* potraviny maji
'''' naopak vyssi. Princip stanoveni pH spociva v méreni potencidalu vznikajiciho na

rozhrani dvou fazi oddélenych membranou mérici sklenéné elektrody, ponorené do vysetrovaného vzorku

extraktu nebo vzorku. Tento potencial se snima v porovnani s konstantnim potencidalem druhé — referentni

elektrody (napr. kalomelové nebo argentochloridové). Méreni pH Ize provadet ve vyluhu (zpravidla 10% vodni
vyluh rozmélnéné potraviny) nebo vpichem (u vzorkii tuhé konzistence — naprv. vpichem primo do svalové tkané).

Hodnota pH mé vliv na rozmnoZovdni bakterii, rychlost ristu a vitalitu, dale pak na intenzitu
a charakter metabolismu a ovliviiuje permeabilitu cytoplasmatické membrany. Pii nizkém
pH je membrana saturovéana ionty H" coZ limituje pronikani esencialnich kationtd. Opaéné pii
vysokém pH saturace membrany hydroxylovymi ionty limituje pasaz esencidlnich anionti.
Velmi uzky vztah je mezi pH prostiedi a termorezistenci mikroorganismi. Odolnost bunék ke
zvySenym teplotam je tim mensi, ¢im vétsi je odchylka od optimalniho pH, coz plati jak pro
vegetativni buiiky, tak pro spory. Hodnota pH mize dale ovliviiovat dostupnost kovovych
iontir. Hoi¢ik a fosfor tvofi v alkalickém prostiedi nerozpustné komplexy, i kdyz se pfi niz§im
pH vyskytuji ve volné formé. Rovnéz Zelezo, zinek a vapnik se v alkalickém prostredi stavaji
nerozpustnymi. Také je znamo, Ze kyselé pH (< 4,0) zabranuje kliceni spor. U bakteridlnich
spor rodu Bacillus, Clostridium a Desulfotomaculum zabraiuje kyselé pH kli¢eni spor a jejich
preméné na vegetativni formu. Této skutecnosti se vyuziva u potravin sterilovanych teplem:
kyselé potraviny o pH niz§im nez 4,0 (ovocné kompoty a $tavy, zelenina v kyselém nélevu)
se sterilizuji teplotami do 100 °C, nebot’ ptezivajici bakterialni spory zde nemohou vyklicit.

Tabulka 5: Primérné hodnoty pH vybranych potravin. (Gérner aValik, 2004 — upraveno)

Potravina pH Potravina pH

Vajeény bilek az 9,6 Zelenina (mnoho druhil) 6,6 — 5,7
Miéko 6,7—-6,5 Rajcata 44-40
DrubeZi maso 6,7 -6,3 Kysané mlécné vyrobky 42-38
Ryby 6,6 —5,7 Majonézy 4,1-3,0
Maso 58-54 Ovoce (mnoho druhtt) 45-35
Bilé pecivo 6,0-5,0 Citrony 24272

Vétsina bakterii roste v neutralnim nebo slabé alkalickém pH (6,6 — 7,5). Mezi bakterie
piezivajici extrémni pH patii stfevni bakterie, u nichZ je schopnost odolat velmi nizkému pH
zaludecnich $tav i alkalickému pH Zluci pro preziti v daném prostiedi nezbytnd. Kyselé¢ pH
prezivaji také druhy tvofici jako hlavni produkty metabolismu kyseliny (octoveé, mlééné nebo
propionové bakterie), i tyto se vSak pii pfili§ nizkém pH pfestdvaji mnozit a ustava jejich
metabolickd ¢innost. Naproti tomu hnilobné bakterie jsou velmi citlivé k nizkému pH, ¢ehoz
se vyuziva pti konzervaci potravin (marinované ryby, zelenina v kyselém nalevu nebo mlécné
zkvasena zelenina). Minimadalni hodnota pH pro vétsSinu bakterii, které se podili na kaZeni
potravin je 4,4 — 4,6.
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Kvasinky vyzaduji pro rust kyselé prostiedi (optimum pH 4,2 — 5,5) a jiz slabé alkalické
prostiedi jejich rlst zastavuje. Optimalni pH vétSiny plisni je pobliz neutralniho bodu, avSak
mohou se rozmnozovat ve velmi Sirokém rozmezi pH (1,2 — 11,0). Pfi siln¢ kyselém pH
prosttedi (do 2,0) se rozmnozuji druhy tvofici zna¢né mnozstvi organickych kyselin
(napf. néktefi zastupci rodu Penicillium ¢i Aspergillus).

Hodnota pH potraviny mlZe ,n9 ;1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

urovat typy mikroorganismi, -
které jsou schopny se v dané ‘

potraviné rozmnoZzovat, stavat se Svasinky
dominantnimi a pfipadné pisobit Bakterie mIégného kvaseni
kazZeni, zadouci fermentaci nebo
mohou predstavovat zdravotni

Staphylacoccus aureus

.. ~ c. ) N Acetobacter spp.

riziko. Rada potravin je pfirozené e
kyselych (fermentované mlécné Sa p- |
amasné vyrobky, kysané zeli, .

atd.), kyseliny mohou byt do

. , v v ~e 17 1 Y. enferorr litica
potravin zadmérné ptidavany nebo :

jsou produkovany enzymatickou C. botulinum
¢innosti mikroorganismd. B. chreus
Napriklad syrove kravské mléko ma V. parahaémolyticus
hodnotu pH mezi 6,5 — 6,7, coz se blizi '
neutralni hodnoté pH. Vlivem bakterii G. perfringens

mlécného kvaseni, které jsou v syrovém
mléce prirozené pritomné, se pri teploté
28 — 30 °C, v dusledku rychlé fermentace Vibrio spp.
disacharidu laktosy, snizi jeho hodnota

.......

Campylobacter spp.

Obrazek 35: Rozmezi ptibliznych hodnot pH umoziiyjicich
rust vybranych potravinarsky vyznamnych mikroorganismd.
(Jay, 1996 — upraveno)

Pti hodnoceni inhibi¢niho vlivu
kyselého prostiedi je tieba rozlisit
vliv nizké hodnoty pH a vliv
kyseliny, kterou byla tato hodnota snizena. Metabolismus a rast bakterii je inhibovan nejen
nizkymi hodnotami pH (volnymi H' ionty), ale také molekulami v kyselém prostiedi
nedisociovanych slabych organickych kyselin. Ty, protoZe jsou bez ndboje, lehce pfechazi
pres lipidovou ¢ast cytoplasmatické membrany do bakteridlni buiiky. Niz§i mastné kyseliny —
kyselina mlééna a octova, zpusobuji okyseleni obsahu bakterialni buiky a/nebo inhibici
metabolismu a transportu zivin. Pfi stejné hodnoté pH maji slabé organické kyseliny na rist

v

a metabolismus bakterii siln€js$i inhibi¢ni €inek nez silné disociované kyseliny (napt. HCI).

Prikladem je situace, kdy rist S. aureus byl inhibovan v mléce okyseleném na pH 4,1 pomocit kyseliny mlécné
nebo octové, zatimco v mléce okyseleném na stejnou hodnotu pH kyselinou chlorovodikovou inhibovan nebyl.

10.1.3. Aktivita vody — aw

Mikroorganismy potiebuji pro svij metabolismus vodu. Proto k jedné z nejstarSich metod
konzervace potravin patii suSeni. Snizovani obsahu vody v buiice zplisobuje zpomaleni jejiho
ristu a v ptipadé nepfitomnosti vody se latkova pfeména zastavi. Citlivé mikroorganismy pfi
takovych podminkach odumiraji. Nékteré slozky potravin jako napt. stl, cukr, bilkoviny
mohou vodu vézat natolik, Ze ji mikroorganismy nemohou pro sviij metabolismus vyuzit.
Koncentrace vody, kterou mohou mikroorganismy v potraviné vyuzit, je pfimo Umérna
parcialnimu tlaku vodni pary nad ptislusnou potravinou. Pojem aktivita vody (aw) byl zvolen
pro vyjadieni miry vyuZitelnosti vody mikroorganismy.
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Aktivita vody je tedy definovana jako pomér parcialniho tlaku vodni pary nad potravinou (p)
k parcialnimu tlaku vodni pary nad Cistou vodou (po) pfi dané teploté:

P

Po
Cista voda ma aw = 1,0. Pokud se mnozstvi vody dostupné pro mikroorganismy v potraviné
snizi, je hodnota aw < 1,0. Optimalni hodnota je pro vétSinu mikroorganismu aw > 0,98. Mezi
aktivitou vody a relativni vlhkosti (RV) existuje zavislost vyjadiena vztahem: RV =100 . aw.

adw =

Pristroje pro stanoveni hodnot aktivity vody se nazyvaji aw-metry. Existuje mnoho typii aw-metrii pracujicich na
riiznych principech. Vysledky méreni byvaji k dispozici za nekolik minut az hodin podle typu pristroje. Jeden
Z nejcasteji pouzivanych aw-metrii stanovuje hodnotu aw na zdakladé rozdilu parcidalniho tlaku vodni pary mezi
vzorkem a vzduchem, k ¢emuz dochazi v uzaviené komiirce aw-metru zvlhcovanim popr. vysuSovanim vzorku
potraviny malym objemem vzduchu, dokud neni dosazeno rovnovazné vlhkosti.

Aktivita vody ma vliv na neenzymatické hnédnuti potravin, oxidaci lipidi a degradaci ve
vod¢ rozpustnych vitaminl, didle pak na enzymatické reakce v potraviné a denaturaci
proteini. Hodnota aw také ovliviiuje texturni vlastnosti potraviny. Aktivitu vody lze
V potravinach snizit nejen jiz zminénym piidanim latek jako je cukr, sil, bilkoviny nebo
zvySenim obsahu tuku, ale ptfedev§im se vyuZivaji technologické procesy zajistujici
odstranéni vyuzitelné vody z potravin (suSeni, uzeni, odpatreni, mrazent).

Zvyseni rozpustenych latek v roztoku (sul, cukr, bilkoviny) vede ke zvyseni jeho osmotického tlaku. Také

vvvvvvv

metabolismu. Vnitrobunécny osmoticky tlak (napéti = turgor) mikroorganismii je podstatné vyssi nez osmoticky
tlak béznych zivnych prostiedi — hypotonické prostiedi. Vyrovnani rozdilu osmotického tlaku mezi buikou
a prostredim a difuzi vody z prostiedi do bunky a bobtnani buriky brani silnd a pevna bunécna sténa. Pokud jsou
mikrobialni buniky v hypertonickém prostiedi, vyrovnava se rozdil mezi osmotickym tlakem uvniti bunek a v
prostiedi tim, ze molekuly vody difunduji cytoplasmatickou membranou a bunécnou stenou z bunky do prostredi.
Dosahne-li vnitrobunécna vodni aktivita hodnoty nizsi, nez je minimalni hodnota pro metabolismus buiiky,
Zivotni projevy buriky se zastavi. Pri dal§im uvoliiovani vody z buniky dochazi k plasmolyze a zaniku buniky.

Mikroorganismy ke svému zivotu potiebuji uréité minimdlni mnoZstvi volné vody
V potravinach, tj. minimalni aw. Pfi niz§ich hodnotach nerostou, nemohou se pomnoZovat
a pusobit kazeni potraviny, ptip. tvofit toxiny. Odolnost k nizké hodnoté aw je nejveEtsi
u plisni, mensi u kvasinek, jest¢ menSi u grampozitivnich bakterii a nejmensi u bakterii
gramnegativnich. VétSina bakterii zpisobujicich kaZeni potravin neroste pod hranici
aw= 0,91, na rozdil od plisni, které se mohou mnozit ¢asto i pod hranici aw = 0,80. Pfevazna
¢ast mikroorganisml neni schopna rustu pii aw pod 0,60. Minimalni hodnota aw ristu ovsem
neni totoznd s minimalni hodnotou pro tvorbu toxin.

Tabulka 6: Minimalni hodnoty aw pro rist vybranych mikroorganismuil. (Gérner a Valik, 2004 —
upraveno)

Mikroorganismus Minimalni a,, | Mikroorganismus Minimalni ay
Pseudomonas spp. 0,97 Kvasinky 0,94 - 0,87
Clostridium botulinum typ E 0,96 Micrococcus spp. 0,90
Espherlchla coli, Klebsiella spp., 0,95 Staphylococeus aureus 0,86
Shigella spp. Lactococcus spp.,

Salmonella spp., Bacillus spp., 0,94 Plisné 0,93 0,80

Clostridium spp., Lactobacillus spp.

Vétsina bakterii je schopna se rozmnoZovat v zivnych prostfedich o aw v rozmezi 0,99 — 0,93.
Vyjimku tvoti nékteré halotolerantni koky (napi. rody Micrococcus, Staphylococcus), které
jsou schopny se rozmnozovat i pii 10% koncentraci NaCl. Déle existuji nékteré bakterie,
které se rozmnoZzuji pouze pii nizkych aktivitdich vody v prostfedi s vysokou koncentraci
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NaCl (15 % a vice). Jedna se o halofilni bakterie. Jejich rozmnozovani se naopak zastavuje
pfi niz8ich koncentracich NaCl (6 — 10 %).

Minimalni hodnota aw kvasinek (0,94 — 0,88) je niz8i nez u vétSiny bakterii. Osmotolerantni
kvasinky jsou schopny rozmnozovani pii vodni aktivité 0,73, ktera je napt. v medu nebo 60%
roztoku sacharosy. Tyto kvasinky mohou zptisobovat nezadouci kvaseni medu. Osmofilni
druhy kvasinek rostou pii hodnotach aw 0,65 — 0,61.

Plisné se vétSinou rozmnozuji za niz$i vodni aktivity nez vétSina bakterii a kvasinek,
vyjimkou jsou tzv. vodni plisné. Na druhé strané jsou znamé také xerofilni plisné (vyzaduji
suché prostiedi) s dolni hranici aw 0,60.

Tabulka 7: Hodnoty aw u vybranych potravin. (SVU Olomouc, 2007)

Potravina aw
Parek, Sunka 0,98
Lovecky salam (trvanlivy fermentovany masny vyrobek) 0,84
Vyso¢ina (trvanlivy tepelné opracovany masny vyrobek) 0,90-0,93
Sadlo skvafené 0,78
Cerstvé maso 0,99
Susené mléko nebo syrovatka 0,22 -0,27
Slazené kondenzované mléko 0,82
Eidam 0,97
Maislo 0,98
Med 0,69

Dle hodnot aw lze potraviny délit na velmi vihké (1,00 — 0,90), stiedné vihké (0,90 — 0,60)
a potraviny suché (pod 0,60).

Podle kazitelnosti a hodnot aw je mozné potraviny délit na lehce kazitelné (vice nez 0,95),
stiedné kazitelné (0,95 — 0,92) a mdlo kazitelné (pod 0,91). Nizsi aw (< 0,90) maji potraviny
jako napf. ovocné koncentraty, slazené kondenzované mléko, mouka, ryze, nékteré
fermentované masné vyrobky, dZzemy, marmelady, suSené ovoce nebo med (tabulka 7).
Dtlezitd je ovSem vzdy kombinace aw s ostatnimi faktory ovlivilujicimi pfezivani a rist
mikroorganismi v potravinach, zejména hodnotou pH.

Prikladem jsou limitni hodnoty pro Listeria monocytogenes u potravin urcenych k primé spotrebé dané
narizenim ES ¢. 2073/2005. Vyrobky, které nepodporuji rist L. monocytogenes, jsou z hlediska hodnot pH a aw
ty, které maji hodnoty pH < 4,4 nebo aw < 0,92, pripadné vyrobky s pH < 5,0 a aw < 0,94. Ddle do této kategorie
patri vyrobky s dobou udrznosti pod 5 dni, coz je priklad problematiky souvisejici s vnéjsimi faktory.

Dalsim prikladem je minimalni hodnota aw pro rist Clostridium botulinum typ B. V prostredi s neutralnim pH je
to aw= 0,95, v prostiedi s pH = 5,5 stoupne aw na 0,98 a pri pH = 5,0 je aw az 0,997.

Podobny viiv na minimalni hodnotu aw ma teplota a parcialni tlak kysliku (atmosféra). Staphylococcus aureus
tvori enterotoxin A za aerobnich podminek pri 37 °C az po minimalni hodnotu aw = 0,86. Za anaerobnich
podminek se vytvari pouze po hodnotu aw 0,90. Pri sniZené inkubacni teploté 20 °C je pro tvorbu toxinu za
aerobnich podminek minimalni hodnota aw = 0,88 a pri anaerobnich podminkdch je to hodnota aw = 0,92.

10.1.4. Oxida¢né redukéni potencial prostiredi — En

Dal§im vnitfnim faktorem v potravinach, ktery ma vliv na rGst a metabolismus
mikroorganismi, je redox potenciadl neboli hodnota En. Kazdé prosttedi vykazuje urcity
oxida¢né redukéni potencidl, ktery je dan pfitomnosti oxidacnich (napi. kyslik, dusi¢nany,
zelezité¢ 1onty, peroxidy) nebo redukcnich (napt. Zeleznaté ionty, vodik, slouceniny
s reaktivnimi dvojnymi vazbami) ¢inidel.

76



Faktory oviiviwujici prezivani mikroorganismii v potravinach

Oxida¢né redukéni potencial prostiedi je rozdil potencidlu mezi platinovou (kovovou)
elektrodou umisténou do daného prostiedi a standardni vodikovou elektrodou. Oxidaéni
proces je definovan odevzdavanim elektronii, reduk¢ni proces jejich piijimanim.

redukce
latka redukovana . a— latka oxidovana + n elektronu
oxidace

Hodnota En je zavisla na poméru oxidovanych a redukovanych latek. Tento pomér je
V potravin¢ ve vyznamné mife urceny jejim chemickym slozenim a parcialnim tlakem kysliku
vni. Ke sniZeni redox potencialu dochazi napt. pridanim redukujicich latek (kyselina
askorbova), ristem aerobnich mikroorganismu, ktefi spotfebovavaji kyslik; vznikem vodiku
a redukujicich zplodin metabolismu pfi riistu anaerobnich mikroorganismt, dale vakuovym
balenim, atd.

Mikroorganismy se li§i svym vztahem ke kysliku, a proto také vyzaduji rizny redoX
potenciadl. Aerobni mikroorganismy vyzaduji pfitomnost rozpusténé¢ho kysliku a vysoké
hodnoty En (pozitivni potencial). To mikroorganismy fakultativné anaerobni toleruji
pozitivni i negativni hodnoty redox potencialu (napt. S. aureus se mnozi pti En od -200 mV
do +200 mV a vice, ale optimem pro rust a produkci enterotoxint je hodnota En +200 mV).

Na anaerobni mikroorganismy pusobi kyslik a pozitivni oxidaéné redukcni potencidl
Skodliveé, v nékterych piipadech mé i letalni ucinek. Pfi pfipravé kultivaénich médii pro
anaeroby se proto kyslik odstrani varem nebo ptfidavkem redukujicich latek (napt. kyselina
askorbova, thioglykolat sodny). Proto vétSina anaerobnich bakterii vyzaduje pro sviij rust
nizké hodnoty Eh, asi -300 mV, ale napt. Clostridium perfringenes a C. botulinum jsou vuci
vy$§im hodnotdm En tolerantnéjsi a mohou rust az pti En +30 mV. Za neptitomnosti kysliku,
ktery je pro klostridie toxicky, | .. aerobni prostiedi

rostou i pii vyS$ich hodnotach. +500
En syrového mléka je obvykle v rozmezi
+200 az +300 mV, tato hodnota je .. |

ovlivnéna zejména Mnozstvim ! oy

rozpusténého kysliku. Tepelnym ‘ methylenova rostlinného
;o , .. , modf pivodu
opracovanim se redoxni potencial mléka P (leukoforma) |

snizi az na +120 mV, a to v dusledku T I v

fluorescens

denaturace  bilkovin, kdy  dochadzi syrové 1

k odhaleni  redukujicich sulfhydrilovych i | mlfko mlnsn

a disulfidickych skupin sirnych ‘Z:;Z‘Z;\ch
aminokyselin a vzniku dalsich I tepeln pzviial )
redukujicich latek (variva chut). Ke . 106 upravene

snizovani En mléka dochdzi také cinnosti T A
bakterii — spotrebovava se  kyslik

a vznikaji redukcni zplodiny metabolismu.
Hodnoty En u masa klesaji po pordzce
Zasi +250 mV béhem zrani masa na I
hodnoty -200 mV. Potraviny rostlinného
puvodu (napr. ovocné a zeleninové stavy) Lo
maji vysoké hodnoty En (+300 az +400 O%CZ:IC
mV), na jejich kazeni se proto podili .
predevsim aerobni bakterie, kvasinky =T
aplisne. VzduSny kyslik udrzuje difuzi
aerobni  podminky a vysoky redox
potencidal jen v povrchovych vrstvach
potraviny (cca né{colik mmy), coz plati i pro Obrazek
tekuté vyrobky. Cim hlubsi je vrstva, tim
nizsi je redox potencial.

J

o— Pseudomonas.

a tvorba toxinu

optimalni rist

_ e

zrajici syry konzervy
- 100 ajici syry

e— Staphylococcus aureus

dium spp.

—300 L anaerobni prostiedi \{

36: Redoxni potencial (En) nékterych potravin

a optima rustu vybranych bakterii. (Gérner a Valik, 2004 —
upraveno)
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10.1.5. Textura potraviny

Povrch mnoha potravin vytvaii pfirozené kryti, které potravinu chrani pfed kontaminaci
mikroorganismy. Pfikladem je skofdpka vajec nebo ofechtll, kiize na povrchu ryb a masa,
vazivova pouzdra organu a povazky masa, klirka na povrchu peciva, slupky na ovoci apod.

10.1.6. Obsah prirozenych antimikrobialnich latek

Nekteré potraviny obsahuji pfirozené antimikrobialni latky (biocidy), které napomahaji jejich
stabilité tim, Ze zabrafuji ristu a mnozeni mikroorganismu, které potravinu kontaminovaly.
Znamé jsou potraviny s obsahem esencidlnich olejii. Antibakterialné pusobi eugenol
Vv hiebicku, allicin v Cesneku, aldehydy a eugenol ve skofici, alylisothiokyanat v hoicici,
isothymol a thymol v oreganu a dalsi. Ptirozené antimikrobialni latky se dale nachazi v ovoci,
zeleniné (zeli, riziCkova kapusta, brokolice aj.), v Cajich, kde Casto vykazuji i protiplisiovou
aktivitu. Kravské mléko obsahuje také antimikrobidlni slozky zahrnujici laktoferin
(glykoprotein tvotici komplexy s ionty zeleza), laktoperoxidasovy systém, lysozym a kasein.
Lysozym je obsazen také ve vejci, spolu s ovotransferinem a avidinem.

Laktoperoxidasovy systém je tvoreny tremi slozkami: laktoperoxidasou, thiokyandatem a peroxidem vodiku. Jeho
ucinnost je vyssi pri 30 °C nez pri 4 °C. Jako ochrana Cerstve nadojeného mléka je vyuzivan predevsim v zemich,
kde chlazeni neni bézné. Pasteraci je systém inaktivovan.

Pro bakterialni buriku je vyznamné Zelezo, jehoZ pritomnost je nezbytnd pro aktivitu mnoha enzymii, ve kterych
Zelezo hraje esencidalni ulohu - hemové enzymy (cytochromy, katalasa, oxidasa), oxigenasy, metaloflavoproteiny
(xantindehydrogenasa). Ovotransferin vajecného bilku md schopnost vazat Zelezo a tim piisobit baktericidné.
Stejné pusobici latka — laktoferin se nachdzi v syrovém miéce. I kdyz jsou si obé latky podobné v aktivité vazani
zeleza, imunologicky jsou to rozdilné proteiny.

Lysozym (N-acetylhexosaminidasa) lyzuje bunécnou sténu, konkrétné peptidoglykan, nékterych druhii bakterii.
Ma antibakterialni ucinky také v inaktivované formé. Lysozymy z ruznych zdroju se lisi v antibakterialnim
spektru a specifité k ruznym druhiim peptidoglykanii. Obecné jsou aktivni predevsim viici grampozitivnim
bakteriim. Rezistence gramnegativnich bakterii k lysozymu je déna pritomnosti iontii Ca®*, které udriuji
stabilitu vrstvy lipopolysacharidii ve vnéjsi membrané. Teprve po jejich odstranéni je murein pristupny piisobeni
lysozymu. Gramnegativni bakterie jsou k lysozymu citlivejsi ve spojeni s EDTA. Plisné a kvasinky jsou obecné
madlo citlivé. Vysoké mnozstvi lysozymu se nachazi ve vajecném bilku (3000 — 5000 ppm), je pritomny i v dalSich
sekretech (sliny, slzy), atd. Praktické vyuziti lysozymu v potravindrskem priumyslu se omezuje na inhibici ristu
mikroorganismu Clostridium tyrobutyricum, ktery zpiisobuje dureni tvrdych syril.

10.2. Vnéjsi faktory

10.2.1. Teplota prostredi

Je to jeden z hlavnich faktorG vngj$iho prostiedi, ktery ovliviluje rychlost rozmnozovani
a prezivani bakterii. Kazdy mikroorganismus ma minimadlni, optimalni a maximalni teplotu
pro rast. Pfi minimdlni a maximalni hodnoté se rist zastavuje. Minimalni teplota rlstu je
urcena tim enzymem, jehoz aktivita je nejcitlivéjsi k nizkym teplotdm. Optimalni teplota je
obvykle asi o 30 °C vyssi nez teplota minimalni, maximalni teplota zpravidla pfevySuje
optimalni teplotu pouze o 5 — 10 °C. Optimalni teplota pro rozmnozovani se nemusi vzdy
shodovat s optimalni teplotou pro ostatni Zivotni procesy buiky.

Kratkodobé zvyseni teploty nad maximalni teplotu vyvolava u mikroorganismii teplotni Sok, ktery vede k riiznym

vwhyviim metabolismu. Pritom se syntetizuji tzv. proteiny teplotniho $oku (angl. Heat Shock Proteins — HSP),
které mimo jiné chrani ostatni bilkoviny pred uicinkem tepla (denaturaci a ztratou prostorového usporadani).

Rozdéleni mikroorganismii podle narokti na teplotu je uvedeno v kapitole 3.3.1. (tabulka 2).
Pro psychrofilni bakterie se optimalni teplota rdstu nachdzi vrozmezi 10 — 15 °C,
U mezofilnich bakterii je t0 30 — 40 °C a u termofilnich bakterii 55 — 65 °C. Vyznamnou
skupinou jsou v mikrobiologii potravin psychrotrofni mikroorganismy, které se dokazi
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mnozit pii teplotdch 0 — 7 °C, ptestoze jejich optimalni teploty rtistu odpovidaji obvykle
mezofilnim mikroorganismtim.

Psychrotrofui riist vykazuji nejcastéji gramnegativni tycinky z rodu Pseudomonas, Acinetobacter, Moraxella,
Aeromonas, Vibrio, Serratia, apod. Ddle nékteré kmeny rodu Bacillus a Lactobacillus, nékteré enterokoky
a mikrokoky. Svymi psychrotrofnimi viastnostmi jsou znamé mnohé druhy kvasinek a plisni. Z patogenii patii
mezi psychrotrofy Clostridium botulinum typ E, Yersinia enterocolitica a Listeria monocytogenes. Nastésti je
vetsina bakterii zpusobujicich onemocnéni z potravin ze skupiny mezofilnich mikroorganismii a disledné
dodrzeni chladiciho retézce zabranuje jejich mnozeni.

10.2.1.1. Vliv vysokych teplot

Vysoka teplota, ktera ma smrtici u¢inek na mikroorganismy, je oznacovana jako teplota
mikroorganismil. Obecné je za takovou povazovana teplota 70 °C ptisobici po dobu 10 minut,
coz je zohlednéno napt. v legislativnich pozadavcich tykajicich se tepelného opracovani
masnych vyrobki.

Vegetativni buniky mikroorganismu jsou obecné ni€eny pii teplotach o 10 az 15 °C vysSich
nez je jejich optimalni teplota riistu. VSechny vegetativni buiiky jsou spolehlivé zniceny pii
100 °C béhem 10 minut. Spory bakterii jsou mnohonasobné vice tepelné rezistentni nez
korespondujici vegetativni bunky, coz souvisi se stavbou spory a dehydrataci centralniho
protoplastu.

Bylo prokazano, ze jednou z hlavnich pfi¢in usmrcovani mikroorganismu teplem je poruseni
nebo dokonce zruSeni aktivni semipermeability cytoplasmatické membrany a zvySeni
propustnosti pro rozpustné, koloidni i vysokomolekularni latky (dochazi k jejich tniku
Z cytoplasmy). Soucasné se snizuje i halotolerance bunék. Dal$im dilezitym projevem je
degradace RNA (hlavné rRNA), ktera sebou nese zastavu proteosyntézy, veetné syntézy
enzymdi a tim 1 zastaveni metabolismu. RNA je k inaktivaci teplem mnohem vnimavéjsi nez
DNA, proteiny a enzymy. Inaktivace enzymii a denaturace proteinii ma také svij velky
vyznam, piestoze nebyvd primarni pfi¢inou usmrcovdni mikroorganismii. DNA je vici
tepelnému poskozeni rezistentni a k jeji denaturaci dochézi az pii teplotaich vysoko
ptesahujicich letalni teploty.

Letalni teplota je zavisla nejen na druhu mikroorganismu a jeho fyziologickém stavu, ale i na koncentraci bunék
V prostredi a charakteru prostiedi. Cim vétsi je pocet mikroorganismii v potraviné, tim vyssi teplota nebo doba
zahrevu je nutna k jejich devitalizaci. PFicinou je moznost vytvareni shlukii bakterii, kdy teplota uvniti shlukii je
nizsi a nékteré bakterie tak mohou prezit. Dalsim diivodem je skutecnost, Ze mezi mnoha bakteriemi se vyskytuje
vice rezistentnich kmenii.

v

Termorezistence mikroorganismii je v ruznych ristovych fazich rizna. Nejvnimavéjsi jsou
mikroorganismy ve fazi exponencidlniho rdstu a nejodolnéj$i ve stacionarni a lag-fazi
(zejména jeji prvni poloving). Pti¢inou je skutecnost, Ze béhem intenzivniho riistu jsou tvotici
se cytoplasmaticka membrana a ribosomy snadnéji poSkozovany. Odolnost mikroorganismu
vuci vySs$im teplotam souvisi s jejich optimalni teplotou rustu (psychrofilni jsou méné odolné
nez mezofilni).

Termorezistence se dale zvySuje v prostiedi se snizenou aw a vlhkosti (napf. spory jsou ve
vlhkém prosttedi inaktivovany pii 120 °C za 30 minut, v suchém prostfedi pti 180 °C za 30
minut). Nebezpeci pfestavuji tzv. suché komiirky (mikroskopické necistoty na obalech,
napeky ¢i usazeniny), které chrani mikroorganismy pfed smacenim a ucinky vlhkého tepla.

Také zvyseny obsah tuku zvysuje rezistenci bakterii. Diivodem je skute¢nost, ze tukova vrstva
brani pronikani tepla a chrani tak bakterie pfed ucinky vysokych teplot. Tuky pfitomné
V potravin€ snizuji aw. Také pritomnost vysSich mastnych kyselin v prostiedi zvysuje jejich

79



Faktory ovliviwyjici prezivani mikroorganismii v potravinach

mnozstvi v cytoplasmatické membranég, snizuje jeji semipermeabilitu a tim ji ¢ini odolné;jsi
vici teplu (napft. ve vepfovém mase jsou mikroorganismy vice odolné nez v hovézim).

Podobné jako tuk pusobi i cukry — snizuji aw. Termorezistenci mikroorganismi zvysuji
| bilkoviny. Soli ptisobi na termorezistenci mikroorganismi rozdiln€, ucinek zavisi na druhu
a koncentraci. Dvojmocné kationty (Mg, Ca, Mn) zvySuji termorezistenci vyskytuji-li se
V optimalnim nebo mirné zvySeném mnozstvi, protoze zvySuji podil vazané vody, tim
zpusobuji dehydrataci plasmatickych proteinii a ¢ini je méné€ vnimavé na teplo. Jednomocné
kationty (Na, K) ptsobi opacné. Mikroorganismy jsou nejvice rezistentni k zahtati pfi
neutrdlnim pH. Cim vice se pH od této hodnoty vzdaluje, tim vice stoupa jejich citlivost
K teploté. Proto se pro devitalizaci mikroorganismu kyselé potraviny mohou zahfivat na nizsi
teploty nez potraviny malo kyselé nebo nekyselé.

Potraviny nejsou okamzité teplé nebo chladné, teplo jimi postupné pronikd. Pienos tepla
zavisi na termalnich vlastnostech potravin, tvaru obalu a na vyrobnich podminkach a miize se
stat, Ze nektera cast produktu se nezahteje na pozadovanou teplotu. Dosazena teplota zavisi na
rychlosti penetrace tepla a dalsich faktorech. Tekuté potraviny jsou zahtivany krat$i dobu nez
potraviny polotuhé a tuhé. V tekutych potravinich se teplo Sifi konvekci (proudénim),
Vv tuhych kondukci (vedenim).

Tepelné opracovani potravin pii pouziti teplot do 100 °C je nazyvano jako pasterace (¢i bézné
pouzivany termin pasterizace). Spravné provedena pasterace zaru¢i devitalizaci patogennich
mikroorganismu (v piipadé mléka napt. Mycobacterium tuberculosis) a devitalizaci podstatné
casti saprofytick¢é mikroflory (vegetativnich bun€k), a to vSe pfi zachovani piivodnich
fyzikalnich, chemickych, vyzivovych a senzorickych vlastnosti. Pro pasterované potraviny
plati, Ze po pasteraci obsahuji nejen bakterialni spory, ale 1 vegetativni buriky.

Jednorazové pouziti teploty nad 100 °C oznaCujeme jako sterilizaci. Sterilizaci potravin
ptezivaji nékteré spory (rody Bacillus a Clostridium). V ptipadé sterilizovanych potravin
hovotime o tzv. obchodni sterilité, kterd neni totoznd s absolutni sterilitou, protoze
sterilizované potraviny mohou obsahovat zbytkové mnozstvi spor.

10.2.1.2. Vliv nizkych teplot

Pouziti nizkych teplot k ochrané potravin je zaloZeno na faktu, Ze snizovani teploty prostfedi
vede ke snizovani enzymatické aktivity mikroorganismill a sniZeni az zastaveni jejich rlstu
(nejdfiv je zastaveno rozmnozovani a teprve potom metabolismus). U fady mikroorganismi je
rust zastaven pii teploté nad bodem mrazu, nékteré plisn€ mohou rist i pfi -5 °C a se sniZenou
intenzitou az do -10 °C. Jejich lag faze je vSak zna¢né dlouhd, podle teploty, vlastnosti
substratu a druhu mikroorganismu se pohybuje mezi n¢kolika dny, tydny az mésici.

Chlazeni potravin je technologicky proces, pii kterém teplota neklesa pod 0 °C. Délka
skladovani chlazenych potravin zavisi nejen na hodnoté teploty samotné, ale 1 na druhu
potraviny, proudéni vzduchu a jeho vlhkosti. Odolnost mikroorganismii k chladirenskym
teplotam ovliviiuje dostatek Zivin, aw, pH. Pfenesou-li se mikroorganismy v exponencialni
fazi rGstu z optimalnich teplot do teploty kolem 0 °C, dochazi k chladovému Soku, Cast
mikroorganismll odumiré a ¢ast je reverzibilné poskozena. Pti chlazeni je k zachovéani dobré
kvality potraviny nebo suroviny potfeba dodrzet 3 zakladni pravidla: a) vychozi kontaminace
mikroorganismy musi byt co nejmensi, b) vyrobek nebo surovina se musi vychladit co
nejrychleji po zpracovani a c) chladici fetézec od zpracovani suroviny do konzumace
potraviny nesmi byt pierusen.

Mrazeni predstavuje pouZiti teplot pod 0 °C. Pfi pomalém zmrazovani bun¢k na teploty pod
0 °C se z vnitro- i mimobunééné vody tvoii velké krystaly ledu, které bakteridlni bunku
nevratné poskozuji. Naopak pfi rychlém zmrazovani bunék na teploty -30 °C az -180 °C se
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tvoti mikrokrystalky ledu, které bunky poskozuji jen minimalng. Krystaly vody plisobi jednak
mechanicky a soucasné snizuji aktivitu vody.

Pri snizovani teploty je stale vice vody preménéno na led a tim dochazi v burice ke zvySeni koncentrace soli
rozpusténych ve zbyvajici tekutiné. Viivem zvySeného osmotického tlaku mezi intraceluldrni a extracelularni
tekutinou dochdzi k unikani vody z buiiky. Cim pomalejsi je mrazeni a ¢im vétsi je permeabilita membrany, tim
vetsi je ztrdta vody 7 buiriky. Pohyb vody ven z buiiky zpiisobuje zvySovani koncentrace soli v buiice, snizeni aw
a dehydrataci buriky. Zmensuje se objem busiky a soli precCipituji. Mrazeni zpiisobuje zmény v pH bunécéného
obsahu, vysledkem je poruseni fyzikalné chemickych vlastnosti cytoplasmy a inhibice metabolickych funkci.
Dochazi k poSkozeni cytoplasmatické membrany — perforaci a denaturaci bilkovinnych komponent (u eukaryot
Jjsou podobné posSkozeny i vnitini membrany intracelularnich organel) a nasledné k difuzi latek 7 buiiky.
Metabolicka aktivita je zpomalend a dochazi k ireverzibilnimu poskozeni nékterych enzymatickych systémai.

vewr

Obecn¢ jsou k procesim mrazeni odolnéjsi grampozitivni bakterie nez gramnegativni.
Nejcitlivéjsi k mrazeni jsou bunky v exponencidlni fazi ristu. Obecné plati, ze pfi snizovani
teploty jsou bakterie nahrazovany plisnémi a kvasinkami. Odolnost mikroorganismut
k mrazeni ovliviiuje pH a ochranné latky. V piipadé bilkovin a peptidi se pravdépodobné
tvoti vodikové mustky s mikrobidlnimi proteiny a tim je chrani pied denaturaci. NaCl ma ve
fyziologickych koncentracich ochranny ucinek, pti vyss$ich koncentracich naopak zvysuje
citlivost bun¢k k mrazeni. Skutecnost, Ze po rozmrazeni se potraviny rychleji kazi, souvisi
S poskozenim zivociSnych i rostlinnych pletiv krystaly vody. Pro zachovéani piivodnich
vlastnosti potravin je vhodné pomalé rozmrazovani, pii kterém dochézi k resorpci rozmrazené
vody do tkang. Oproti tomu pro preziti bakteridlnich buné€k je nejptiznivéjsi, pokud je rychlost
rozmrazeni Umérna rychlosti zmrazeni (rychlé zmrazeni a rychlé rozmrazeni).

10.2.2. SloZeni atmosféry

Skladovani potravin v fizené atmosféfe plyni ma u potravin ochranny Gcéinek. Vakuové
balené potraviny v obalech nepropustnych pro kyslik inhibuji rist aerobnich mikroorganismu
(napt. rod Pseudomonas, nékteré druhy rodu Bacillus, plisn¢). Bez piistupu kysliku dobie
rostou anaerobni a mikroaerofilni mikroorganismy.

Baleni cerstvého chlazeného masa do nepropustnych folii zpiisobuje v obalech snizeni obsahu kysliku. Dochadzi
ke spotiebé kysliku aerobnimi bakteriemi a procesy probihajici v mase, soucasné je produkovin CO; a jeho
koncentrace v obalu stoupd az na 20 — 30 %. Oba tyto mechanismy maji pozitivai viiv na trvanlivost masa
(dochazi k inhibici gramnegativnich bakterii, které nejcastéji piisobi kazeni baleného masa). U vakuové balenych
masovych vyrobkii miize pri delsi dobé trvanlivosti dojit k riistu toxigennich klostridil.

Ptitomnost plynd v prostiedi obklopujicim potravinu urcuje dominantni typ mikroorganismu.
Vyuzivéa se toho pii skladovani potravin v Fizené atmosféie. Pouziva se CO, ktery brani riistu
aerobnich mikroorganismi — plisni, kvasinek a n¢kterych bakterii. Vyuziva se toho zejména
pti skladovani ovoce a zeleniny. Tento zplisob neni vhodny u potravin s vysokym obsahem
tuku, protoze ma silné oxidaéni u¢inky a zptisobuje zluknuti tukd.

10.2.3. Relativni vlhkost prostiredi

Vysoka relativni vlhkost ovliviiuje aktivitu vody potraviny. Plati zasada, Ze ¢im vyssi je
teplota, tim niZ8i musi byt relativni vlhkost prostfedi a naopak, aby se udrZnost potraviny
zvysila. Potraviny s aw pod 0,60 je nezbytné skladovat v prostiedi s takovou relativni vlhkosti,
ktera nedovoli zvySeni vlhkosti vyrobku a tim i aw do takové vyse, aby doslo k pomnozeni
mikroorganism1l.

10.2.4. Cas

Pro Cas jako vyznamny vné&jsi faktor plati zdsada, Ze ¢im delsi je doba plsobeni danych
faktorii na mikroorganismy, tim vyrazné¢jsi je jejich Gcinek. Typickym ptikladem je Gc€inek
vys§i teploty na inaktivaci mikroorganismii v potravinach. Cim del§i je doba piisobeni vyssi
teploty, tim vyrazné€jsi je vysledek v podob¢ vyssiho poctu inaktivovanych bakterii.
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10.3. DalSsi faktory

10.3.1. Zareni

O ucincich zafeni na mikroorganismy rozhoduji vinové délky. NejdelSich vinovych délek
dosahuje infracervené zareni, které neni smrtici, pisobi pouze svymi tepelnymi G¢inky.
Viditelné svétlo (380 — 760 nm) slouzi jako zdroj energie fototrofnich mikroorganismi
a ovlivituje (pozitivn& i negativng) aktivitu mikroorganismii. Rada bakterii se rozmnoZuje 1épe
za tmy, naopak pro dobrou sporulaci plisni ¢i jejich vybarveni je potieba svétlo, také tvorba
karotenoidnich barviv kvasinek a bakterii je indukovana svétlem. Ultrafialové zaieni (UV) je
malo pronikavé a méd na mikroorganismy silné mutagenni a letalni GCinky. VInové délky
germicidnich lamp se zpravidla pohybuji v oblasti 210 az 310 nm. UV svétlo mad ptimy
ucinek na nukleové kyseliny a vyvolava tvorbu toxickych peroxida a ozonu.

Ionizacni zdfeni je znamé svym silnym letdlnim a mutagennim ucinkem a vysokou
pronikavosti. Pasobi indukci zmén DNA. Nejcitlivéjsi jsou gramnegativni bakterie, kvasinky
a plisné jsou odolngjsi. Spory a vegetativni formy bun€k byvaji zpravidla stejné¢ odolné.
Nejicinnéjsi je y-zafeni, jako zdroj se vyuziva %°Co nebo ¥’Cs. V potravinaiské praxi se
vyuziva pomérn¢ Casto pro zajisténi bezpecnosti a trvanlivosti kotfeni, dale pak u suSenych
bylin, zeleniny, luSténin, ryze, dribeziho masa, ryb a dalSich. Jeho pouziti je oSetfeno
legislativou (vyhlaska Ministerstva zdravotnictvi ¢. 133/2004 Sb. o podminkach ozafovani
potravin a surovin, o nejvyssi ptipustné davce zareni a o zpiisobu oznaceni ozafeni na obalu).

Casto pouzivany je mikrovinny ohiev. Mikroviny ptsobi rotaci molekul vody
a ,,molekuldrnim tfenim* vytvaii teplo. Dalsi teplo vznika migraci kladnych a zépornych
iontll soli rozpusténych v potravin€. Vzniklé teplo prostupuje vyrobkem proudénim. Hloubka
priniku mikrovin se méni s chemickym sloZenim a teplotou vyrobku. Cést energie se odrazi
od povrchu vyrobku, rovné€z nehomogennost vyrobku zpisobuje rozdilny prostup tepla, takze
vznikaji tepld a chladnd mista s velkym teplotnim rozdilem. Pfestup tepla je G€inny hlavné
u vlhkych vyrobkl. Mikrovinna energie inaktivuje mikroorganismy podobné jako bézny
tepelny proces, ale jeho Uc¢innost je niz§i. Divodem je kratS$i doba pisobeni tepla a vznik
teplych a chladnych mist ve vyrobku. Proto jsou ve srovndni s konvenénim vafenim nalezy
mikroorganismi pii mikrovinném ohievu vyssi.

10.3.2. Hydrostaticky tlak

Mikroorganismy se vétSinou rozmnozuji za normalniho atmosférického tlaku. Zvysenim tlaku
na 10 aZ 20 MPa se rozmnoZovani zpomaluje, pfi tlaku 30 azZ 40 MPa se rozmnoZovani zcela
zastavi. Pro usmrceni je zapotiebi tlaku 600 — 700 MPa puisobiciho po dobu minut az hodin,
ale ani tyto podminky nezajisti spolehlivé inaktivaci vSech druhii mikroorganismi. Vysoky
tlak naruSuje syntézu bunécné stény a zpiisobuje anomalie pii déleni buné€k, také prodluzuje
lag fazi rGstu. V hlubinach mofti existuji bakterie, které se dobfe rozmnozuji i pii tlaku
60 MPa. Jedna se o barofilni ¢i barotolerantni druhy mikroorganismd.

10.3.3. Elektricky proud

Stiidavy elektricky proud o malé intenzit¢ (30 aZz 100 mA) nema nepfiznivy vliv na
mikroorganismy. Stfidavy proud o vyssi intenzité plisobi nepfiznivé svymi tepelnymi Gcinky.
Stejnosmérny elektricky proud muze mikroorganismy nepfiznivé ovliviiovat svymi
elektrolytickymi t¢inky, kdy mohou v prostiedi vznikat mikrobicidni slouceniny.

10.3.4. Ultrazvuk

Zvukové viny o frekvenci vyssi nez 20 kHz (ultrazvuk) plisobi na mikroorganismy letaln¢
tehdy, maji-li pomérné velkou intenzitu a nizky kmitocet. Jedna se o tzv. kavitacéni ultrazvuk.
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Letalni ucinek ultrazvuku neni 100%, slouzi hlavné v laboratornich podminkach k rozbiti
mikrobidlnich bun¢k za ucelem ziskani enzymi nebo jinych slozek bunééné hmoty.
K ultrazvuku jsou citlivé predevsSim tyCinky, koky jsou odoln&jsi. Nekavitacni ultrazvuk,
t]. ultrazvuk o velmi vysoké frekvenci a nizkém kmitoctu nema neptiznivy vliv na biologicky
materidl a pouziva se k Iékatfskym diagnostickym tceltm.

10.3.5. Mechanické vlivy

Diky malym rozmérim a pevné bunéné sténé¢ jsou mikroorganismy velmi odolné
mechanickym vlivim. K jejich destrukci lze pouzit intenzivni tfepani s abrazivnim
materidlem (jemny pisek, drcené sklo), pomalé zmrazovani a rozmrazovani nebo zmrazeni
husté suspenze bunck a jeji nasledné protla¢eni tizkou stérbinou za vysokého tlaku.

11. TEORIE PREKAZEK, PREDIKTIVNi MIKROBIOLOGIE

Jak jiz bylo zminéno v ptedchozi kapitole, to, jaké zmény v potravindch nastanou Vv disledku
mnozeni mikroorganismu, ovliviiuji prfedevs§im fyzikalné chemické vlastnosti potravin neboli
vnitini faktory — slozeni potravin, aktivita vody (aw), pH, redox potencial (En) a textura. Tyto
faktory jsou ve velké mife urCeny technologickymi procesy pfi zpracovani potravin. Dalsi
vyznamny vliv maji vnéj$i faktory, neboli podminky uchovavani a skladovani potravin: vnéjsi
teplota, relativni vlhkost vzduchu, sloZeni atmosféry v obale a Cas.

11.1. Teorie prrekazek

Teorie piekazek byla popsana jako vyznamny koncept v produkci bezpecnych, trvanlivych,
nutricn¢ bohatych, chutnych a soucasné ekonomicky vyrabénych potravin. Tato teorie je
zaloZena na inteligentnim pouZzivani jednotlivych vnitinich a vnéjSich faktorti za ucelem
spolehlivé konzervace potravin.

Zakladni mySlenkou teorie piekazek je, Ze akoliv samostatné pitsobeni jednotlivych faktori
neni dostacujici k zabranéni ristu a mnoZeni mikroorganismii, které zhorSuji kvalitu
a bezpecnost potravin, kombinace vét§iho poctu i méné intenzivnich faktorit miiZe
potravinu dostate¢né konzervovat. Tuto kombinaci faktord graficky zndzornil autor teorie
prekazek — tzv. piekazkového efektu (angl. Hurdle Effect), némecky profesor Lothar Leistner
(obrazek 37). Trvanlivost a bezpecnost potravin by $la zajistit pisobenim pouze jediného
faktoru. Nevyhodou ovSem je skutecnost, ze takovym postupem mohou byt vyznamné
zhorSeny senzorické, biologické a nutricni vlastnosti potraviny. Vyuzivani chemickych
konzervanti miiZe navic negativné ovlivnit zdravi konzumentd.

Pridani konzervacnich ldatek je nezbytné tam, kde na zajisténi bezpecnosti a kvality potravin nestaci pouzité

prekazky. Takto byl napr. uspésné pouzit bakteriocin nisin u konzervovanych broskvi, kde sterilizace a nizka
hodnota pH nezabranovaly mnozeni prezivsich acidotolerantnich sporotvornych klostridii.

Potencialnich ptfekazek v potravinach bylo identifikovano vice neZ Sedesat. NejbéznéjSimi
jsou: tepelné opracovani, nizka teplota skladovani, nizka aktivita vody (aw), nizké pH, nizky
redox potencidl (En), kompetitivni mikroflora (napf. bakterie mlééného kvaseni)
a konzervacni latky véetné NaCl a koteni. Celd fada piekazek je postupné objevovana a noveé
u mnoha potravin zkouSena, napt. vyuziti vysokého tlaku, baleni v modifikované atmosféfe,
vyuZiti bakteriocinl a aktivni obaly.

Vice inhibi¢nich faktorti soucasné plisobi v mnoha potravinach. Pouziti teorie piekédzek lze
nazorn¢ vysvétlit na piikladu vyroby fermentovaného masného vyrobku. Vyznamnymi
prekazkami v pocatecnich fazich zraciho procesu jsou sil a nitrdty, které inhibuji celou fadu
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bakterii pfitomnych v jidle. Pfesto se mnohé mikroorganismy mohou dale mnozit,
spotfebovavat kyslik a snizovat tak redox potencial ve vyrobku. Tim dochazi k potlaceni
acrobni mikroflory a vytvofeni podminek, které vyhovuji bakteriim mlé¢ného kvaSeni. Jejich
mnozenim dochédzi v produktu ke snizeni pH. U déle zrajicich vyrobku je pak zéasadni
prekazkou snizujici se aktivita vody. VSechny uvedené faktory maji niz$i hodnotu, nez by
bylo potiebné, kdyby ptsobily pouze jednotlivé. Jejich kombinaci je vSak spolehlivé zajisténa
dostate¢na trvanlivost fermentovanych masnych vyrobki.

Jinym prikladem je aplikace teorie prekazek pri vyrobé italského téstovinového pokrmu — torteliny. Zde jsou
béhem vyroby hlavnimi prekdzkami snizeni aw a Setrné zahidti, ndasleduje vyuziti modifikované atmosféry nebo
vyuziti ethanolu v procesu baleni a chlazeni produktu v priibéhu skladovani.

Obrazek 37 ilustruje situace, kdy soubor piekazek nemtize byt prekonan (,,pfeskoCen)
patogennimi bakteriemi nebo bakteriemi zpUsobujicimi kazeni potravin (vysvétleni je

uvedeno pod obrazkem).
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Obrazek 37: Prekazkovy efekt — piiklady kumulativniho inhibi¢niho ucinku vétsiho poctu
mikrobialnich prekazek v potraving€ pii zajisténi udrznosti potravin (F — tepelné opracovani; t —
chlazeni; aw — snizeni aktivity vody; pH — snizeni hodnoty pH; En — snizeni oxidoredukéniho
potencidlu; pres — konzervacni latky; V — vitaminy; N — nutrienty). Vyska prekazky odpovida jeji
intenzité (napf. ¢im niz$i pH, tim vyssi prekazka). (Leistner, 1995)

Na obrazku 37a je znazornén piiklad potraviny obsahujici Sest prekazek: vyssSi tepelné
opracovani, nizsi teplotu skladovani, nizsi aktivitu vody, pH a redox potencidl a dale obsah
konzervaénich latek. Nékteré mikroorganismy mohou urcité piekazky piekonat, ale Zadné
Znich nepiekonaji vSechny ptekazky pouzité spolecné. Takova potravina je stabilni
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a bezpecna. Tento priklad je pouze teorii, protoze u vSech piekdzek je zndzornéna stejna
intenzita, coz by v praxi bylo raritou. Piekazky zpravidla plsobi riiznou intenzitou, jak je
znazornéno na obrazku 37b. Zde jsou v potraviné hlavnimi pfekazkami aw a konzervanty.
Ostatni piekazky — teplota skladovéni, pH a redox potencidl jsou minoritni. Pokud se
V potravin¢ nachdzi nizsi poCty mikroorganismii (obrazek 37cC), miize pak méné piekazek
vychozich vysSich poctech mikroorganismt (napf. v disledku zhorSenych hygienickych
podminek pfi zpracovani potraviny), nemusi obvykly soubor piekdzek bezpecnost a jakost
potraviny zajistit (obrazek 37d). Ptiklad uvedeny na obrazku 37e ukazuje situaci v potraviné
bohaté na nutrienty a vitaminy. Ty maji tzv. posilovaci efekt a umozni rychly nartist poctu
mikroorganismit v potraving. V poslednich dvou piipadech je tedy nezbytné ptidat
Vv potraviné dalsi piekazku, ptipadné intenzitu stavajicich prekazek.

11.2. Prediktivni mikrobiologie

Bakterialni vySetfeni potravin je ¢asové pomérné zdlouhavé. Tuto nevyhodu mohou nahradit
systémy, které potiebu mikrobiologického zkouSeni omezuji diky tomu, Ze jsou schopné
predvidat pravdépodobnost ristu mikroorganismi v dané potraviné na zakladé hodnot
uréitych parametrii. To umoziluje obor tzv. prediktivni mikrobiologie, jenz vyuziva
matematicky modelované programy, vychazejici ze znalosti problematiky vnitinich a vnéjsich
faktorii. Programy vyuZzivané v prediktivni mikrobiologii umoziuji diky vyuziti regresnich
rovnic piedvidat pravdépodobnost riistu mikroorganismii nebo produkce toxinu v zavislosti na
vyrobnich a skladovacich podminkach.

Vznik oboru prediktivni mikrobiologie je datovan do 20. let 20. stoleti, kdy prvni linedarni modely popisovaly
zanik bakteridalnich bunék v zavislosti na tepelném opracovani. Tyto modely mély jiz tehdy Siroké uplatnéni
V potravinarském primyslu, specidalné v konzervarenstvi. Dodnes jsou jiz tehdy pouzivané vysledky aplikovatelné
napr. pri vyrobé konzerv s nizsim pH z diivodu zajisténi inaktivace Clostridium botulinum.

Kazdy mikroorganismus ma své piesn¢ definované naroky a pomnoZzuje se jen pii urcitych
hodnotach vnitinich a vnéjSich faktori. Interpretaci téchto dat Ize uspésné predpovidat, zda
dojde krozvoji ur¢itétho mikroorganismu nebo k jeho inhibici, pfipadné k produkci
bakterialnich toxinti. NejCastéji jsou programy prediktivni mikrobiologie zaméfeny na
predikei ristu patogennich mikroorganismu (S. aureus, L. monocytogenes, Salmonella spp.,
C. botulinum, apod.). Vysledkem pouziti programu je vytvoreni rustové kiivky pro zvolenou
bakterii, kterd je zndzornéna na zakladé vlozenych konkrétnich hodnot vybranych vnitinich
a vngjSich faktorti dané potraviny. K#ivky byvaji Casto doprovazené také tidaji o délce lag-
faze ¢i generatni dobé. V piipadé modelace odumirani bakterii pfi tepelném opracovani
potravin programy poskytuji termoinaktivacni ptimky.

Jak jiz bylo zminéno, pocet bakterii v potraviné je ovlivilovan riznymi faktory. Pfedevsim se
jedna o hodnotu pocatecni kontaminace, teplotu skladovani, pH, aw, koncentraci soli,
mnozstvi zivin, aditivnich latek, pfitomnost konkurenéni mikrofléry, atd. Prediktivni modely
jsou zpravidla vytvofeny pro situace znazorfhujici moznosti rtuznych kombinaci vyse
uvedenych faktori. Bakterie za konkrétné definovanych podminek mohou v potraving
zvySovat svilj pocet (rust), snizovat svlij poCet (odumirat) nebo jejich pocet zlstdva zachovan
(pfezivani).

Volné  pristupny  program  prediktivni  mikrobiologie =~ Pathogen  Modeling  Program  (PMP)
(http://pmp.errc.ars.usda.gov/) byl vyvinuty americkou organizaci U.S. Department of Agriculture —
Agricultural Research Service (USDA-ARC). Nabizi moznost modelovat ristovou kiivku na zdkladé zadanych
vybranych vnitinich a vnéjsSich faktorii pro ruzné patogenni mikroorganismy. Modely zndzornujici riust
(odumirani, prezivani) mikroorganismii jsou zpravidla z hlediska matrice vytvoreny pro bujon, ale nékdy byvaji
aplikovdny i na konkrétni potravinu.
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Tak je tomu i v pripadé PMP programu. Napr. rist L. monocytogenes je mozné modelovat jak v bujonu, tak
V konkrétnich potravindch jako Sunka, krevetovy a krabi salat, uzeny losos, fermentované masné vyrobky, apod.
Dalsim z moznych volné pristupnych programii prediktivni mikrobiologie je program ComBase Predictor
(http://modelling.combase.cc/ComBase_Predictor.aspx), vyvinuty organizaci Institute of Food Research
v Norwich (UK).

Programy prediktivni mikrobiologie umoznuji vyrobciim potravin ptedpovidat nésledky
piipadnych zmén prostfedi na bezpecnost a trvanlivost potravin, v€etné¢ navrhi vhodnych
uprav podminek prostfedi u nové vyvijenych vyrobkl. Déle programy umoziuji objektivné
stanovit podminky technologickych operaci pii vyrobé potravin sohledem na
mikrobiologické pozadavky systému Hazard Analysis and Critical Control Points (HACCP).
Pomoci zminénych programii je také mozné odhadnout nasledky odchylek parametri
V procesu zpracovani a uskladnéni mikrobiologicky rizikovych produkti.

12. VZTAHY MEZI MIKROORGANISMY

Mikroorganismy se v pfirod¢ i v jiném prostiedi vyskytuji v Cistych kulturdch jen vzacné,
obvykle tvoii spolecenstva riiznych rodii a druhti. SloZeni téchto spolecenstev je zavislé na
slozeni zivin a ostatnich latek a podminkach prostiedi. Jednotlivé mikroorganismy jsou
v téchto spolecenstvich v uréitém vzdjemném vztahu. Tyto vztahy mohou byt pro
mikroorganismy prospésné ¢i nikoli.

12.1. Neutralni a pozitivni vztahy

Neutralni vztahy mezi mikroorganismy jsou relativni. Trvani, intenzita a forma vztahl zavisi
casto na vnéjSich podminkéach. Proto se miize napt. komenzalismus zménit na parazitismus
a obraceng.

V I gramu stievniho obsahu clovéka Zije asi 7 miliard bakterii. Pri [écbé antibiotiky se populace bakterii
zredukuje. Tim prestane piisobit konkurencni vztah bakterii viici plisnim a kvasinkam, ktery je ve strevni
biocenoze prirozenym regulatorem jejich rozmnozovani a rustu. Plisné a kvasinky se pak mohou nadmeérné
rozmnoZzit a ohrozit zdravi cloveka nemoci (mykozou). Pivodni komenzalismus se zménil v parazitismus. Dalsim
prikladem je viiv cukru obsazeného v krvi a moci pacientii nemocnych cukrovkou, kdy se casto meni vztahy
kvasinkovych a plisinovych komenzalii, protoze vyuzivaji cukr ve svém metabolismu a to jim umoziuje
kolonizovat rizné organy a vyvolat onemocnéni. Mikroorganismy s takovou schopnosti nazyvame oportunni
neboli podminéne patogenni.

Asi nejjednodussim typem vztahu je jiz zminény komenzalismus — volné sdruzeni
mikroorganisml, které si vzdjemné neSkodi ani neprospivaji. DalSim piikladem
komenzalismu je koZni mikroflora ¢i mikroflora dutiny Gstni.

Velmi rozSifenym vztahem je metabioza, pii které jsou produkty metabolismu jedné skupiny
mikroorganismli postupné vyuzivany mikroorganismy dalS§imi. Jinak feceno, pokud
potencidlni Zivina miZe byt vyuZita pouze smésnou kulturou, hovofime o metabioze.
Typickym ptikladem je zoctovaténi alkoholickych ndpoju — kvasinky zkvaSuji cukerné
substraty za vzniku ethanolu, ktery je za pfistupu vzduchu octovymi bakteriemi
(Acetobacter spp.) rozkladan na kyselinu octovou. Ta muZze byt nasledné vyuzita plisnémi.
V mléce a mlécnych vyrobcich miize byt kyselina mlé¢nd, produkovana bakteriemi mlééného
kvaSeni, pfi dlouhém stani metabolizovana plisnémi. Rozklad laktatu ma za nésledek snizeni
kyselosti, ¢imz se vytvoifi vhodné podminky pro S$tépeni bilkovin mléka hnilobnymi
bakteriemi. Nebo miiZze byt vznikla kyselina mlé€na metabolizovana propionovymi
bakteriemi na kyselinu propionovou. Pfi rstu E. coli a Proteus vulgaris v médiu obsahujicim
laktosu a mocovinu, E. coli §té€pi laktosu a P. vulgaris mo¢ovinu. Vzniklé §tépené produkty
oba mikroorganismy vyuzivaji jako zdroj uhliku a dusiku. Metabidéza umoziuje rychlou
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mineralizaci organickych latek v ptirodé — kolobeh prvku, vyuziva se ji pti biologickém
¢isténi odpadnich vod ¢i pti zuzitkovani odpadu z kvasného prumyslu.

Mezi pozitivni vztahy patii dale synergismus (syntrofismus). V tomto piipadé muize jedna
skupina mikroorganismti zit v ur¢itém prostiedi pouze za ptitomnosti skupiny druhé, jejiz
zastupci pro né¢ vytvaii vhodné podminky (napf. svymi extracelularnimi enzymy S$tépi
makromolekuly ¢i vylucuji do prostedi rastové latky). Prikladem synergismu mutize byt rist
anaerobll v prostiedi, zn¢hoz aerobni mikroorganismy neustale odcerpavaji kyslik nebo
vzajemné vztahy v kefirové kultute. Kefirovd kultura se skladd zkvasinek a bakterii
mléného kvaseni. Bakterie produkci kyseliny mlécné okyseluji prostiedi, kyselé pH
podporuje rozvoj kvasinek, které nésledné¢ produkuji urcité ristové latky podporujici rist
bakterii. Kefirova kultura tvoii do jisté miry piechod od synergismu k symbiodze.

Termin symbioza se puvodné pouzival pro vSechny zplsoby vzajemného souziti organismi,
dnes je chapan obvykle jako oboustranné prospésné souziti (nékdy byva pouzivan i termin
mutualismus). Symbioticka spolecenstvi mikroorganismit a vysSich organismid mohou mit
charakter ektosymbiézy (mikroorganismy zistavaji vné bun€k a tkani hostitele) nebo
endosymbiozy (mikroorganismy rostou uvniti bunék a tkani). Typickou a velmi uzkou
symbidzou je souziti fas a hub vytvatejicich lisejniky. Ptisnd symbidza mezi mikroorganismy
je pomérné vzacna, Castd je symbidza mikroorganismu s vys$imi organismy (hmyzem nebo
vys$§imi rostlinami). DalSimi ptiklady jsou bachorovda mikroflora ptezvykavcli (rozklad
celulosy bakteriemi na sacharidy, které jsou vyuzitelné makroorganismem), produkce
vitaminu K stievni mikroflorou ¢lovéka a zivodichu, souziti hlizkovych bakterii s kofeny
rostlin ¢i jogurtova kultura. Jogurtova kultura je tvotena laktobacily a mlé¢nymi streptokoky.
Laktobacily maji vétsi proteolytickou aktivitu a proto pii hydrolyze bilkovin uvoliuji
aminokyseliny (napf. valin, glycin, histidin) nezbytné pro rist streptokoki. Na druhou stranu
streptokoky produkuji kyselinu mravenci, ktera stimuluje rlist a metabolismus laktobacilti.

12.2. Negativni vztahy

Mezi mikroorganismy, které osidluji stejné prostiedi a potiebuji stejné Ziviny, miuzeme
pozorovat kompetici (soutéZeni, konkurence), pii které 1épe adaptovana populace mize
prevladnout a ostatni mikroorganismy postupné vytlacit. Mezi mikroorganismy se kompetice
vyskytuje velmi Casto. Kompetice miiZze probihat jednak v rdmci organismu stejného druhu
(tzv. vnitrodruhova kompetice). Velmi intenzivni vnitrodruhovou kompetici muizeme
pozorovat napiiklad u biofilmi tvofenych pouze jednim druhem mikroorganismu. V piipadé
dvou (¢i vice) druhli se stejnymi pozadavky na prostfedi v ném nemohou zit trvale bez
vzajemného omezovani. Jeden z nich ma zpravidla néjakou selekéné vyhodnéjsi vlastnost,
populace ¢i jedinci s méné vyhodnou vlastnosti. Podle tzv. principu exkluze je totiz
nepravdépodobné, Ze by dva druhy vyuZivaly prostfedi piesné stejn¢ dobfe. Prikladem muiZze
byt kvaSeni zeli, kterého se z pocatku ucastni rizné bakterie, ale na konci byva obvykle
izolovan pouze Lactobacillus plantarum.

Antagonismus (amenzalismus) je opakem synergismu. Je to mezi mikroorganismy velmi
roz$iteny vztah charakteristicky tim, ze jedna skupina ¢i druh mikroorganismii puisobi
neptiznivé na ostatni. Je zplisoben rychlym vyuzitim nékterych Zzivin, zménou fyzikalné
chemickych vlastnosti prostiedi (pH, En), nahromadénim produktii metabolismu, atd. Typicky
antagonismus je mezi bakteriemi mlééného kvaSeni a hnilobnymi bakteriemi v mléénych
vyrobcich. Rychla produkce kyseliny mlécné natolik snizi pH prostiedi, Ze je pro mnoZeni
hnilobnych bakterii nevhodné. Podobné inhibi¢ni t¢inek ma kyselina mlé¢na na rast fady
patogennich mikroorganismii. U&inny antagonismus miizeme pozorovat také mezi producenty
antibiotik a citlivymi mikroorganismy (tzv. antibiosa).
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Zcela unikatnim vztahem je parazitismus, kdy jeden mikroorganismus vyuziva
vnitrobunéénych meziprodukti metabolismu jiného druhu a tim jej oslabuje a nici.
Mikroorganismy casto vystupuji jako parazité vysSich organismi — rostlin a Zivocicht,
parazitismus mikroorganismu na jiném mikroorganismu je pomérné vzacny. Prikladem
striktnich parazitii mohou byt bakteriofagy parazitujici v bakteridlnich buiikach ¢i mykoviry
napadajici buiiky plisni.

Pro uplnost je tieba zminit také predaci, jejimz vysledkem je usmrceni a pozirani jednoho
organismu organismem jinym. Hranice mezi parazitismem a predaci neni vzdy zcela jasné
dana. Pfikladem predace muze byt konzumace bakterii nékterymi druhy myxobakterii,
myxomycet a né¢kterymi prvoky.

13. VLIV SANITACE NA MIKROORGANISMY V POTRAVINACH

Rada chemickych latek negativné piisobi na Zivotni funkce mikroorganismii. Jejich Gi¢inek
muze byt v podstaté dvoji — mikrobistaticky ¢i mikrobicidni. \/ prvnim piipad¢ dochdzi
k reverzibilni (vratné) blokaci funkce makromolekul, zejména bilkovin a nukleovych kyselin.
Ve druhém ptipadé€ se jednd o ireverzibilni, tj. nevratnou a neopravitelnou destrukci nékterych
bunéénych komponent.

Pouzivani chemickych latek k likvidaci bakterii a dal§ich mikroorganism@ ma dlouhou tradici.
Obecné rozliSujeme dva zakladni postupy: desinfekci a sterilizaci. Desinfekce je zaméfena
zejména na likvidaci bezprostfedné nebezpecénych patogennich mikroorganismi, nemusi pfi
ni vSak dojit k absolutni devitalizaci vSech pfitomnych vegetativnich bun¢k ¢i spor. Oproti
tomu sterilizace zajist'uje uplnou devitalizaci v§ech zivych mikroorganisma vcetné spor.

Sanitace je soubor Cinnosti, ktery ma v potravinafstvi zcela nezastupitelnou roli. V uz§im
smyslu zahrnuje sanitace dva na sebe navazujici postupy — dukladnou mechanickou ocistu
(odstranéni necistot a zbytkli organického materialu) a naslednou desinfekci ocisténého
povrchu (odstranéni mikroorganismi).

Neexistuje zadny univerzalni postup odstraiovani mikroorganismti vhodny pro vsechny
situace. Jeho volba zdvisi nejen na ocekdvaném ucinku, ale také na typu potravinarského
provozu, kde jej budeme pouzivat (pouzité materidly, piistupnost ¢iSténych ploch, druh
organického znecisténi, predpokladana turoven kontaminace povrchi mikroorganismy,
pravdépodobnost tvorby biofilma, atd.). Vyznamnou roli hraje také dodrzovani koncentrace
sanitanich prostfedkd, jejich teplota a doba plisobeni. Kontakt G¢inné latky s ¢iSténym
povrchem zajist'uje vhodna forma aplikace sanitac¢nich prostfedkli — péna, gel nebo tenky film
na povrchu.

Chemické sanitacni prostiedky pouZivané v potravindistvi nesmi nepfiznivé ovliviiovat
senzorické vlastnosti potravin (zejména chut’), vyrobni prostory (napt. zapachem) a zdravi
pracovnikl ¢i konzumenti a dale poSkozovat vyrobni zatizeni. Vhodné jsou prostifedky s co
potravin musi provadét kontrolni testy ucinnosti sanitacnich prostfedk napt. vySetfovanim
stér, otiskii nebo spadl z prostfedi. V praxi se pro rychlé testovani ucCinnosti CiSténi
a desinfekce vyuziva metoda ATP bioluminiscence. Vzhledem ke schopnosti mikroorganismi
ptizplsobit se danému prostiedi je vhodné v urcitém ¢asovém intervalu sanitacni prostfedky
obménovat.
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13.1. Mechanismy ucinku desinfekénich latek

Desinfekcni latky ptisobi prfedevSim na enzymaticky systém bunék, a to jak v bunécné sténg,
tak 1 v cytoplasmatické membrané a v cytoplasmé bunék. Bunécnd sténa je prvnim tercem
pusobeni desinfekcnich latek. Poskozeni bunécné stény vede k nekontrolované cinnosti
lytickych enzymt, néslednému vylouceni rozpustnych latek z buiiky a k jeji smrti. Takovym
zpusobem piisobi napi. povrchovée aktivni latky.

V  cytoplasmatické membrané zpusobuji desinfekéni prostfedky indukci difuze
nizkomolekularnich latek z bunky (aminokyseliny, puriny, pyrimidiny, kationty), dale inhibici
membranovych enzymu (napf. adenosintrifosfatasy) a oslabeni membranové elektrochemické
potencialové struktury vypuzenim H iontii béhem metabolismu.

V cytoplasmé jsou dllezité struktury jako ribosomy, DNA, RNA a enzymy, které mohou byt
vysokymi koncentracemi desinfek¢nich latek nevratné posSkozeny. Poskozeni oxidacnich
a hydrolytickych enzymt vede k poruSeni oxidativnich procest v butice a k jejimu uhynuti.

Vlastni mechanismus desinfekcniho ucinku mize byt rizny, nejcastéji se jedna o oxidace
(oxidacni ¢inidla, halogeny — chlorové preparaty), hydrolyzu (silné kyseliny a alkalie), tvorba
soli s bilkovinami (t€¢zké kovy, halogeny — jodové preparaty), koagulaci bilkovin (tézké kovy,
fenoly, aldehydy, alkoholy), zménu permeability membran (kvarterni amoniové soli) c¢i
poskozeni (inaktivaci) enzymatického systému (t€zké kovy, aldehydy, fenoly).

13.2. Zakladni skupiny desinfek¢énich latek

Jednotlivé desinfekeni latky se pouzivaji bud’ samostatng, nebo ve formé kombinovanych
desinfekénich ptipravkl, u nichz se vyuziva synergického pusobeni riznych chemickych
latek.

Napriklad dezinfekcni prostiedky na bazi aktivniho kysliku (peroxidu vodiku) se mohou vyuzit nejen pro svou
biocidni ucinnost, ale i pro svou silnou oxidacni schopnost, kdy se kontrolovanym smichanim s alkalickym
produktem dosahne zesileného cisticiho ucinku. Vysledkem je moznost pouziti chladnéjsi vody pri cisténi oproti
beznym alkalickym prostredkiim. Nedochazi k zahrivani cisténych potravinarskych prostor a neni nutné vydavat
velké mnozstvi energie na jejich opétovné zchlazeni.

13.2.1. Kyseliny a zasady

Silné zasady velmi dobte pronikaji organickym materidlem (zmydeliiuji tuky, z bilkovin tvofi
rozpustné albumindty) a maji Siroké spektrum t¢innosti (devitalizuji v§echny mikroorganismy
hydroxylovych iontl, které destruuji bunééné struktury mikrobidlnich bunék. Nevyhodou je
velka ziravost a korozivni G¢inek. Vyuziti nachazi alkalické prostiedky zejména v provozech
s velkym vyskytem organickych necistot (tuky, bilkoviny). Mezi nejpouZzivanéjsi silné zasady
patii NaOH a KOH (zeméd¢€lské prvovyroba, sanitace technologického zatizeni v mlékarnach
¢ masozpracujicich zavodech, dezinfekce sklenénych oball, atd.). K desinfekci stén,
kvasnych kadi a dalSich povrchl se Casto pouziva hasené vapno (Ca(OH)2). Dalsi zasadité
latky (napi. uhli¢itan sodny Na>COs, fosforecnan sodny NasPOs ¢i polyfosfaty) se casto
pfidavaji do horkych mycich roztokli, kde napomahaji uvolnovani zbytkd tukl a bilkovin.
V souvislosti s eutrofizaci povrchovych vod jsou v soucasné dobé fosfaty a polyfosfaty
nahrazovany metasilikaty.

V minulosti se v masozpracujicich provozech pouzival piedevsim hydroxid sodny, ktery se rozpoustél ve vodé
nebo se jim posypavaly povrchy, které se nasledné drhly kartaci. Vnitini povrchy udiren se myly specidlnim
praskovym pripravkem na bazi hydroxidu sodného a metakremicitanu (pripravek Radikon), ktery se pridaval i
do myci lazne v myckach beden a loden. Nevyhodou uvedenych preparatii byla c¢asova a fyzickd narocnost
a agresivni pusobeni zakladnich chemikalii na povrchy nadob a chemikalii. V soucasnosti patii v masném
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prumyslu k nejcastéji pouzivanym cisticim a desinfekcénim prostredkiim alkalické pripravky s dezinfekci na bazi
chloru.

Velmi silny mikrobicidni G¢inek maji silné kyseliny (H2SO4, H3PO4, HNO3), které poskozuji
bunécnou sténu a cytoplasmatickou membranu mikrobidlnich bunék. Na rozdil od louhii vSak
Vv prostiedi zatizeném organickymi latkami nemusi piisobit dostatecné spolehlivé (zplisobuji
koagulaci bilkovin a vznik pevnych koagulati). Nevyhodou je jejich leptavost, silny
korozivni uc¢inek a drazdivost. Silné kyseliny u¢inkuji na mikroorganismy jednak svym pH
ajednak cinnosti nedisociovanych molekul, pfi¢emz mikrobicidni vlastnosti vysoce
disociovanych kyselin jsou v pifimé korelaci s pH. V dostatecné koncentraci jsou schopné
rychle znicit veskeré formy zivota. V potravinarském pramyslu se produkty na bazi kyselin
vyuzivaji zejména v provozech s Castym pouzivanim vody (napf. masozpracujici prumysl,
mlékarny) pii odstranovani mineralnich usazenin a povlaki.

Pri cisteni pastéru se v mlékarénskych provozech bézné pouziva 1 — 1,5% NaOH pr¥i teploté 70 — 75 °C po dobu
30-40 minut. Po oplachu vodou nasleduje kyselé cisteni roztokem 0,5 — 0,75% HNO3 p7i teploté 60 — 65 °C po
dobu 20 — 30 minut. Pired kazdym zacdtkem provozu pastéru se k desinfekci ddle pouzije chlornan sodny.

Organické kyseliny se pouzivaji v potravinafstvi jednak jako komzervacni prostiedky.
Vhodné je napt. kyselina benzoova a jeji derivaty, které maji baktericidni ucinek. Jejich
ucinnost se zvysuje v kyselém prosttedi, protoze diky potlacené disociaci Iépe difunduji
cytoplasmatickou membrénou. Protiplisiovou aktivitu ma kyselina sorbova ¢i mravenci (ta
ucinkuje také proti kvasinkdm). V masném primyslu se ¢asto pouziva k postiiku povrchu
jate€né opracovanych tél kyselina mlécna.

Velmi silné baktericidni a fungicidni G¢inky maji perkyseliny (peroxokyseliny) — kyselina
permravenci, peroctova (ptipravek Persteril) ¢i perpropionova, které se Casto vyuzivaji ve
zdravotnictvi ¢i v mikrobiologickych laboratofich. PloSnému pouziti v potravinaistvi brani
zejména jejich silné korozivni ucinky.

V prislusnych koncentracich je mozné kyselinu octovou a peroxidy nebo i chlorové preparaty pouzit na

desinfekci povrchit ovoce a zeleniny. Podle nékterych odbornikii je ovSem vhodnéjsi uprednostnit dvojité myti
a vyhnout se tak pouZiti desinfekce.

13.2.2. Oxidy

Jako slaba kyselina ptsobi v kyselém prostiedi oxid sifi¢ity, ktery jako konzervaéni latka
brani kazeni potravin a zamezuje ristu plisni a bakterii. U suSeného ovoce navic piiznivé
ovlivituje jeho zbarveni a konzistenci. Pouziva se zejména ve vinaistvi a konzervarenstvi
k siteni ovocnych a vinnych polotovart (napf. susené ovoce), sudd na vino, sklepi, atd.

Oxid uhlicity potlacuje ve vysokych koncentracich rozmnoZovani mikroorganismt, proto se
pouziva napft. k uchovavani ovocnych §tav v tancich za sklepnich teplot (15 °C). Piisobi takeé
na dozravani ovoce.

13.2.3. Halogeny

Mezi nejrozsitenéjsi dezinfekéni prostfedky patii halogeny, zejména ty obsahujici chlor.
Mechanismus u¢inku halogent je zalozen zejména na oxida¢nich procesech, byvaji proto
nékdy fazeny také mezi oxidacni Cinidla. Halogenové preparaty se vyznacuji rychlym
ucinkem, jejich uc¢innost vSak snizuje pfitomnost organickych latek. Mimo sloucenin chloru
a jodu, se vyuzivaji také derivaty bromu a fluoru, které maji silny antimykoticky a¢inek.

13.2..3.1. Chlorové preparidty

Aktivni slozkou chlorovych preparatt je kyselina chlornd (HCIO), jejimZ rozkladem vznika
volny atomarni kyslik. Plynny chlor se ploSn¢ pouziva k desinfekci pitné vody, ve vysSich
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davkach i k desinfekci vod odpadnich (po smichani s vodou vznika kyselina chlorovodikova
a jiz zminéna kyselina chlorna).

Druhou skupinu piedstavuji chlornany, jedna se o velmi levné desinfekéni latky pouzivané
zejména k hrubé desinfekci. K desinfekci podlah ve stajich, potravinaiskych provozech ¢i
skladovacich ploch se pouziva chlorové vapno (smés chlornanu vapenatého, chloridu
vapenatého a hydroxidu vapenatého). Dalsi moznosti je chlornan sodny (ptipravek SAVO)
bézn¢ pouzivany i v domacnostech.

Casto pouzivané jsou také chloraminy (napf. Chloramin B — benzenchloramin), které maji
V porovnani s chlorovym védpnem a chlornany sice pomalejsi ucinek, jsou vSak méné
agresivni a stalejs$i. Chloraminy jsou univerzalni desinfek¢ni prostfedky pouzivané samostatné
nebo ve smésnych Cisticich prostiedcich. Mimo zdravotnictvi, nachazi Siroké uplatnéni také
V potravinafském pramyslu (napf. mlékarny, masozpracujici zavody).

V minulosti byl praskovy chloramin pouzivan jako hlavni desinfekcni prostredek v masném primyslu. Rozpoustél
se ve vodé a pak se jim pomoci zahradnich konvi kropily povrchy. V dnesni dobé jsou nejpouzivanéjsimi Cisticimi
a desinfekcnimi prostredky v masozpracujicich provozech preparaty na bazi chloru kombinované s alkalickymi
produkty.

K desinfekci podlah, provoznich zafizeni, k prani surovin ¢i desinfekcei pitnych a provoznich
vod lze vyuzit také oxid chloridity (ClO2; Zlutozeleny, ostie pachnouci plyn rozpustny ve
vod€), ktery zplsobuje oxidacni poskozeni cytoplasmatické membrany bunék
mikroorganismli. Na rozdil od chloru achlornani je nestdly, ale nemé sniZenou
antimikrobialni aktivitu za vysokého pH a vyssi pritomnosti organickych latek.

13.2.3.2. Jodové prepardty

Jod mé dobré mikrobicidni G¢inky, plsobi pfimo na bunécné bilkoviny. Nevyhodou je jeho
Spatna rozpustnost ve vod¢. Anorganické jodové piipravky (jodova tinktura — alkoholovy
roztok jodu a jodidu draselného) se bézn¢ vyuzivaji k povrchové desinfekci klze.
Z organickych sloucenin se vyuzivaji zejména jodofory, ve kterych je jod vazan na
vysokomolekularni povrchové aktivni latky. Jako antiseptikum se pouzivd v humanni praxi
napt. Jodonal B (nastroje a pomucky) ¢i Betadine, ve veterinarni praxi potom Jodonal M,
ktery je urcen k oSetfeni strukli a vemene po dojeni jako prevence mastitid.

Jod v pripravku Jodonal M reaguje s posledni kapickou mléka ve strukovém kandlku a ihned vytvari mazovou
zatku, nepriichodnou pro nezadouci mikroorganismy. Po ukonceni dojeni se struky ihned oSetii ponorenim do
nddobky s 20% roztokem Jodonalu M po dobu 1 — 2 sekund a pak se oplachnou vilaznou pitnou vodou.

13.2.4. Oxida¢ni ¢inidla

Utinek oxidacnich &inidel spo&iva v jejich schopnosti od§tépovat atomdrni kyslik (tzv. kyslik
ve stavu zrodu), ktery velmi rychle oxiduje organické latky (porusuje molekularni vazby a tim
pravdépodobné nevratné inaktivuje enzymy). Obvykle se jednd o velmi u¢inné prostiedky se
Sirokym spektrem ucinku (véetné spor a neobalenych virit). Na druhou stranu jejich G¢inek
vyrazn€¢ snizuje ptitomnost bilkovin. Z toho divodu je nezbytné pouzivat je cerstvé
a v dostate¢ném objemu.

Mezi vyznamna oxidacni Cinidla patii jiz zminéné peroxokyseliny (viz kapitola 13.2.1.)
a halogeny (viz kapitola 13.2.3.). Ve vodarenskych provozech lze k desinfekci pitné vody
vyuzit 0zon, ktery ma silné baktericidni t¢inky, je vSak drazdivy a ve vod¢ zpusobuje korozi.
Ozon se vyuziva také k dezodorizaci vzduchu v chladirnach masa a prodejnach masa a ryb.
Pomémé velké wvyuziti ma v potravinaistvi peroxid vodiku, ktery se pouziva napf.
k desinfekci korunkovych uzavéri ¢i riznych plastovych obalti (H202 o koncentraci 30 %), ¢i
v syrafstvi (H202 0 koncentraci 5 az 10 %), kde u¢inkuje proti klostridiim.
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13.2.5. Alkyla¢ni ¢inidla a cyklické slouceniny

Z alkyla¢nich ¢inidel ma nejvétsi vyznam ethylenoxid, ktery se pouziva v plynné form¢ ke
sterilaci oballi, plastovych Petriho misek, 1€ékti a kofeni. Jednd se o jedovaty, mutagenni
a vybusny plyn, proto pro manipulaci s nim plati pfisna bezpecnostni opatfeni a jeho zbytky
musi byt z oSetieného materidlu zcela odstranény. Pouziti formaldehydu je z hygienickych
divodu v potravinaiské praxi zakazano, misto néj se vyuziva napt. glutaraldehyd, ktery ma
podobny ucinek, ale netvoti drazdivé pary.

Mezi klasické desinfekéni prostiedky patii fenol a kresoly, které jsou vSak pro sviij pronikavy
zapach pro pouziti v potravinafstvi zcela nevhodné. Své uplatnéni nachazi ve zdravotnictvi.
V potravinaiském primyslu se z cyklickych sloucenin vyuziva jako soucast mycich vod napf.
pentachlorfenoldt, ktery ma vyssi baktericidni ucinek nez fenol, je dobie rozpustny ve vodé
a nezapacha.

13.2.6. Alkoholy

Alkoholy koaguluji ve vyssi koncentraci bilkoviny a soucasné odvodnuji buiku. Jejich
dezinfekéni Gcinek je maly, k jeho zajisténi je potfeba piitomnost vody. Z tohoto diivodu jsou
alkoholy nejucinnéjsi v 70% roztoku, koncentrovany ethanol mikroorganismy spise
konzervuje. Na spory alkoholy prakticky neptsobi. Ethanol je ¢asto soucasti kombinovanych
desinfek¢nich prostfedkl, kde zesiluje ucinek jinych latek, bézné se pouziva k desinfekci
rukou. Podobné je tomu i v piipadé propanolu. Glykoly se pouzivaji v aerosolech k desinfekci
vzduchu.

13.2.7. Slouéeniny tézkych kovi

Pro tézké kovy je charakteristicky tzv. oligodynamicky ucinek, kdy jejich ionty prechazeji
V nepatrném mnozstvi do roztoku a plisobi bakteriostaticky az baktericidng. Obvykle ucinkuji
Iépe na gramnegativni nez na grampozitivni bakterie, na spory a viry nepusobi, u¢inek proti
plisnim je rizny. V nizSich koncentracich inaktivuji enzymy vazbou na sulfhydrylové
skupiny, ve vyssich koaguluji bilkoviny. Pfitomnost organickych latek a nizsi teplota jejich
ucinek snizuje. Nevyhodou je jejich toxicita a korozivni Gi¢inek.

Soli olova a rtuti maji sice silné antimikrobialni ucinky, v potravinaistvi se vSak pro svoji
jedovatost nesmi pouzivat. Sti‘tbro a jeho slouceniny (komplexni chlorid sodnostiibrny —
ptipravek Sagen) se pouzivaji k desinfekci vody ve studnich, mycich vod, atd. Pisobi hlavné
na vegetativni formy bakterii.

Sagen je znam jako desinfekcni pripravek k jednorazovému zabezpeceni individudlnich zdrojii pitné vody pri
nahodném mikrobialnim znecisténi. Tento pripravek neni urcen k priibézné desinfekci, Cetnost jeho aplikace by
méla byt maximalné 2x do roka. Vyrobek obsahuje 98,7 % kuchyiniské soli (NaCl) jako plnidla a 1,3 % dusicnanu
stribrného (AgNO3) jako ucinné baktericidni prisady.

PouZzivané jsou také preparaty na bazi médi. Silné baktericidni 1 fungicidni u¢inky ma siran
médnaty (modra skalice), ktery soucasné inhibi¢né pilisobi také na ftasy, ale prakticky
neucinkuje na bakteridlni spory. Vyuziva se napt. k potlaceni ristu fas v bazénech, déle
Vv sadafstvi ¢1 vinohradnictvi, pouziti V potravinafstvi je omezené, protoze meéd nesmi byt
V potravinach pfitomna. Pro svij protiplisniovy uUc¢inek se Casto vyuZzivaji organomédnaté
slouceniny, zejména k oSetfeni vyrobki (napf. tkanin) urenych do tropt (tzv. tropikalizace
vyrobkil).

Silny antifungalni G¢inek maji 1 organocinicité slouceniny (piipravky tady Lastanox), casto
kombinované s kationaktivnimi tenzidy, které se pouzivaji do natérd, omitek, atd. Pro svoji

jedovatost se Vv potravinafstvi mohou pouzivat pouze tam, kde je vyloufena piipadna
kontaminace vyrobkd.
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13.2.8. Povrchové aktivni latky

Povrchové aktivni latky (tenzidy) maji schopnost snizovat povrchové napéti rozpoustédla.
Detergenty — tj. mydla a saponaty, se bézné pouzivaji jako praci a Cistici prostiedky.
Desinfekcni ucinek maji pouze kationaktivni tenzidy, zejména kvartérni amoniové soli.

Tenzidy se podle iontového charakteru hydrofilni (4. poldrni) skupiny deéli na ionogenni a neionogenni.
lonogenni tenzidy mohou byt anionaktivni (ve vodném prostredi maji zaporny naboj), kationaktivai (ve vodném
prostiedi maji kladny naboj) ¢i amfolytické (podle pH vodného prostiedi maji kladny ¢i zaporny naboj).
Kvartérni amoniové soli (preparaty Ajatin, Septonex) zpiisobuji naruSeni bunécné stény
a cytoplasmatické membrany bunék a tim ztrdtu osmotické rovnovahy mezi buinkou
aprostfedim, coz vede k poklesu koncentrace slozek bunky, jez jsou dulezité pro
metabolismus. Jejich vyhodou je nizka toxicita a dobra pronikavost do $térbin. Soucasné maji
1 myci (detergentni) uCinek a nezapachaji. Omezenim je velmi uzké spektrum uc¢inku, dobie
pusobi pouze na grampozitivni bakterie a vétSinu plisni.

14. INDIKATOROVE MIKROORGANISMY

Pravidelné mikrobiologické vySetfovani potravin je nezbytné pro kontrolu spravnosti
provadéni technologickych postupl, ovéfeni trvanlivosti potravin a zajiSténi jejich
bezpe¢nosti. Mikrofléra potraviny se meéni v pribéhu vyroby, zpracovani, distribuce,
skladovani a prodeje jak po kvalitativni, tak po kvantitativni strance. V bézné praxi vSak nelze
vySetfovat potraviny z hlediska vyskytu vSech nezadoucich mikroorganismi. Proto byly
vytipovany vybrané druhy, rody a skupiny bakterii a jejich pocty v potravinach informuji
0 mikrobiologické ,,situaci v potravin¢ nebo ve vyrobnich zafizenich. Tyto mikroorganismy
a jejich mnoZstvi v potraviné jsou nazyvany jako indikdtorové mikroorganismy
a indikatorové limity.

Stanoveni indikatorovych mikroorganismii v potravinach, surovinach, obalech nebo
vyrobnich zafizenich ¢i prostorach poskytuje dilezité informace o mikrobidlni kvalité
testovanych vzorkil a s tim souvisejici drZznosti a bezpecnosti potravin. Vysledky takovych
vySetfeni jsou odrazem urovné¢ hygieny a sanitace potravinaiskych provozi a ukazuji na
moznou fekalni kontaminaci potravin. Pfitomnost indik4torovych mikroorganisma
V potravinach (zvlasté jejich vyssich poctit) mize ukazovat na sekundarni kontaminaci nebo
nedostatky v technologii vyroby potravin (nedostatecné tepelné opracovani, pieruseni
chladirenského fetézce, apod.), pfipadné informovat o probihajicim kaZeni potravin.

Na moZnou ptitomnost choroboplodnodnych zarodkli v potraviné nebo vod¢ upozoriuji tzv.
indexové mikroorganismy. Naptiklad vyskyt E. coli v pitné vodé upozornuje na potencialni
ptitomnost Salmonella Typhi nebo jinych zavaznych stievnich patogent. E. coli je v tomto
pfipadé nazyvana jako indexovy mikroorganismus. Dal§im ptfikladem indexovych
mikroorganismit  jsou koliformni termotolerantni mikroorganismy stanovované jak
V potravinach, tak v pitné vode¢.

Indikatorové mikroorganismy, které informuji o primdrni nebo sekunddrni kontaminaci
surovin, potravin, oballi a ploch pfichazejicich do styku s potravinami a 0 dodrzovani zasad
spravné vyrobni a hygienické praxe pfi vyrob€ a zpracovani potravin jsou:

- celkovy pocet mikroorganismii (CPM),

- pocet bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae,

- pocet enterokokdi,

- pocet psychrotrofnich bakterit,

- pocet termorezistentnich a pocet termofilnich bakterii.
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Indikatorové mikroorganismy, které informuji piedevsim o kaZeni potravin, jSou:

- pocet kvasinek a plisni,

- pocet aerobnich sporotvornych bakterii,

- pocet anaerobnich sporotvornych bakterit,

- pocet proteolytickych bakterii,

- bakterie rodu Proteus, ale také CPM, pocty bakterii celedi Enterobacteriaceae,
psychrotrofnich a koliformnich bakterii.

Velkou vyhodou analyz provadénych za ucelem stanoveni indikatorovych (indexovych)
mikroorganismt je jejich rychlost, jednoduchost a finanéni nendro¢nost. VétSinou se
pouzivaji bézné dostupné plotnové metody. V praxi byvaji v potravinach nejcastéji
stanovovany ty indikatorové mikroorganismy, které ukazuji na bezpecnost potravin a ic¢inné
provadeéni sanitace. Pozadavky na jejich vlastnosti jsou nasledujici: rychld a jednoducha
detekce, snadna rozpoznatelnost od jinych mikroorganismt, musi mit prokazatelny vztah
k patogennim mikroorganismim, jejichz vyskyt maji indikovat, musi byt v potraviné
pritomné vzdy, kdyZ je v nich dany patogen prokazan, jejich pocet by mél korelovat s pocty
ptitomnych patogenti, poZzadavky na riist a mnoZeni je shodny s naroky daného patogenu, ale
V potravin¢ by mély mit schopnost piezivat déle nez patogen, v piipad¢ nepfitomnosti daného
patogenniho mikroorganismu by se v potraviné také nemély vyskytovat, piipadné pouze
V minimalnim mnozstvi.

V minulosti se pfi volbé indikatorti bezpecnosti potravin vychdzelo z pfedpokladu, ze
patogenni mikroorganismy v potraviné a vod¢ jsou stfevniho ptivodu. Prikaz kontaminace
potravin fekdlni mikroflorou tedy znamenal moznost vyskytu patogennich mikroorganismu.
Prvnim indikatorem fekalni kontaminace byla Escherichia coli. V soucasnosti se nejcastéji
jako indikatorovych mikroorganisml prokazujicich fekalni kontaminaci potravin dale vyuziva
stanoveni koliformnich bakterii, bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae nebo enterokoki. Kromé
vySe uvedenych pozadavkl na indikatorové mikroorganismy musi mit tyto skupiny
mikroorganismt specificky vyskyt ve stievnim prostfedi, jejich pocty ve feces musi
dosahovat vysokych hodnot, mély by vykazovat rezistenci v ptipadé vyskytu mimo stfevni
prostiedi a jejich detekce by méla byt jednoduché a spolehliva 1 v ptipad€ pfitomnosti jejich
niz8ich poctl ve vySetfovanych vzorcich.

Detailni postupy stanoveni vybranych skupin indikatorovych mikroorganismii a jejich charakteristiku uvadi
skripta Mikrobiologie potravin — prakticka cviceni II. Metody stanoveni mikroorganismii v potravindch.

Nasledujici prehled a charakteristika jednotlivych indik4torovych mikroorganismi je zaméfen
na ty, jejichZ stanoveni je v praxi vyuzivano nejCastéji a jejichz vyskyt v potravinach je
limitovan legislativou pfipadné doporuc¢en normativnimi piedpisy.

14.1. Celkovy pocet mikroorganismii

Pod pojmem celkovy pocet mikroorganismli (CPM) se rozumi pocty mezofilnich aerobnich
a fakultativné anaerobnich mikroorganismd, které rostou v neselektivnich nutri¢éné bohatych
médiich za aerobnich podminek béhem inkubace pii 30 °C po dobu 72 hodin. Nastavené
podminky inkubace samoziejm¢ neumozni narGst absolutné vSech mikroorganismi
pritomnych v potraving, ale pouze vétSiny z nich, a to poskytuje cenné informace o stupni
zne€isténi vzorkl. Stanoveni CPM ma tedy vyznam nejen z pohledu hodnoceni kontaminace
surovin, vyrobkli a prostfedi vyroby, ale i dodrZzovani technologickych postupti v procesu
zpracovani potravin. Toto stanoveni nemd vyznam u potravin, pfi jejichZ vyrob¢ byly pouzity
technologické mikrobiélni kultury.

Nejcasteji se pro stanoveni CPM pouzivaji plotnové metody, kdy vysledkem je stanoveni
poctu KTJ v1 ml nebo 1 g potraviny, pficemz 1 kolonie pfedstavuje potomstvo jedné
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mikrobialni buriky. Jako arbitrazni puda je urCen agar s glukosou, tryptonem a kvasni¢nim
extraktem (GTK agar). Pii hodnoceni vysledkl se pocitaji narostlé kolonie vSech tvar, barev
a velikosti. Ke stanoveni poc¢tu mikroorganismi (nikoli kolonii) v1 g (ml) lze vyuzit
mikroskopické metody (napt. piimé pocitani bun¢k mikroorganismi, prutokovéa cytometrie)
nebo metodu MPN (Most Probable Number).

Narizeni Komise (ES) ¢ 2073/200 stanovuje maximalni limity pro pocty kolonii aerobnich mikroorganismii
(CPM) u jatecné upravenych tél po upravé, ale pred chlazenim (prasata: 10*— 10° KTJ.cm?, skot: 3,2.10° —
10°KTJ.cm?), mleté maso a strojné oddélené maso (5. 10° —5.10° KTJ.gY). Doporucené maximalni limity CPM
pro celou Fadu potravin mohou provozovatelé potravindiskych podnikii ¢erpat z CSN 56 9609 Pravidla spravné
hygienické praxe — Mikrobiologicka kritéria pro potraviny. Principy stanoveni a aplikace, a tyto limity pouzit
jako jeden z ovérovacich postupii v systémech HACCP. U pitné vody jsou limity poctu mikroorganismii pri 36 °C
a 22 °C legislativné stanoveny podle zdroje pitné vody (vyhliska Ministerstva zdravotnictvi ¢. 252/2004 Sb., ve
znéni pozdejsich predpisii).

14.2. Bakterie ¢eledi Enterobacteriaceae

Do celedi Enterobacteriaceae fadime aerobni a fakultativné anaerobni gramnegativni rovné
tyCinky fermentujici glukosu s tvorbou kyseliny a plynu a vykazujici negativni oxidasovou
reakci. Jako arbitrazni ptida je urCen agar s krystalovou violeti, neutrdlni ¢erveni, Zlu¢ovymi
solemi a glukosou (VCZG agar), kde vytvaii po inkubaci pifi 37 °C za 24 hodin fialové
¢ervené kolonie, které mohou byt obklopené rizovou zonou precipitované zluce. Na zakladé
schopnosti fermentovat laktosu rozeznavame laktosapozitivni (koliformni bakterie)
a laktosanegativni druhy (napft. salmonely, shigely).

Primérnim mistem vyskytu je travici trakt ¢lovéka a teplokrevnych Zivocichl. Jednotlivé
skupiny a druhy mikroorganismi ¢. Enterobacteriaceae maji rozdilny indikdtorovy
a indexovy vyznam. Nékteré jsou indikatory bezpe€nosti potravin a pitné vody, jiné zase
indikuji kazeni potravin. Do této Celedi ndlezi jak nepatogenni, tak podminéné patogenni
| primarné patogenni rody a druhy. Mezi patogeny patii napi. rody Salmonella, Shigella,
Yersinia a dale patogenni sérotypy E. coli nebo Cronobacter sakazakii. Tyto bakterie jsou
soucasti stievni mikroflory pouze pfiilezitostné, ato u 0sob S onemocnénim zpuisobenym
jmenovanymi ptivodci nebo u bacilonosici.

Vzhledem ke schopnosti bakterii ¢. Enterobacteriaceae piizptsobit se vnéjsim podminkam
mimo zazivaci trakt a zde pfezivat, nemuze byt jejich vyskyt v potravinach, vyrobnim zatizeni
nebo v pitné vodé vzdy jednoznaéné chapan jako disledek piimého znecisténi fekaliemi.
Vramci této Celedi se vyskytuje cela tfada v potravinach nezadoucich technologicky
Skodlivpch mikroorganismu — napf. psychrotrofni bakterie s proteolytickou a lipolytickou
aktivitou (rody Proteus, Serratia aj.).

Narizeni Komise (ES) ¢. 2073/2005 doporucuje sledovani bakterii celedi Enterobacteriaceae ve vyrobnim
prostredi i v konecném produktu. Enterobacteriaceae maji byt pouzity jako indikatory rizika a v pripadé jejich
pritomnosti Ize zahdjit vySetieni na specifické patogenni mikroorganismy. Konkrétni maximalni limity pak
narizeni stanovuje pro jatecné upravend téla po tipravé, ale pred chlazenim (prasata: 107 — 10° KTJ.cm?, skot:
3,2.10'-3,2.102KTJ.cm™), pasterizované mléko a pasterizované tekuté mlécné vyrobky, susené mléko a susenou
syrovatku (10* KTJ.mlY), zmrzlinu s mlécnou slozkou a vajecné vyrobky (10* — 102 KTJ.gY), a také susenou
pocdtecni a pokracovaci kojeneckou vyZivu (nepritomnost v 10 Q).

14.3. Koliformni bakterie

Koliformni bakterie jsou aerobni a fakultativné anaerobni gramnegativni nesporulujici
ty¢inky z ¢eledi Enterobacteriaceae zkvasujici laktosu s tvorbou kyseliny a plynu pfi teploté
30 °C do 48 hodin. Jako arbitrazni ptida je urcen agar s krystalovou violeti, neutralni cerveni,
Fluéovymi solemi a laktosou (VCZL agar), kde vytvaii fialové Cervené kolonie, nékdy
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obklopené cervenou zonou precipitované zluce. Nékteré kmeny mohou byt patogenni
(napt. ne¢které sérotypy E. coli).

Koliformni bakterie jsou reprezentovany ¢tyimi rody s podobnymi vlastnostmi: Citrobacter,
Enterobacter, Escherichia a Klebsiella. Jsou soucasti stfevni mikroflory clovéka
a teplokrevnych zvirat, odkud se dostavaji do wvné&jSiho prostiedi (vzduch, prach, ruce
pracovniki, vyrobni zafizeni), kde se dokdzi ptizplsobit zménénym podminkam a pak kratsi
nebo delsi dobu piezivat. Proto jsou v potravinarské mikrobiologii povazovany za indikdtory
fekalniho znecisténi a s tim souvisejici mozné pritomnosti patogennich mikroorganismua
pochézejicich ze zazivaciho traktu. Pro stanoveni kmenii vyhradné stfevniho ptivodu se
pouziva teplota 44,5 °C, pfi které ostatni kmeny koliformnich bakterii nerostou — jedna se
0 tzv. termotolerantni koliformni bakterie. Vzhledem ke své termolabilnosti jsou koliformni
bakterie vyuzivany jako indikdtory ucinnosti pasterace a termizace a z divodu jejich
citlivosti  k chemickym latkam také jako indikdtory udinnosti ¢isténi a sanitace
technologickych provozii.

CSN 57 0529 Syrové kravské mléko pro miékdrenské oSetieni a zpracovani pozaduje pocty koliformnich
mikroorganismii do 10° KTJ na 1 ml syrového mléka. Hlavnim zdrojem koliformnich bakterii v syrovém mléce
Jjsou vykaly dojnic a jimi znecisténé prostiedi a predevsim kontaminované dojici zarizeni. PomnozZeni
koliformnich bakterii umoznuje nedostatecné chlazeni nadojeného mléka.

Vysoké pocty koliformnich bakterii jsou v potravinach nezadouci, je ovSem prakticky
nemozné jejich vyskyt eliminovat, zvlasté u potravin, které neprosSly procesem tepelného
opracovani (Cerstvé ¢i mrazené potraviny). Zavazné limity pro pocty koliformnich bakterii
nejsou u potravin soucasnou platnou legislativou stanoveny. Nafizeni Komise (ES)
€. 2073/2005 vyuziva jako indikatorové mikroorganismy u vybranych druhii potravin
predevsim E. coli a ¢. Enterobacteriaceae. U pitné vody je situace jina, zde je pozadavek na
neptitomnost koliformnich bakterii ve 100 ml vyjadfen formou meznich hodnot a je
legislativné stanoven (vyhlaS8ka Ministerstva zdravotnictvi €. 252/2004 Sb., ve znéni
pozdéjsich ptedpist). Doporucené limitni pocty koliformnich bakterii jsou v celé
fadé potravin stanoveny normativnim ptedpisem (CSN 56 9609), a to predeviim za Gcelem
jejich zac¢lenéni do ovérovacich postupit HACCP v potravinaiskych provozech.

Priklady limitnich hodnot poctii koliformnich bakterii doporucené CSN 56 9609 pro vybrané druhy potravin
[KTJ.gt (mIY)]: jogurt a jogurtové ndpoje (10? — 10%), mékké syry zrajici, plisiiové syry (10* — 10%), zmrazend
zelenina a ovoce nepredvarend (10°— 2.10%), mouka, krupice (10° — 10%), cukraiské vyrobky s maslovymi krémy
(102 - 5.10%), marinované tepelné neopracované ryby (5.10% — 5.10%) a dalsi.

14.4. Escherichia coli

E. coli je nejznamé;jsi zastupce Celedi Enterobacteriaceae a hlavni ptedstavitel koliformnich
bakterii. Je to fakultativné anaerobni gramnegativni ty¢inka a aZ na vyjimky zkvasuje laktosu
s tvorbou kyseliny a plynu. Jako arbitrazni pida pro stanoveni E. coli se pouziva agar
S tryptonem, Zluc¢ovymi solemi a X-glukuronidem (TBX agar). Na tomto chromogennim
agaru, ktery je zalozen na prikazu aktivity enzymu f-D-glukuronidasy pfitomném u vétSiny
kment E. coli, vytvafi bakterie po inkubaci pii 44 °C modré az modrozelené kolonie.

Nékteré kmeny E. coli jsou patogenni a jsou obavanymi puvodci onemocnéni z potravin. Jednim z nejznaméjsich
je Shiga-like toxigenni kmen E. coli O 157, ktery neroste pri teploté 44 °C a je [3-D-glukuronidasa negativni. Pri
priikazu patogennich sérotypu se pouzivaji specialni metodické postupy, nikoliv TBX agar.

Vyskyt E. coli v potravinach a surovinach zivocisného plivodu a v prostiedi vyrobnich
podnikil je povazovan za indikdtor fekdlni kontaminace, a tedy nizké urovné hygieny
a sanitacniho refimu. Vyskyt E. coli v pasterovanych vyrobcich svéd¢i o jejich sekunddarni
kontaminaci. U né&kterych potravin (napf. mléénych vyrobkll) muze putsobit vazné
technologické vady a senzorické znehodnoceni vyrobki.
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Narizeni Komise (ES) ¢ 2073/200 stanovuje maximalni limity pro pocty E. coli (KTJ.gY) u ndsledujicich
potravin: mleté maso, strojné oddélené maso (5.10* — 5.10%), masné polotovary (5.10* — 5.10%), syry vyrobené
Z tepelné osetieného mléka (1.10% — 1.10%), mdslo a smetana vyrobené ze syrového miéka (1.10* — 1.10%), vareni
korysi a mékkysi bez lastur a krunyiii (1.10° — 1.10Y). Metodu MPN vyZaduje narizent pro stanoveni poétu E. coli
u Zivych mlzi a pli (2,3.10% bakterii/100 g svaloviny a tekutiny mezi lasturami).

V pitné vodé maji bakterie E. coli funkci indexovych mikroorganismii — indikuji moznou
pfitomnost stfevnich patogend (napi. salmonel). Principem indexového vyznamu E. coli je
skutecnost, ze kmeny E. coli pochazejici bezprostiedné z lidskych fekalii, maji optimalni rtst
pii 44,5 — 45,8 °C, zatimco ty, které delsi cCas prezivaly ve wvnéjSim prostiedi ne.
V mikrobiologii pitné vody je pozadavek na nepfitomnost kolonii E. coli ve 100 ml pitné
vody (vyhlaska Ministerstva zdravotnictvi ¢. 252/2004 Sb., ve znéni pozdéjSich predpist).
Nesplnéni tohoto legislativniho pozadavku je vétSinou dikazem netésnosti zumpy nebo

kanalizace v blizkosti zdroje pitné vody, ¢i jiného zpusobu kontaminace pitné vody.

14.5. Enterococcus spp.

Bakterie rodu Enterococcus jsou grampozitivni koky a tvofi soucast bézné sttevni mikroflory
lidi a zvifat. Ze skupiny streptokoki se vyc€lenily diky svym vlastnostem — schopnosti riistu
Vv Sirokém rozmezi teplot (10 i 45 °C) a hodnot pH (9,6), zna¢nou odolnosti vic¢i neptiznivym
vnéj§im podminkam (6,5 % NaCl, 40 % Zluci) a termorezistenci (pteziji zahfev na 60 °C po
dobu 30 minut). Mezi nej¢astéjsi druhy patii Enterococcus faecalis a Enterococcus faecium.

V praxi nachdzi stanoveni enterokoktll uplatnéni jako indikdtor fekdlniho znecisténi zejména
Vv ptipadech, kdy byly vlivem technologického zpracovéani zniceny koliformni bakterie nebo
bakterie ¢. Enterobacteriaceae, napt. u suSeného mléka. Jejich vyskyt v pasterovaném mléce
je ukazatelem nedostateénosti pasteracéniho reZimu a dalsich technologickych postupt. Jako
indikatorové mikroorganismy mohou enterokoky signalizovat moZnou pFitomnost
grampozitivnich patogennich mikroorganismii napt. stafylokokti nebo listerii. Jejich vyskyt
v potravinach je v nékterych piipadech Zzadouci, zvlast€ u zrajicich potravin, kde se
enterokoky ucastni fermentacnich procesu.

Pocty enterokokit u jednotlivych druhii potravin nejsou legislativné stanoveny, ani formou doporuceni
prostiednictvim normativnich predpisii, coz ovSem neznamend, ze provozovatelé potravindrskych podnikii
nemohou stanoveni enterokokii vyuzit pro zajisténi kvality a bezpecnosti svych potravin. Limit si do oveFovacich
postupu systemit. HACCP mohou stanovit na zdkladé viastnich zkuSenosti. V pripadé analyz pitné vody je
legislativné stanoven limit na nepritomnost intestindalnich enterokokii ve 100 ml vzorku (vyhlaska Ministerstva
zdravotnictvi ¢. 252/2004 Sb., ve znéni pozdéjsich predpisii).

14.6. Dalsi indikatorové mikroorganismy

Negativni vyznam kvasinek a plisni spociva predevSim ve schopnosti zplsobovat kazeni
potravin svou proteolytickou a lipolytickou ¢innosti, u plisni je riziko tvorby mykotoxind.
Kvasinky a plisné je vhodné vyuZit jako indikatory mikrobiologické jakosti potravin
u kysanych mléénych vyrobk, potravin rostlinného ptivodu, potravin s nizkou aktivitou vody
(susené potraviny), skladovanych mrazenych vyrobkli, masla a margarini a u vyrobkl
studené kuchyné (majonézové saldty, majonéza apod.). Vyznamnym indikatorem kaZeni
potravin jsou dale proteolytické bakterie, ptedevs§im grampozitivni anaerobni sporuldty (rod
Clostridium), enterokoky a z gramnegativnich psychrotrofnich bakterii to jsou piedev§im
rody Pseudomonas a Proteus. Indikatorovy vyznam psychrotrofnich bakterii spociva
v informaci o mikrobialni kontaminaci potravin z pohledu moznosti jejich skladovani pfi
chladirenskych teplotach. Jedna se predevsim o gramnegativni tyCinky rodi Pseudomonas,
Acinetobacter, Moraxella, Alteromonas, Vibrio, Serratia a také grampozitivni bakterie rodu
Bacillus a Listeria.
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15. KVASINKY A JEJICH VYZNAM V POTRAVINARSTVIi

Kvasinky (angl. yeast) jsou jednobunétné eukaryotni mikroorganismy nalezejici do fise
houby (Fungi). Jejich ¢esky ndzev je odvozen od schopnosti §tépit sacharidy (monosacharidy,
ptip. 1 di- a trisacharidy za vzniku ethanolu a CO). Kvasinky jsou chemoorganotrofni
organismy, fada z nich ma pro potravinafstvi velky vyznam. Nekteré druhy jsou patogenni.

Podle zpiisobu rozmnozovani se kvasinky déli do tii hlavnich skupin: 1) Ascomycotina — rody
tvorici endospory (askospory); 2) Basidiomycotina — rody tvorici exospory (sporidie,
basidiospory); a 3) Deuteromycotina — rody, u kterych neni znama tvorba pohlavnich spor.

Deuteromycotina byly drive oznacovany jako , nepravé kvasinky™ ¢i , kvasinkové mikroorganismy .
Predpoklada se, Ze nékteré druhy ztratily v disledku mutace schopnost spdjeni. U jinych existuje v soucasné
dobé pouze jeden parovaci typ a jsou tedy imperfektnimi stadii sporotvornych (perfektnich) druhi kvasinek, se
kterymi maji spolecné morfologické, biochemické a fyziologické vlastnosti. Casto maji sporotvorné
a nesporotvorné kmeny odlisné rodové a prip. i druhové jméno (napr. Candida kefyr je imperfektnim stadiem
druhu Kluyveromyces marxianus).

15.1. Zakladni charakteristika

15.1.1. Riistové naroky

Kvasinky obvykle rostou za ptistupu kysliku (aerobni podminek). Jsou vSak schopny rist i za
podminek anaerobnich, kdy ziskdvaji energii anaerobni fermentaci (ethanolové kvaSeni).
Rostou v pomérné Sirokém rozmezi pH (pH 3 — 11, optimum 4,2 — 4,5) i teplot (-2 °C az
48 °C), minimalni aktivita vody je 0,91 — 0,88. Teplotni optima pro rizné zivotni projevy
(metabolismus, rist biomasy, rozmnozovani) se mohou lisit. Kratkodobé zvySeni teploty nad
teplotni maximum vyvolava teplotni Sok, ktery se projevuje vykyvy metabolismu a produkci
ochrannych latek (proteint teplotniho Soku, HSPs — Heat Shock Proteins).

Osmofilni kvasinky rostou pouze na substratech s vysokym obsahem cukru, pro
osmotolerantni kvasinky je optimalni koncentrace sacharidi do 5 %, ale toleruji i obsah vyssi,
doprovazeny odpovidajicim sniZzenim aktivity vody.

15.1.2. Morfologie kvasinek

Tvar bunck, jejich velikost a barva je zna¢né variabilni, zavisi na rodové pfisluSnosti,
podminkach vné&jSiho prostiedi, stadiu Zivotniho cyklu a zplsobu vegetativniho
rozmnozovani. Délka bunky kvasinek je rizna, pohybuje se od 2 — 3 pm az do 20 — 50 pm,
Sitka byva v rozmezi 1 — 10 um. Velikost bunky se zvétSuje s jejim staiim. Tvar buriky je
nejcastéji elipsoidni, vejcity ¢i kulovity, objevuji se i builky protihlé, trojuhelnikovité,
valcovité ¢i tvaru citronu. Napf. kvasinky Saccharomyces cerevisiae maji elipsoidni tvar
a primérnou délku 5 — 10 pm a $itku 1 — 7 pm.

Nekteré rody vytvari dlouhé protahlé bunky pucici pouze na pélech, které po puceni zlstavaji
spojeny Vv dlouha zaSkrcena vlakna — tzv. pseudomycelium (napt. Candida spp.). Na
nekterych mistech pseudomycelia se
objevuji svazky kratSich elipsoidnich

bunék — blastospor (obrazek 38a). blastospory blastospory
Kvasinky tvofi 1 pravé mycelium pravé mycelium
(napt. Geotrichum candidum), coz je pseudomycelium (vznikd délenim)

vlakno vznikajici pricnym délenim (vaniké pucenim)

protdhlych bungk. I na pravém a) b)

myceliu miZeme pozorovat svazky Obrazek 38: Rust kvasinek — a) v pseudomyceliu,
blastospor (obrazek 38b). b) v pravém myceliu. (Silhankova, 2002 — upraveno)
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Rod Schizosaccharomyces se rozmnozuje délenim bez tvorby mycelia, oddeélene buiky maji obdélnikovy tvar se
zaoblenymi rohy. Prechod mezi pucenim a délenim tvori tzv. puleni na Siroké zdkladné, pri kterém je pupen
spojen s mateiskou buiikou Sirokym krékem (napi. rod Saccharomycodes). Po ukoncent puceni je kréek uzavien
prepazkou. Puceni byva v tomto pripadeé casto bipolarni (probihd soucasné na obou polech buiiky).

15.1.3. Stavba buriky kvasinek

Kvasinky patii mezi eukaryota a tomu odpovida i stavba jejich vegetativni buiiky. Hlavnimi
rozdily, oproti bakteriim, jsou pravé jadro obdané dvojitou jadernou membranou a piitomnost
bunécnych organel v cytoplasmé. Stejné jako v pfipad¢ bakterii, je na povrchu bunky
kvasinek silnd a pevna bunécna sténa. Nasleduje cytoplasmatickda membrana obdavajici
vnitini prostor buiikky naplnény cytoplasmou a v ni ulozenymi strukturami (jadro, organely,
vakuoly). Organy pohybu — bi¢iky, zcela chybi, kvasinky jsou nepohyblivé.

Oproti bakteriim obsahuje bunééna hmota kvasinek poné¢kud méné vody (65 — 83 %). Obsah
vody a slozeni suSiny kolisaji v zavislosti na druhu, stafi buiiky a kultivacnich podminkéch.
Asi 50 % suSiny tvoii bilkoviny, vysoky je 1 obsah glykogenu (az 30 %) pftip. lipidd
(u kvasinek vyuzivajicich jako zasobni latku tuky ne glykogen). 10 % suSiny tvoii nukleové
kyseliny, asi 5 % strukturni polysacharidy a 8 % popel. Z organickych latek maji vyznam
vitaminy skupiny B (B, B2 a Be), provitamin D (ergosterol) ¢i S-karoten (provitamin A).

Tabulka 8: Zastoupeni makromolekul v buiice kvasinek. (Walker, 1998 — upraveno)

strukturdlni proteiny — aktin a tubulin cytoskeletu, histony, membranové
Proteiny proteiny; ribosomalni proteiny, feromony (hormonalni proteiny), funkéni
proteiny — enzymy
strukturdlni glykoproteiny v bunécné sténé€, funkcni glykoproteiny — enzymy
(napf. invertasa)
strukturalni polysacharidy bunécné stény (glukan, mannan, chitin) a kapsularni
heteropolysacharidy, zasobni polysacharidy (glykogen, disacharid trehalosa)

Glykoproteiny
Polysacharidy

Polyfosfaty zasobni polyfosfaty ve vakuolach

strukturalni fosfolipidy — volné steroly v cytoplasmatické membrané€, zasobni
Lipidy lipidy — estery sterold a triglyceridy, funkéni lipidy — derivaty fosfoglyceridi
(signalni transdukce), volné mastné kyseliny (rtist a metabolické procesy)
DNA: 80 % jaderna DNA, 10 — 20 % mitochondrialni DNA, 1 — 5 %
extrachromosomalni DNA; RNA: 80 % rRNA, 5 % mRNA, tRNA

Nukleové kyseliny

15.1.3.1. Bunécna sténa

Buné¢na sténa kvasinek ma, stejné jako u bakterii, silnou a pevnou strukturu, dava buce tvar
a chrani ji pfed mechanickym poSkozenim a osmotickym Sokem. Pdry Vbun&cné sténé
mohou volné prostupovat razné latky s vyjimkou vysokomolekuldrnich bilkovin
a polysacharidii. Bunécnéd sténa byva tvofena nckolika vrstvami s odliSnym chemickym
slozenim. 80 % suSiny bunéné stény tvoii polysacharidy (glukany, mannany,
pfip. glukosamin a chitin) vytvarejici hustou sit’ vldken. Prostory mezi vldkny jsou vyplnény
bilkovinami (6 — 10 %). Bunécna sténa kvasinek obsahuje také urcité mnozstvi lipidu
a fosfolipidii a také fosforecnanii vazanych esterovymi vazbami na polysacharidy.

Bunécnou sténu kvasinek Saccharomyces cerevisiae tvori tri vrstvy — vnitini (glukan a proteiny), stredni
(glukomannan s proteiny) a vnéjsi (mannany s proteiny a malym mnoZstvim lipidii). SloZeni vnéjsi vrstvy
bunécné stény ma viiv na sedimentacni schopnost kvasinek — tzv. flokulaci. Flokulace kvasinek je jev, pri kterém
dochazi ke vzajemné reverzibilni adherenci bunék, jejimz vysledkem je tvorba sedimentujicich makroskopickych
viocek. Vyznam ma zejména v pivovarnictvi, kde hovorime o tzv. ,,spodnich pivovarskych kvasinkdach* (usazuji

se diky snizenému obsahu mannanit a zvysenému obsahu proteinii) a ,, svrchnich pivovarskych kvasinkach* (ty
jsou vyndsSeny do pény).
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Elektronovym mikroskopem pozorujeme na povrchu bunécné stény vyvySené prstence —
tzv. jizvy po puceni (jejich pocet urcuje stati bunky), na jednom pdlu buniky potom zvlastni
prstenec — jizvu zrodu (v tomto misté byla buiika spojena s bufikou matetskou).

Na povrchu stény nékterych druhi kvasinek se vyskytuji fimbrie, které se napt. u S. cerevisiae
uplatnuji pti flokulaci, jiny typ fimbrii ma funkci pfi pohlavnim rozmnozovani. Nékteré
kvasinky (napf. rody Cryptococcus ¢i Rhodotorula) tvofi na povrchu bunécné stény
polysacharidové pouzdro.

15.1.3.2. Cytoplasmatickda membrdana

Podobn¢ jako u bakterii, tvoii cytoplasmatickou membranu kvasinek (plasmalemu)
dvojvrstva fosfolipidti s vmezefenymi proteiny. Cytoplasmaticka membrana je pomérné tenka
(asi 8 nm), smérem do cytoplasmy tvofii cetné vychlipky. Je semipermeabilni, volné propousti
pouze malé molekuly bez néboje, diky tomu tvoii osmotické rozhrani mezi buiikkou a vnéjSim
prostiedim. Mezi jeji hlavni funkce patii obousmérny transport latek, syntéza slozek bunécné
stény (glukan, chitin), transmembranova signalni transdukce (pfeména externiho signalu na
bunécnou odpovéd’ — intracelularni biochemické reakce) a ukotveni cytoskeletu. Na rozdil od
bakterii zde nejsou lokalizovany enzymy respira¢niho fetézce a systém oxidacni fosforylace.

15.1.3.3. Cytoplasma a struktury v ni ulozené

Cytoplasma kvasinek je homogenni, koloidni roztok obsahujici rizné latky (jednoduché
molekuly i makromolekuly), supramolekuldrni ttvary, bunécné organely a cytoskelet (sit’
proteinovych vlaken — mikrotubuli a mikrofilament, umoziujici vnitrobunéény pohyb
organel z mista na misto, vyznam ma i pii jaderném déleni). V cytoplasmé jsou dale ptitomna
zrnicka zasobnich latek — volutinu a glykogenu, ptip. i lipidy.

Endoplasmatické retikulum je systém dvojitych membran, na jejichz vnéj§im povrchu jsou
lokalizovany tzv. polysomy (shluky ribosomii) kde probiha proteosyntéza. Ribosomy kvasinek
jsou vétsi nez ribosomy bakterii, funkéni jednotka 80S je tvotena z podjednotek 40S a 60S.

V cytoplasmé se nachazi mitochondrie rizného tvaru a velikosti. Jsou také tvofeny dvéma
membranami, vn&j$i ma bradavcity povrch, vnitini tvoii hluboké vychlipky smérem dovnitf
mitochondrie — tzv. kristy. Mitochondrie jsou sloZené s proteint, lipidi a fosfolipidd, obsahuji
RNA a malé mnozstvi mitochondrialni DNA (mtDNA). V mitochondriich je lokalizovan
respiracni fetézec a systém oxidacni fosforylace, probiha zde i1 syntéza nékterych bilkovin.

Vyraznym Utvarem jsou vakuoly, které maji obvykle kulovity tvar a jsou obdany jednoduchou
membranou. V mladych buiikach je vice malych vakuol, ve starSich buikdch mize byt pouze
jedna vakuola vypliujici téméf cely prostor. Uvniti vakuoly jsou uloZeny hydrolytické
enzymy (proteinasy, ribonukleasy a esterasy), ma tedy podobnou funkci jako lysosomy
u vysSich organismti. SouCasné vakuoly slouzi jako rezervoar latek (naptf. aminokyselin,
purind, K*, polyfosfatt).

Membranovym utvarem je také Golgiho apardt — systém nékolika plochych méchyik,
vzajemn¢ propojenych a uloZzenych rovnobézné vedle sebe. Jeho hlavni funkei je transport
prekurzorti bunécéné stény z cytoplasmy pres cytoplasmatickou membranu.

15.1.3.4. Jadro

Jadro kvasinek je ulozeno ptiblizné uprostied buiiky a od cytoplasmy je oddéleno dvojitou
jadernou membranou s velkymi pory. Haploidni jadro S. cerevisiae obsahuje 16 chromosomii,
diploidni ma dvojnasobny pocet. Uvnitt jadra, v nukleoplasmé, nékterych druhti kvasinek
(napf. S. cerevisiae) se vyskytuji i kratké kruhové molekuly DNA podobné plasmidim
bakterii. Tésn€ pod jadernou membranou je ulozeno srpkovité jadérko (nukleolus). Dalsi
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soucasti jadra je diskovité poldrni telisko vieténka a z néj vychazejici mikrotubuly tvotené
bilkovinou tubulinem. Vieténko hraje dilezitou roli pti d€leni jadra.

Vnitini cast chromosomil se nazyva centromera a uplatiiuje se pri déleni a segregaci chromosomii. V koncovych
usecich — telomerdch, se vyskytuji pricné vazby mezi obéma retézci DNA. Jako ostatni eukaryotni chromosomy,
obsahuji i chromosomy kvasinek chromatin. Ten je slozeny z histonit (Cast téchto bilkovin ma podobné slozeni
Jjako histony vyssich organismit) tvoricich kulovité nukleosomalni podjednotky, kolem kterych se obtaci DNA.

15.2. RozmnoZovani kvasinek

Na rozdil od bakterii se kvasinky mohou rozmnoZzovat vegetativné (nepohlavn¢) i sexudlné
(pohlavng). Nékteré tzv. asporogenni kvasinky se mnozi pouze vegetativné. Bunky kvasinek
mohou byt bud’ v haploidni (obsahuji jednu sadu chromosomi) nebo diploidni (obsahuji dvé
sady chromosomu) fazi, které¢ se pravidelné stiidaji. Stejn¢ tak se v ramci jejich zivotniho
cyklu stiidaji stadia vegetativniho rozmnozovani (anamorfa) a stidia rozmnozovani
pohlavniho (teleomorfa).

8 —  © Dilezitym okamzikem v klidové
pugent \ buiice je tzv. start, kdy se
a Q rozhoduje o tom, zda buika
haploid nastoupi bunétné déleni. Je-li

Ziviny), probéhne bunécné déleni
. a/o az do konce. Naopak pfi
. diploid

nedostatku zivin (zdroju uhliku
haplmd ‘ .puéem’ ‘/

a dusiku) zacind u diploidnich
8

bunék v tomto okamziku meiosa
Obrazek 39: Zivotni cyklus Saccharomyces spp. (URL 1 — upraveno)

O ,4‘ konjugace sporulace Vtomto okamziku buika ve
O g .f\'. vhodnych podminkach (teplota,

pucem

a sporulace. Tento okamzik je
také  vychozim bodem pro
konjugaci dvou haploidnich bunék
opacného parovaciho typu.

15.2.1. Vegetativni rozmnoZovani
VétSina kvasinek se vegetativné rozmnoZuje pucenim, rody tvofici pravé mycelium potom
pficnym délenim.

Pii puceni vytvati vznikajici dcefind bunka maly pupen, ktery je kanadlkem spojeny s buiikou
matefskou. Pfed vlastnim pucenim dochazi k déleni endoplasmatického retikula, vakuol a ke
zméné tvaru mitochondrii (ty se protahuji). Soucasné probiha
mitosa — jaderné déleni. Kanalkem pfechazi nové jadro a slozky
cytoplasmy do dcefiné bunky. Kandlek je nejdiive uzavien
cytoplasmatickou membréanou, posléze dochéazi k tvorbé bunécné
stény. V pupenu se intenzivné syntetizuje a rozSifuje
endoplasmatické retikulum, malé vakuoly se spojuji v jednu
velkou. Po ukonceni puceni se dcefind buiika oddéli nebo zistava
spojena s buiikou matefskou po nékolik d€leni a vytvori tzv.
bunecny svazek (obrazek 40). Cely cyklus bunécného déleni trva
za optimalnich podminek asi dvé hodiny a je regulovan velkym
poctem gend (asi sto tzv. CDC genti, angl. Cell Division Cycle).

Obrazek  40:  Bunécny
svazek kvasinek. (Silhankova,
2002 — upraveno)

Cyklus bunécéného déleni kvasinek md ctyri faze — G1, S, G2 a M. G1 faze predstavuje riist buriky a pripravu na
replikaci chromosomii, dochazi ke zdvojeni polarniho téliska v jadre. V'S fazi probiha syntéza DNA,
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chromosomy se zdvojuji ve dve chromatidy spojené centromerou. Soucasné vznika maly pupen. Nasleduje G2
faze (tzv. priprava na mitosu) — poldrni téliska se separuji a vytvori protilehlé poly jadra, dojde k tvorbé
mikrotubulii a vznikd vieténko. V konecné fazi (M faze) dojde k migraci jadra do pupenu a probéhne jeho
mitotické déleni. Vieténko se protihne, zdvojené chromosomy se rozdéli podél centromery a mikrotubuly
vieténka tahnou sesterské chromatidy k opacnym polim vireténka. Po pretrzeni vieténka vznikaji dvé samostatnd
jadra, z nichz kazdé ma vlastni poloveé télisko s mikrotubuly a jednu sadu chromosomii. Soucasné dochazi k riistu
pupenu témér az na velikost materské bunky, nasleduje jeho oddeéleni a dokonceni celého cyklu.

15.2.2. Pohlavni rozmnoZovani

Vétsina kvasinek je schopna také pohlavniho rozmnozovani, jehoz vysledkem je tvorba
pohlavnich spor. Vieckovytrusné kvasinky (Ascomycotina) tvoti endospory, tzv. askospory,
které jsou umisténé ve vi‘ecku neboli asku. Askospory mohou mit rizny tvar, nejcastéji jsou
kulovité ¢i elipsoidni. Stopkovytrusné kvasinky (Basidiomycotina) tvoii exospory (sporidie,
basidiospory) umisténé vné sporotvornych bunék.

Pii pohlavnim rozmnozovani dochazi je spajeni — konjugaci dvou haploidnich bunék
aspajeni jejich jader neboli karyogamii za vzniku diploidniho jadra. Diploidni jadro se
nasledné¢ déli meiosou (reduk¢énim délenim) na ¢tyti haploidni jadra, z nichz bud’ rovnou nebo
po dal$im, tentokrat mitotickém déleni, vzniknou pohlavni spory. V zivotnim cyklu kvasinek
se tedy haploidni a diploidni faze bunck stiidaji.

Pri meiose dochazi nejprve k rozdéleni polarniho teliska na dvé a k vytvoreni vieténka. Soucasné vznika kulovité
télisko, z néhoz se tvori organely zodpoveédné za parovani diploidnich chromosomii v ekvatorialni roviné jadra
(tzv. synapse). Mikrotubuly vieténka tahnou kazdou sadu chromosomii k opacnému pélu jadra — hovorime
0 segregaci chromosomii. Vsechny chromosomy jsou v tomto okamziku jiz rozdélené na dvé chromatidy spojené
centromerou, syntéza DNA byla ukoncena. Nekdy je tato ¢dst meiosy oznacovana jako prvni déleni. Nasledne
dochazi k opétovnému rozdéleni polarnich telisek a tvorbé novych vrietének, které segreguji jednotlivé
chromatidy k opacnym poliim. Po rozpadu novych vietének vznikaji étyii jadra, kazdé z nich obsahuje polarni
telisko s mikrotubuly a haploidni sadu chromoSomii. Tato faze byva oznacovana jako druhé déleni.

15.2.2.1. Tvorba endospor
U askosporogennich kvasinek dochdzi sou€asné ke spajeni haploidnich bun¢k a spajent jejich
jader (karyogamii) za vzniku diploidni buiiky — zygoty. Na zaklad¢ velikosti spajenych bunék
muzeme hovofit o izogamnim nebo o heterogamnim spajeni. Pii izogamnim spdjeni,
typickém pro heterothalické kmeny kvasinek (napi. rod Saccharomyces), jsou obé bunky
pfiblizné stejné velké a jsou pohlavné rozliSené, tj. patii do riznych parovacich (kopula¢nich)
typt. Naptiklad u S. cerevisiae se spaji buiika typu a s bunikou typu a (obrazek 41). Po
vytvofeni zygoty se miiZze diploidni bunika vegetativné mnozit. Za vhodnych podminek
(aerobni metabolismus,
alkalické pH, atd.) dochazi
® @ ke sporulaci diploidni buniky,
@ kdy se pfi meiose celd bunika
preméni v askus (viecko)
1. zména tvaru bunék 2. vznik zygoty 3.putenizygoty  obsahujici az 4 askospory
(nekteré z jader muze
zaniknout).

Obréazek 41: 1zogamni spéjeni. (Silhankova, 2002 — upraveno)

Pti heterogamnim spdjeni se velkd matetska buiika spaji se svym vegetativnim potomstvem
(malou dcefinou bunkou — pupenem). Tento typ spajeni je charakteristicky homothalické
kmeny kvasinek, napt. pro rod Debaryomyces. Vznikla zygota podléha meiose pii niz se
matefska bunka pfeméni v askus s 1 az 4 askosporami. U nekterych kvasinek zygota pred
sporulaci nejprve puci a teprve novy pupen se piemeni v askus.
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15.2.2.2. Tvorba exospor

Kvasinky tvotici sporidie (napt. rod Leucosporidium) jsou heterothalické. Jejich haploidni
buniky se vegetativné rozmnozuji puc¢enim. Pfi smichdni obou parovacich typt dochazi ke
spajeni bungk, ale nikoli jejich jader — vznika dvoujadernd miceldrni faze. Na myceliu se
tvofi tzv. piezky, umoznujici pfechod jednoho jadra do sousedni buiiky (po mitose obou jader
ma tedy kazdé buiilka dvé rlizna jadra). Po urcité dob¢ se na konci vzniklého mycelia vytvori
kulovity utvar — teliospora. Teprve v teliospoie dochazi ke karyogamii. Po ur¢ité klidové fazi
teliospora vykli¢i vtzv. promycelium, v némz nastdva meiosa. Promycelium muize byt
jednobunécné nebo rozdélené prepazkami na Ctyfi buiiky. Z bunék promycelia se nasledné
pucenim oddéluji jednobunécéné haploidni sporidie prvniho nebo druhého parovaciho typu.
Pucenim sporidii vznikaji vegetativni haploidni buriky a cely cyklus se uzavira.

Pfi tvorbé basidiospor dochazi nejprve ke spajeni dvou pohlavné odliSenych haploidnich
bunék, vytvoii se dikaryotické mycelium s piezkami pro prechod jader do sousednich bun¢k.
Na konci mycelia vznika §tihla basidie, v niz probiha karyogamie i meiosa, nasledovana
jednou ¢i vice mitosami. Na konci basidie se tvoii basidiospory (ptisedlé nebo v fetizcich).

15.3. Vyskyt kvasinek a jejich vyznam v potravinarstvi
Kvasinky jsou v pfirodé¢ velmi rozsitené. Vyskytuji se v kvétnich nektarech a vyronech
stromd, ale také v pud¢, ve vzduchu ¢i ve stievnim traktu lidi, zivo€icht a hmyzu (napft. vcel).
Casto se vyskytuji na ovoci, pfedeviim bobulovitém a peckovitém (hrozny, §vestky, atd.),
a dalsich cukernatych potravinach. Sifeni kvasinek je umoznéno zejména hmyzem a vétrem.
Ve vzduchu byva nejvice kvasinek pfi kveteni stromt a zrani ovoce.

V kvétnich nektarech se obvykle vyskytuji oxida¢ni typy kvasinek (napt. rody Cryptococcus,
Rhodotorula, mén¢ casto Candida), oproti tomu na povrchu mékkého ovoce pievladaji
kvasné typy jako Saccharomyces spp. ¢i Saccharomycodes spp.

Kvasinky se obvykle jen velmi malo mnozi na mase a dal$ich bilkovinnych potravinach. Je to
dano jejich fyziologickymi vlastnostmi — pottebou sacharidii, odolnosti ke kyselému prostredi,
osmotoleranci nékterych druhii a velmi omezenou schopnosti $tépit bilkoviny. Jejich vyskyt
V potravinach je také vyznamné ovlivnén nizkou teplotni odolnosti, kdy vétSina kvasinek je
usmrcena jiz pii teplot¢ 56 °C za 2 — 5 minut. Spory kvasinek maji jen nepatrné vyssi
odolnost neZ vegetativni buiky.

ProtoZe se kvasinky rozmnozuji vyrazn€ pomaleji neZ bakterie, uplatiuji se predevSim pfi
kaZeni potravin, ve kterych jsou pro bakterie neptiznivé riistové podminky. Jedna se zejména
o potraviny kyselé¢ (nizké pH), s vysokym obsahem cukru ¢i NaCl nebo potraviny
konzervované organickymi kyselinami. Nejcastéji se snezddoucim ristem kvasinek
setkdvame u kompotl, ovocnych §tav a dalSich ovocnych vyrobkl a salatd, slazenych
limonad a mineralnich vod ¢i alkoholickych napoja (pivo, vino). Osmotolerantni kvasinky se
podileji na kaZeni napt. sladového vytazku, medu ¢i plnénych cokolddovych bonbon.
Kvasinky se podili také na kazeni fermentovanych mléénych a masnych vyrobkt, dale masla,
margarini a vyrobkill obsahujicich majonézu. Kontaminace neZzadoucimi kvasinkami
zpusobuje problémy také pii vyrobé drozdi, Vv pivovarnictvi a vinafstvi. Nékteré druhy
kvasinek produkuji pigmenty a zplsobuji barevné zmény na potravindch (napf. rody
Rhodotorula, Sporobolomyces ¢i Cryptococcus).

Patogenni druhy kvasinek (Candida albicans, Cryptococcus neoformans) mohou vyvolat
u oslabenych jedinct vaZzna onemocnéni.

Nejvetsi  wyuzZiti nachazi kvasinky (zejména Saccharomyces cerevisiae) pii vyrobé
alkoholickych néapoji (pivo, vino, kvasna vyroba ethanolu) a krmného a pekaiského drozdi.

103



Kvasinky a jejich vyznam v potravinarstvi

Kvasinky hraji dualezitou roli také v prvnich fazich pfirozené fermentace kavovych zrn
a kakaovych bobtli, osmotolerantni druhy potom pii vyrobé sojové omacky. Kulturni kmeny
kvasinek se dale vyuzivaji pii vyrob¢ nékterych druhti syra a fermentovanych mlék jako kefir
a kumys (napf. Kluyveromyces marxianus) a také fermentovanych masnych vyrobku
(Debaryomyces hansenii, Yarrowia lipolytica, atd.).

Mimo pekarenstvi se drozdi pouziva také jako ptisada do vyzivovych preparatl, jeho extrakty
a autolyzaty potom jako piisada do potravin (polévky, omacky, polévkova koieni) ¢i
mikrobiologickych pid. Vyssi alkoholy ziskdvané pfi rafinaci lihu, tzv. pfiboudlina, se
pouzivaji jako rozpoustédlo lakti. Z bunék kvasinek se izoluje fada chemickych latek jako
enzymy, koenzymy, nukleotidy, atd. Stru¢ny piehled potravinaisky nejvyznamnéjsich druht
kvasinek a jejich vyuziti je uveden v tabulce 9.

Tabulka 9: Piehled vybranych potravinafsky vyznamnych kvasinek a jejich vyuziti.

1. ASCOMYCOTINA
Saccharomyces spp. - zkvasuji glukosu, sacharosu, maltosu, galaktosu, rafinosu
S. cerevisiae - vyroba pekatského drozdi
- pivovarnictvi (svrchni a spodni pivovarnické kvasinky) a vinafstvi
- kvasna vyroba lihu
- modelovy organismus pro biochemické a genetické studie

K|uyver0myces spp. - zkvaéuji laktosu

K. marxianus var. lactis - vyroba kefiru, spolu s bakteriemi tvofi tzv. kefirova zrna (anamorfa —
imperfektni stadium je Candida kefyr)

Debaryomyces spp. - nékteré kmeny jsou soucasti kultur pro vyrobu fermentovanych tepelné

D. hansenii neopracovanych masnych vyrobki

- kontaminuji mlééné vyrobky, maso, majonézy
- mohou se vyskytovat na ktzi lidi a zvifat
- v tekutych vyrobcich vytvari mazdru (bily kozovity povlak)
Zygosaccharomyces spp. - osmotolerantni (toleruji az 50 % glukosy)
- kazeni medu, marcipanu, plnénych cokolddovych bonboni a figurek
(zkvasovani napln¢)
- tvorba kiisu (povrchové blanky) v lahvovém viné

Schizosaccharomyces spp. -  vyuZiti pfi odkyseleni vin (utilizace kyseliny jable¢né)

S. pombe -V Africe vyuZivané na pripravu alkoholického népoje ,,pomba“ z prosa
Pichia spp. - tvorba kfisu v lahvovém pivu a viné

Saccharomycopsis spp. - S. fibuligera produkuje amylasy (tzv. ,.ktidova plisen chleba‘®)

S. fibuligera, S. lipolytica - S. lipolytica St€pi tuky, podili se na kazeni mdsla, margarint, olejt,

majonézy a chleba
2. BASIDIOMYCOTINA

Filobasidiella spp. - patOgenI}irod -
- zpusobuje zavazna onemocnéni zvifat i lidi

3. DEUTEROMYCOTINA

Candida spp. - vyroba krmného drozdi z melasy a dal$ich materiald

C. utilis, C. tropicalis, - nezadouci kontaminace pekaiského drozdi

C. albicans - patogenni C. albicans zplsobuje onemocnéni kuze a nehtd,
u oslabenych jedinct i kandidézu sliznic a vnitinich organti

Geotrichum spp. - vytvaii bilé sametové az vatovité kolonie (tzv. mlécna plisett)

- tvori pfechod mezi kvasinkami a plisnémi

- nema kvasné schopnosti

- obsahuje sacharolytické, proteolytické a lipolytické enzymy

- Castd kontaminace mlécnych vyrobkd (tvaroh, jogurty), drozdi,
kysaného zeli a tukovych tkdni masa

(zpracovano podle — Gorner a Valik, 2004; Silhdnkova, 2002)

G. candidum
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16. PLISNE A JEJICH VYZNAM V POTRAVINARSTVI

Plisn¢ (angl. mould) jsou chemoorganotrofni mikroskopické vlaknité eukaryotni
mikroorganismy nalezejici do ¥iSe houby (Fungi). Plisné maji velky ekonomicky vyznam,
fada z nich parazituje na plodinach (jsou fytopatogenni) nebo vyvolava kazeni uskladnéné¢ho
ovoce a zeleniny ¢i potravin zivo¢iSného ptuvodu. Plisn€ jsou také vyznamnymi producenty
antibiotik. Na druhou stranu produkce mykotoxini mulze vyvolat vazné zdravotni obtize,
stejné jako patogenni druhy plisni.

Potravinaisky vyznamné plisn€ nalezi, podle typu pohlavniho rozmnozovéani, do nésledujicich
taxonomickych skupin:

1) Zygomycotina (tiida Zygomycetes) — rody tvoiici jednobunécné, neboli nepiechradkované
mycelium, pohlavni rozmnozovani je charakteristické tvorbou zygot, pfi nepohlavnim
rozmnozovani vznikaji endospory (napft. rody Mucor a Rhizopus);

2) Ascomycotina — rody tvofici pfehradkované mycelium, pii pohlavnim rozmnoZzovani
vznikaji askospory, pfi nepohlavnim exospory (napi. rody Penicillium a Aspergillus);

3) Deuteromycotina (tzv. Fungi imperfecti) — rody tvofici pfehradkované mycelium, které se
mnozi pouze vegetativné a tvoii vegetativni exospory (napf. rody Alternaria a Fusarium).

Z botanického hlediska je pojem plisné vyhrazen pouze pro houby s neprehradkovanym myceliem (tiida
Zygomycetes), zastupci podkmenii Ascomycotina a Deuteromycotina jsou oznacované jako tzv. vidknité houby
nebo vlaknité mikromycety. V potravinarské praxi se vsak pojem plisné pouziva pro prislusniky vsech tii skupin
(rist na napadeném materialu je podobny, stejné tak fyziologické viastnosti a typ kazeni).

16.1. Zakladni charakteristika

16.1.1. Ristové naroky

Plisn¢ jsou aerobni mikroorganismy a ke svému riistu pottebuji vzdusny kyslik, existuji vSak
také rody (napt. Mucor spp.) schopné rlstu i za anaerobnich podminek, kdy ptechazi na
fermentaéni metabolismus. Potfeba kysliku je dana skuteCnosti, ze esencidlni slozkou
jejich cytoplasmatické membrany jsou steroidy (ergosterol), jejichz syntéza vyzaduje kyslik.

V porovnani s bakteriemi jsou plisné¢ schopné snaSet hodné extrémni podminky. Toleruji
velmi Siroké rozmezi pH 3 — 9, n¢které druhy rostou dokonce i pii pH pod 2. Dobie rostou
I pfi nizké aktivité vody, xerofilni plisné maji hranici minimalni aktivity vody 0,60. VétSina
plisni neroste pfi teplotach pod 2 — 5 °C, avsak nékteré druhy (napt. Cladosporium herbarum)
jsou schopny rust i pii teplotach pod bodem mrazu az do -10 °C.

16.1.2. Morfologie plisni

Stélka plisni (thalus) se obecné sklada ze dvou casti — mycelia a spor. Mycelium tvofi splet
vldaken (hyf), které mohou byt bud’ jednobunécné (bez piepazek, tiida Zygomycetes) nebo
vicebunécné (septované). Septa (piepazky) maji uprostied otvory dovolujici ptechod
protoplasmy a organel z buiiky do buiky. Nové hyfy vznikaji kli¢enim spor, rist hyf probiha
na konci. Hyfy jsou v podstaté dlouhé trubice, Siroké 5 — 10 pm, které se dale vétvi.

Myecelium v substratu — substratové (vegetativni) mycelium, slouzi k vyzive plisni; vzdusné
(reprodukcni) mycelium roste na povrchu substratu a ma rozmnozovaci funkei.

Velmi hustd splet’ hyf, tvofici pomémé tvrdy polokulovity utvar, se nazyva sklerocium.
Sklerocium ma obvykle tmavou barvu, primér né€kolik milimetrii a je velmi odolné vici
nepiiznivym podminkdm. Vyskytuje se piedev§im u nesporotvornych druht. U plisni, které
parazituji na ovoci ¢i dalSich rostlinach, se vytvati kozovita splet” hyf, tzv. stroma.
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16.1.3. Stavba buriky plisni

Plisn¢ patii mezi eukaryotni organismy, stavba jejich buiiky je podobna kvasinkam. Na
povrchu se vyskytuje bunécna sténa, pod ni je cytoplasmatickd membrana (plasmalema).
Vnitini prostor bunky je vyplnén cytoplasmou, kterd obsahuje rtzné strukturni utvary
a zasobni latky. V kazdé buiice je jedno nebo vice jader, obvykle haploidnich. Dal$imi
strukturnimi Gtvary jsou endoplasmatické retikulum, mitochondrie, Golgiho aparat a vakuoly.
Hlavni rezervni latkou plisni jsou lipidy, tvofici v cytoplasmé rtizn¢ velké kapicky. Déle se
Vv cytoplasmé nachazi zrnicka polyfosfati. Cytoplasma je obdéna cytoplasmatickou
membranou (7,5 — 8 nm), jejiz slozeni i funkce jsou podobné jako u kvasinek.

16.1.3.1. Bunécnd sténa

SloZeni bunécné stény plisni neni jednotné, vyznamné se lisi u jednotlivych bunécnych utvart
(tj. hyf, fruktifikaénich organti a spor). Nejvétsi zastoupeni maji polysacharidy (chitin,
chitosan, glukany, mannany, dale celulosa a latky podobné ligninu), pfitomny jsou také
bilkoviny a velké mnozstvi lipidii. Mimo neutralnich lipid(,, obsahuje bunécna sténa plisni
také vosky (estery mastnych kyselin a vyssich alkoholl), které pfispivaji k nizké smacitelnosti
hyf a fruktifika¢nich organi — konidii a sporangioforti.

Stény konidii obsahuji rtizna barviva, proto maji kolonie plisni ¢asto napadnou barvu. Casta
je zelena az modrozelena barva (Penicillium spp., Aspergillus spp.), dale barva bézova, hnéda,
¢erna (napt. Aspergillus niger), rizova, atd. Stény endospor a blana sporangia u zygomycet
obsahuji vétSinou hnédocerné barvivo melanoidni povahy, které slouzi jako ochrana pted
ucinky ultrafialového zafeni. Stény vegetativnich hyf jsou, az na vyjimky, bezbarvé.

16.2. RozmnoZovani plisni

Podobné jako kvasinky jsou plisné schopny se rozmnozovat vegetativné (nepohlavng)
I pohlavné (sexualng). V ramci jejich zivotniho cyklu rozliSujeme zivotni stadium schopné
pohlavniho rozmnozovani — teleomorfa (perfektni, sexualni stidium), a stadium, kdy se
rozmnozuji pouze vegetativné — anamorfa (imperfektni, nepohlavni stadium).

U plisni dochézi ke vzniku dvou typii spor — vegetativnich (nepohlavnich) a pohlavnich.
Vegetativni spory vznikaji pfi nepohlavnim rozmnozZovani, pohlavni spory potom pfi
rozmnozovani sexualnim. Dale rozliSujeme vznik spor thalicky, kdy je vznik spory spojen
s rozpadem hyfy (napf. artrospory), a blasticky, kdy se spory tvoii de novo riznym zplsobem.

16.2.1. Vegetativni rozmnoZovani

Vegetativni rozmnozovani plisni se dé&je rozriistanim hyf a tvorbou nepohlavnich spor.
Vegetativni rast mize byt bud’ polarizovany (apikalni) — ten je typicky pro riist vrcholové
¢asti hyf, nebo nepolarizovany — dochazi k vyvoji tzv. blastickych (kvasinkovitych) forem.

Vegetativni spory se tvoti bud’ na vegetativnich hyfich nebo na zvlastnich fruktifikacnich
orgdnech. Spory umisténé vné organu se nazyvaji exospory (konidie), spory tvofici se uvnit
organu se oznacuji jako endospory (sporangiospory).

16.2.1.1. Vegetativni exospory

Exospory neboli konidie rliznych rodl jsou znacné odlisSné, maji riizny tvar — kulovity,
elipsoidni, valcovity, vietenovity, srpkovity, spirdlovité stoceny atd. Mohou byt jednobunécné
(mikrokonidie) ¢i vicebunécné (makrokonidie). Makrokonidie mohou byt umistény jednotlivé,
Vv fetizcich nebo kulovitych utvarech.

Rozpadem vlaken v jednotlivé bunky vznikaji tzv. oidie neboli artrospory, které jsou casto
silnosténné, valcovité, soudeckovité ¢i ovalné (obrazek 42a).
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Dals$i moznosti vzniku spor je puceni, pii

kterém vznikaji blastospory. Blastospory Jreimladsispora
vyrustaji na myceliu jednotlive,
Vv chomaccich, hroznech ¢i fetizcich. Puceni
s nasledujici tvorbou prehradek se uplatiiuje
pfi  tvorbé vicebunécnych spor, které
vznikaji tzv. bazifugalne, kdy nejmladsi
spora vznikd ze star§i na vrcholu fetizku
(obrazek 42b). Tento zpusob je typicky a) artrospory b) blastospory c) fialospory
napf. pro rody Cladosporium ¢i Alternaria.  Obrazek 42: Vznik exospor u plisni. (Silhankova,
2002 — upraveno)

IITDhoo

Nékteré konidie mohou vznikat ze zdkladni
buiky bazipetdlnim zpiisobem, kdy nejmladsi konidie je naopak nejblize zakladné (obrazek
42¢). Timto zpusobem se tvoii napi. fialospory, které vznikaji v fetizcich ze specialni
lahvovité bunky, tzv. fialidy. Tvorba fialospor je charakteristickd pro rody Aspergillus,
Penicillium, Stachybotrys, atd.

konidie Je-li hyfa nesouci konidie
8 zietelnd odlisena od
fialidy ostatnich hyf, oznacuje se
jako konidiofor. Konidiofory
[ , . ;
metuly mohou byt jednoduché,
vétvené nebo na Kkonci

vezikula R -
Konidiofor zdufelé ve vezikulu.
; o ) V piipadé vezikul se vlastni

a) Aspergillus spp. b) Penicillium spp. c) koremium

) sporotvorné bunky (fialidy)
Obrazek 43: Razné druhy konidioford. (Silhankova, 2002 — upraveno) mohou Vyskytovat ve dvou
vrstvach. Z vezikuly vyrustaji primarni fialidy — metuly, z metul potom vyrGstaji svazky
sekundarnich fialid, ze kterych se uvoliluji konidie. S timto uspofadanim se setkavame
u plisni rodu Aspergillus (obrazek 43a). Bohaté¢ ¢lenéné konidiofory maji i zastupci rodu
Penicillium (obrazek 43b).

U nékterych druhiti rodi Penicillium, Aspergillus a dalSich plisni sristaji konidiofory ve
svazek oznaCovany jako koremium, ktery je ukoncen palickou spor (obrazek 43c). U jinych
jsou kratké konidiofory umistény v kulovitém ¢i hruskovitém utvaru nazyvaném pyknidium
¢i pyknida, ze kterého se jednotlivé konidie uvolfiuji otvorem zvanym ostiola.

Zvlastnim typem exospor jsou chlamydospory, které jsou pomérné odolné vici nepfiznivym
podminkdm vné&jSiho prostfedi. Pii tvorbé chlamydospor se kolem jednotlivych bunék
mycelia vytvofi velmi silny obal a obsah builky se zahusti. Chlamydospory jsou bud’ koncové
nebo interkaldrni (vmezetené), vznikaji v jednobunééném myceliu 1 ve vicebunéénych
konidiich (makrokonidiich).

16.2.1.2. Vegetativni endospory

Sporangium (vytrusnice) je vakovity fruktifika¢ni
organ, ve kterém vznikaji endospory oznafované
jako sporangiospory (obrazek 44a). Sporangium
plisni ma kulovity, hruskovity nebo vélcovity tvar
abyva umisténo na zvlastni jednoduché ¢i vétvené
hyfé — sporangioforu. Cast sporangioforu, ktera a) sporangium b) sporangiola
zasahuje d(? §pora13g1a,‘s? hazyva k,OIU.meIa.’JeletYar Obrazek 44: Sporangia a sporangioly.
(polokulovity, hruskovity) je dobrym identifikaénim (Silhankova, 2002 — upraveno)

sporangium
kolumela

sporangiofor

107



Plisné a jejich vyznam v potravinarstvi

znakem. Nékteré rody kolumelu postradaji. U nékterych plisni je sporangium doprovazeno
nebo zcela nahrazeno pfitomnosti drobnych sporangiol, které obsahuji pouze 1 az 10 spor
(obrazek 44b). Z potravinaisky vyznamnych plisni se sporangiospory vyskytuji pouze u tiidy
Zygomycetes (napi. rody Mucor a Rhizopus).

16.2.2. Pohlavni rozmnoZovani

Pro pohlavni rozmnozovéani plisni je charakteristické spdjeni dvou bunck a produkce
pohlavnich spor. Podobné jako kvasinky, i plisné mohou byt homothalické (pohlavné
nerozliSené) a heterothalické (pohlavné rozliSené). Homothalické rody plisni jsou pomérné
vzacné, v jejich piipadé dochdzi ke spdjeni bunék vyrustajicich z téze hyfy. V prevazné
vetsing pripadl se setkavame s rody heterothalickymi, které obsahuji kmeny dvou pohlavnich
typti — pohlavniho typu (+) a opac¢ného typu (-). U nékterych plisni jsou saméi a samici
organy morfologicky rozliseny.

RozliSujeme 4 typy pohlavnich spor — o00spory, zygospory, askospory a basidiospory.
Z potravinatského hlediska jsou vsak dilezité pouze zygospory a askospory.

Pii tvorbé zygospor dochazi nejprve ke kontaktu vybézkt hyf (progametangii), z koncu
progametangii se uvolni buriky (tzv. gametangia), které se spaji izogamnim ¢i heterogamnim
zptisobem. Vznika zygospora — diploidni burika se silnou obalovou vrstvou, obvykle tmavé
barvy a s napadnymi vyrustky. Pfi izogamnim spajeni jsou obé progametangia zhruba stejné
velkd, pfi heterogamnim je jedno vétsi. Pri kliceni zygospory dojde k meiose, pii které vsak
tfi haploidni jadra zaniknou a ctvrté se dé€li mitosou. Ze zygospory potom vyroste
sporangiofor se sporangiem (zygosporangiem) obsahujicim haploidni endospory jednoho
pohlavniho typu. Zygospory se vyskytuji pouze u tfidy Zygomycetes.

Askospory plisni se obvykle tvofi po osmi ve viecku (asku). Asky vznikaji vétSinou
z dvoujadernych hyf, které jsou bud’ volné nebo ulozené ve fruktifikaénich organech.
Kleistothecium je uzavieny kulovity fruktifikaéni organ s neuspofadanymi asky. Perithecium
je kulovity az lahvovity Utvar s paralelné uspofadanymi asky, které jsou uvoliiovany otvorem
(ostiolou). Tvorbé askospor predchazi v dvoujaderné bunce karyogamie (spajeni jader),
vzniké diploidni jadro, které se nasledné déli meiosou. Vzniknou €tyfi haploidni jadra, ktera
se rozdéli mitosou. Tim vznikne zéklad pro osm askospor v jednom asku. Asky mohou byt
bud’ usporddané (askospory jsou v jedné fad€), nebo neusporadané (shluk kulovitych ¢i
elipsoidnich askospor). Druhy zptsob je typicky napt. pro rody Penicillium ¢i Aspergillus.

16.3. Vyskyt plisni a jejich vyznam v potravinarstvi

Hlavnim rezervoarem plisni je pida. Z pudy se Siii typicky vzduchem a kontaminuji
organicky material (rostliny), exkrementy zvifat a dal§i pfedméty, zejména ty uloZené ve
vlhku. Barviva pfitomna ve sténé konidii a endospor, pfip. 1 hyf, je chrani pfed ucinky
ultrafialového zafeni a umoziuji tak jejich dobré pieZivani.

Podobné¢ jako v ptipad€ kvasinek, 1 rast plisni je ovlivnén jejich fyziologickymi vlastnostmi.
Plisn¢, jako aerobni organismy, se obvykle rozmnozuji na povrchu napadené¢ho materialu.
Jsou pomérné nendrocné na uhlikaté ziviny, protoze je dokédzi velmi efektivné vyuzivat,
a produkuji celou skédlu enzymi — sacharolytickych, proteolytickych i lipolytickych. Diky
tomu jsou schopny napadat rizné druhy organického materidlu (potraviny, dievo, kiize,
tkaniny, nckteré plasty, atd.), zejména ulozeného ve vlhkém prostfedi. Plisn¢ také umi
vyuzivat vzdusnou vlhkost a okludovanou vodu (vodu chemicky vazanou, kterd se uvoliluje
az za vysSich teplot), coZz jim umoznuje rust napf. 1 na vlhkém zdivu. K jejich Sifeni déle
prispiva i schopnost ristu v kyselém prostiedi ¢i za nizkych teplot.
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Podobné jako kvasinky, jsou i1 plisné pomérné madlo teplotné odolné, vétSinou nepiezivaji
zahtev na teploty 70 — 75 °C po dobu nékolika minut. Spory nékterych plisni (rody
Phialophora, Paecilomyces a Byssochlamys) zustavaji zivotaschopné i pii pusobeni teploty
85 °C po dobu az 10 minut, a proto jsou schopny piezivat i v kyselych sterilovanych
potravinach (napf. sterilované okurky), které se tepeln¢ oSetiuji teplotami do 100 °C,
a nasledn¢ zptisobovat jejich kazeni.

Diky pomalému rustu, ale soucasn¢ toleranci k pomérné extrémnim podminkam prostiedi
(nizka aktivita vody, kyselé pH, nizka teplota), se plisné podili pfedev§im na kaZeni potravin,
ve kterych jsou nevhodné podminky pro rozvoj bakterii. Naroky plisni na minimalni obsah
vody V potravinach jsou, v porovnani s bakteriemi a kvasinkami, téméf poloviéni (asi 15 %),
plisn¢ se mohou rozmnoZzovat i pii pomérn¢ nizké aktivité vody. Z téchto divodu piednostné
napadaji povrch dZzemti, marmeléad, chleba a dalSiho peciva ¢i zvlhlych potravin (obili, mouka,
mak, atd.). U zvlhlého obili a mouky vyvolavaji neodstranitelny zatuchly pach. Plisné jsou
schopny napadat i neporusend rostlinna pletiva (slupka ovoce, zeleniny, atd.) a vytvari tak
vstupni branu pro rozvoj bakterii. Plisné velmi Casto kontaminuji a znehodnocuji kyselé
potraviny — kyselé ovoce, ovocné $tavy, marmelady a dzemy. Rody rostouci pii nizkych
teplotach (az -10 °C) kontaminuji a znehodnocuji chlazené a ptipadné i1 mrazené potraviny,
jako je maso, maslo, vejce, atd. Zde se uplatiiuji jejich proteolytické a lipolytické enzymy.

Mimotadny vyznam ma produkce mykotoxini, kterym je vénovana nasledujici podkapitola.
Patogenni druhy plisni mohou vyvolat u citlivych jedinci alergické reakce ¢i mykozy,
fytopatogenni druhy zptsobuji vazné Skody na zemédélskych plodinach.

Na druhou stranu primyslové vyuZiti nachazi plisné zejména pii produkci enzymi
(proteinasy, amylasy, celulosy a pektolytické enzymy), antibiotik a organickych kyselin (napf.
kyselina citronova, fumarova, §tavelovd). Dale se plisné uplatiuji pfi aerobnim CciSténi
odpadnich vod ¢i vyrobé mikrobidlnich insekticidii. V potravinarském primyslu se kulturni
kmeny plisni pouzivaji pti vyrob& nékterych druht syrii (zrajici plistiové syry typu camembert
a roquefort), kde umoziuji jejich zrani a rozvoj charakteristickych senzorickych vlastnosti.
Podobné je tomu i v piipadé nékterych druhti fermentovanych masnych vyrobkl (napf.
uherské salamy a né&které klobasy). Stru¢ny piehled potravinarsky nejvyznamnéjSich druht
plisni a jejich vyuziti je uveden v tabulce 10.

Tabulka 10a: Pfehled vybranych potravinaisky vyznamnych plisni a jejich vyuziti.

1. ZYGOMYCOTINA

Mucor spp. - rozséhly rod zahrnujici vice nez 100 druhil

M. plumbeus - tvofi bélavy porost s nahnédlymi sporangii

M. racemosus - vyskytuje se na fad¢ potravin (chléb, maslo, maso, ovoce, zelenina)

M. mucedo - druhy kontaminujici maso a mlé¢né vyrobky jsou proteolytické

M. pusillus - vyuziti pfi primyslové vyrobé alkoholickych napoji ze séji (anaerobni

fermentace  sacharidli), produkci proteolytickych  enzymii  (vyroba
mikrobialniho syftidla) ¢i pii hydrolyze Skrobu
- nékteré druhy produkuji mykotoxiny, nékteré jsou patogenni

Rhizopus spp. - Vpfirod¢ velmi rozsifeny, pisobi kazeni ovoce a dalSich potravin
R. nigricans - nékteré druhy maji praimyslové vyuziti (produkce alkoholickych napoji z obili
R. oryzae - arak, produkce kyseliny fumarové, enzymu, roseni Inu)

- n&které druhy produkuji mykotoxiny, n€které jsou patogenni (R. oryzae)
Thamnidium spp. - psychrofilni riist a silné proteolytické schopnosti

- kaZeni chlazeného masa a dalSich chlazenych potravin
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Tabulka 10b: Ptfehled vybranych potravinarsky vyznamnych plisni a jejich vyuziti —

pokracovani.

A. niger

A. flavus

A. parasiticus
A. fumigatus

P. chrysogenum
P. camemberti
P. roqueforti

P. nalgiovense
P. expansum

Alternaria spp.
A. alternata

A. solani

A. brassicae

C. herbarum

Fusarium spp.
F. solani

F. graminearum
F. moniliforme

Aspergillus spp.

Penicillium spp.

Cladosporium spp.

2. DEUTEROMYCOTINA A ASCOMYCOTINA*
velmi roz§ifeny, vyskyt na riiznych materialech
tvoii plstovité ¢i vatovité kolonie, star$i kolonie jsou intenzivné zbarvené
(konidie jsou dle druhu bilé, Zluté, zelené, hnédé nebo cerné)
velka enzymova vybava (amylolytické, pektolytické a proteolytické enzymy)
zpusobuje kazeni rtiznych druhl potravin, osmofilni druhy zptsobuji kazeni
dzemd, chleba a dalSich potravin s nizkym obsahem vody
nékteré druhy maji primyslové vyuziti (produkce enzymi s vyuzitim
V potravinarském pramyslu ¢i pii vyrobé pracich prask, kvasna vyroba
organickych kyselin — napf. kyselina citronova ¢i itakonova)
nékteré druhy jsou patogenni, nékteré produkuji vysoce toxicke, karcinogenni
a mutagenni mykotoxiny — aflatoxiny (A. flavus, A. parasiticus)
nejrozsifenéjSi a nejrozsahlejsi rod, podle uspotfadani Stéteckovitych
konidiofori se déli na Ctyii skupiny
vytvari zelené, sametové azZ moucné povlaky na riznych potravinach (konidie
jsou zlutozelené az modrozelené), okraje kolonii bez spor jsou bilé
zpusobuji kazeni riznych potravin - skladovaného ovoce (napf. zelend plisen
citrustt), jedlych olejii, tukl, masla, olejnatych semen a mastného peciva
(lipolytické druhy), zahusténych Stav a marcipanu (osmofilni druhy)
nékteré druhy maji primyslové vyuziti (produkce kyseliny citronové, produkce
antibiotik, vyroba plisiiovych syra ¢i olomouckych tvartzkit)
nékteré druhy jsou patogenni, jiné vyvolavaji alergické reakce
fada druhti produkuje mykotoxiny (napf. patulin — zptuisobuje znehodnoceni
jable¢nych mosta a dalSich jable¢nych vyrobkit)
tvofi kolonie vlaknitého vzhledu zbarvené Sedé, zelené az Cerné
vyskytuje se na rostlinich, jako vzdusnd kontaminace v mlékarnach
a pivovarech
zpusobuje skvrnitost kost'dlovin a cernou hnilobu mrkve
nékteré kmeny produkuji mykotoxiny
starS$i mycelium je tmavé zbarveno
vyskytuje se na sténadch potravinaiskych provozoven, ve vinafskych
a pivovarnickych sklepich, dale na chlazeném a zmrazeném mase a vejcich
Casto parazituje na rostlinich (melano6za jablek)
rozklada celulosu, pektiny a tuky
nékteré druhy vyvolavaji alergie dychacich cest
zpusobuji kazeni hlavné potravin rostlinného pivodu (jablka, rajcata,
brambory, atd.), pii vlhkém pocasi napadaji obili a zpisobuji velké ztraty,
znehodnocuji i plody a potraviny bohaté na tuky (ofechy, maslo, tuky, atd.)
nékteré druhy jsou fytopatogenni, jiné produkuji mykotoxiny (napi. T-2 toxin,
zearalenon)
jeho askosporovy druh Gibberella fuikuroi produkuje ristové latky, tzv.
gibereliny, které urychluji kliceni semen a rust rostlin (vyuZiti pfi urychleni
kli¢eni je¢mene ve sladovnéch)

(zpracovano podle — Gorner a Valik, 2004; Silhankova, 2002)

Pozn.: * — u ne€kterych rozsahlych rodu (napt. Penicillium, Aspergillus) jsou znamy jak druhy tvofici askospory,
tak druhy, které se rozmnozuji pouze vegetativné. Druhy tvofici askospory jsou nékdy pietazeny do
samostatného rodu, takze imperfektni rod ma potom jeden, piip. i vice, odpovidajicich askomycetnich rodi
(napt. askomycetni rod Neurospora odpovida imperfektnimu rodu Monilia).
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16.4. Mykotoxiny

Plisn¢ mohou poskozovat lidsky organismus mnoha zpusoby, jednim z nich je také produkce
mykotoxint. Mykotoxiny (z rectiny mykes — houba, toxikum — jed) jsou sekundarni metabolity
mikroskopickych hub (mikromycet), nebilkovinné povahy, toxické pro ¢loveéka a hospodarska
zvitata. Syntéza mykotoxinli byva zahdjena soucasné s tvorbou konidii. Problematika
mykotoxint zasahuje do mnoha obora — I¢kaiské, veterindrni a potravinarské mikrobiologie,
mikrobiologie zivotniho prostfedi, atd. Mpykotoxiny jsou spojovany s tajemnymi a
nadpfirozenymi jevy (Carodé€jnictvi, vampyrismus). Vyraznym stimulem pro hlubsi zajem o
studium mykotoxind byl hromadny thyn krat v Anglii v 60. letech 20. stoleti souvisejici s
objevem aflatoxint.

16.4.1. Producenti mykotoxini

Asi 50 % druhii plisni vyznamnych v potravinafstvi produkuje mykotoxiny. Znamo je pies
350 mykotoxinti. Mykotoxiny pomahaji plisnim v obrané vii¢i konkurenénim organismim,
pomahaji pii invazi do hostitelskych organismi, reguluji primarni metabolismus a ovliviiuji
teleomorfni stddia anamorfou (sexudlni hormony). Nejvyznamnéj$i mykotoxiny produkuji
napt. rody Alternaria, Aspergillus, Fusarium, Penicillium a Stachybotrys (ptehled
vybranych mykotoxinli a jejich producenti je uveden v tabulce 11). OvSem ne vSechny
kmeny toxigennich druhti plisni jsou schopny mykotoxiny produkovat.

Tabulka 11: Pfehled vybranych mykotoxint a jejich producentd.

Mykotoxin Producent

Aflatoxiny Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. nomius, A. argentinicus, aj.

Citrinin Penicillium citrinum, P. expansum, P. roqueforti, Aspergillus candidus, aj.
Deoxynivalenol Fusarium graminearum, F. culmorum, F. poae

Fumonisin B1 Fusarium proliferatum, F. moniliforme, aj.

Ochratoxin A Penicillium verrucosum, P. chrysogenum, Aspergillus ochraceus, aj.
Kyselina penicilova Paecilomyces spp., Penicillium spp.

Patulin Penicillium expansum, Byssochlamys spp.

Sterigmatocystin Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. versicolor, A. nomius, aj.

Zearalenon Fusarium graminearum, F. culmorum, aj.

Pii Spatném skladovéani plistiovych syrti ¢i salaml mubze v pribc¢hu metabolismu dojit
k produkci mykotoxind i startovacimi kulturami, napf. Penicillium camemberti (kyselina
cyklopiazonova), Penicillium roqueforti (roquefortiny, kyselina mykofenolova) a Aspergillus
oryzae (soli kyseliny glutamové). Castym zdrojem mykotoxinti jsou obiloviny, kukufice,
ovoce, zelenina, araSidy, ofechy, kdva, soja, koteni, atd. Také potraviny ZivocisSného ptivodu
mohou obsahovat rezidua mykotoxint v dasledku pfijmu kontaminovaného krmiva
hospodarskymi zvifaty.

Tvorba mykotoxinl je zavisld nejen na druhu plisné, ale také na teploté (4 az 40 °C), pH
(optimum 2,5 az 8), vodni aktivité¢ (nad 0,80), piistupu ke kysliku (aerobni podminky),
struktufe substratu, Case, pfisunu energie a nezbytnych chemickych latek. Produkci
mykotoxind inhibuji RNA mykoviry, eugenol, thymol, kofein a fytoalexiny. Ve smésnych
kulturach produkuji mikromycety méné mykotoxini nez jako ¢isté kultury. Proto samotna
pfitomnost toxigennich druhtli plisni v potravinach jesté¢ neznamena piitomnost mykotoxint.
Pokud je ovSem mykotoxin v potraviné jiz vyprodukovan, mize v potravinové matrici
pretrvavat jest¢ dlouho poté, co jeho producent zde uz ddvno neni piitomen. Vyssi
koncentrace mykotoxint v potravinach je v tropech a subtropech.
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Pro produkci mykotoxinti plati, ze ur¢ity mykotoxin mize byt produkovan zastupci nékolika
rodll toxigennich mikromycet a také, ze uréity druh plisné¢ mutze produkovat dva a vice
mykotoxint.

16.4.2. U¢inky mykotoxinii

Onemocnéni zpisobené pozitim mykotoxinii mohou mit celou fadu klinickych projevii. Na
¢lovéka mohou mykotoxiny pusobit hepatotoxicky (aflatoxiny, sterigmatocystin),
hematotoxicky (aflatoxiny, ochratoxin A, zearalenon, trichotheceny), nefrotoxicky (ochratoxin
A, citrinin), neurotoxicky a myotoxicky (tremorgeny, citreoviridin), dermatotoxicky
(psoraleny, trichotheceny), genitotoxicky (zearalenony), genotoxicky (aflatoxiny, ochratoxin
A, citrinin, zearalenon, patulin, trichotheceny, fusarin C), imunotoxicky (aflatoxiny,
ochratoxin A, patulin, trichotheceny) a jako toxiny dychaci soustavy (patulin) a zazivaciho
traktu (T-2 toxin a dalsi trichotheceny).

Podle #cinku na busiku se mykotoxiny rozd€luji napiiklad na inhibitory tvorby energie
(citreoviridin, maniliformin), inhibitory proteosyntézy (trichotheceny, ochratoxin A),
modifikatory cytoskeletu (griseofulvin), estrogenni mykotoxiny (zearalenon), tremorgeny
(penitremy), teratogeny (aflatoxin B, ochratoxin A, citrinin), mutageny (aflatoxin B,
sterigmatocystin, fusarin C) a karcinogenni mykotoxiny (aflatoxin B).

Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (IARC/WHO) hodnoti aflatoxin B: jako
prokazany karcinogen pro clovéka. Tento mykotoxin je schopny vyvolat hepatocelularni
karcinom zplisobeny bodovou mutaci tumorsupresorového genu pro protein p53 regulujiciho
bunécny cyklus.

Nékteré mykotoxiny maji insekticidni (napf. aflatoxin B, kyselina fusariova, citrinin) nebo
antimikrobidlni (patulin, kyselina mykofenolova, citrinin) uinek. Zearalenon funguje
s cAMP jako fungalni sexudlni hormon.

16.4.3. Mykotoxikozy

Toxickym plsobenim na jednotlivé organy zpusobuji mykotoxiny fadu onemocnéni ¢lovéka
a zvifat. Onemocnéni zplsobené pozitim mykotoxind se nazyvaji mykotoxikozy. Po poziti
vysokych davek mykotoxind vznikaji akutni primarni mykotoxik6ézy. Vyznamné je riziko
permanentni expozice mykotoxiny pii konzumaci specifické jednostranné stravy (vegetariani,
samozasobitelé potravin), kdy je organismus opakované vystaven velmi malym davkam
mykotoxinu. Mezi nejstar§i popsané mykotoxikozy patii ergotismus, alimentarni toxicka
aleukie, akutni kardialni beri-beri a aflatoxikoéza.

Ergotismus byl popsdan jiz r. 430 pr.n.l jako Athénsky mor, ve stiedovéku jako nemoc sv. Antonina. Tuto
mykotoxikozu vyvolavaji alkaloidy Claviceps purpurea. Vaskularni forma zpiisobuje odumrieni akralnich casti
tela a oslepnuti, psychotropni halucinace. Alimentdarni toxickd aleukie (ATA) je zpiisobeno T-2 toxinem
a pribuznymi trichotheceny produkovanymi predevsim Fusarium spp. ATA se projevuje zvracenim, prijmy,
zanéty sliznic, poklesem leukocytii a trombocytii, krvicenim, postizenim krcnich mandli a doprovodnou
bakteridlni infekci. Akutni kardidlni beri-beri se projevuje kifecemi a vzestupnou paralyzou. Je zpiisobena

mykotoxinem citreoviridinem produkovanym plisni Penicillium citreoviride v ryzi. Smrtelnou komplikaci je
zdstava srdce v diastole.

Dalsi onemocnéni, na kterych se mimo jiné také mohou podilet mykotoxiny, jsou Reyiv
syndrom, kwashiorkor, primarni hepatom, karcinom jicnu a ledvin, hyperestrogenismus,
ergotismus, toxicka hepatitida, chronicka gastritida, balkanska endemicka nefropatie, pelagra,
mentalni retardace déti, cirhoza déti v Indii, atd.
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