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Rezistence bakterii k desinfek¢nim prostiredkim
pouzivanych v potravinarském primyslu

Souhrn

Tato bakaldfskd prace zabyva se rezistenci bakterii k dezinfekénim prosttedkiim
pouzivanych v potravindiském primyslu. Cilem této prace bylo zjistit citlivost riznych rodi
bakterii na rlizné koncentrace chlornanu sodného.

V prvni Casti prace jsou popsany dezinfekéni prostiedky, které jsou Siroce pouzivany ve
zdravotnictvi, v potravinafstvi a je dllezitou soucasti kontroly $ifeni infekcei, a také pro snizeni
kontaminace potravin a povrchii. Alkoholy, fenoly, chlor, kvartérni amoniové slouCeniny a
dalsi aktivni chemické latky (biocidy) jsou soucésti téchto prostfedkti. Je znamo mnoho
zpiisobll piisobeni antimikrobialnich latek, jsou Casto Sirokospektralni a mohou cilit na vice
mist oproti antibiotikim. Pouzivaji se v kombinaci s jinymi latkami, tim lze zvysit jejich
aktivitu plisobeni na mikroorganismy. Dale je v praci popsano jejich vyuziti v potravindistvi,
v chovu a ve spotfebnich vyrobkd.

V praktické casti je testovana citlivost ¢ty vybranych kmenid bakterii (E.coli,
Salmonella sp., B.cereus a Serratia marcescens) na riazné koncentrace chlornanu sodného
(NaClO), ktery je u¢innou slozkou dezinfekéniho prostiedku znacky Savo.

Ze ziskanych vysledkl lze odvodit, Ze efektivita uc¢inné latky nezalezi na rodové
pfislusnosti testovanych kmentl, protoze vSechny byly citlivé na stejné koncentrace NaClO, a
to konkrétné na koncentrace 94 a 9,4 mg/g, jejichz specifické ristové rychlosti se statisticky
vyznamné liSily (P < 0,05) od kontroly (0 mg/g) i nizSich koncentraci NaClO (0,94 a 0,094

mg/g), vici kterym byly testované kmeny rezistentni.

Kli¢ova slova: bakterie; dezinfekce; mikroorganismy; sanitace; potravinaisky provoz



Resistance of bacteria to disinfectants used in food
industry

Summary

This bachelor thesis is focused on the resistance of bacteria to disinfectants used in the
food industry. The aim of this work was to determine the sensitivity of different genera of
bacteria to various concentrations of sodium hypochlorite.

The first part of the work describes disinfectants that are widely used in health care and
food industry and are an important part of control of the infection spread, and to reduce
contamination of food and surfaces. Alcohols, phenols, chlorine, quaternary ammonium
compounds and other active chemicals (biocides) are part of these products. There are many
ways how antimicrobials work, they are often broad-spectrum, and thus can target more sites
of the cell than antibiotics. They are used in combination with other chemical substances, which
can increase their activity on microorganisms. Furthermore, this work describes their use in
food industry, animal husbandry, and consumer products.

In the practical part, the sensitivity of four selected species of bacteria (E. coli,
Salmonella sp., B. cereus and Serratia marcescens) are tested against different concentrations
of sodium hypochlorite (NaClO), which is an active component of “Savo” disinfectant.

The obtained results show that the efficacy of the active substance does not depend on
the genus of the tested bacteria, as they were all sensitive to the same NaClO concentrations,
namely 94 and 9.4 mg/g, their specific growth rates statistically significantly differed (P < 0.05)
from control (0 mg/g) and from lower concentrations of NaClO (0.94 and 0.094 mg/g) to which

the tested strains were resistant.

Keywords: bacteria; disinfection; microorganisms; sanitation; food industry
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1 Uvod

Béhem posledniho desetileti se celosvétové zvysila rezistence vii€i antibiotikim diky
riznym mechanismiim v bakteridlnich patogenech, a nejen v patogenech (Maillard 2007).
Existuje mnoha studii o rezistenci mikrobu vii¢i antibiotikiim a biocidiim, a tedy o vlivu na
1écbu nemoci u lidi a zvifat. Byly hlaSeny i pfipady zkiiZzené rezistenci mezi typy léCiv.
Piikladem rezistence na antibiotika je bakterie Pseudomonas aeruginosa, ktery vyvolava
nemoc a naslednou smrtnost u lidi (Pang et al. 2019).

V mnoha oblastech sanitace je povazovana za zasadni krok k udrZzovani pozadovaného
hygienického stavu. Dulezitym postupem pied dezinfekci je CiSté€ni, které muze odstranit
vétSinu mikroorganismu a mize mit vliv na ucinnost dezinfekce. Existuje rizné metody
dezinfekce: chemickd, fyzikalni, biologicka a fyzikalné-chemickd. Chemicka dezinfekce
pouziva se proti bakteriim jako Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus a Salmonella, které jsou patogenem riznych onemocnéni. Latky obsazené
v dezinfekénich prostiedcich mohou mit rizné G€inky na kmeny mikroorganismu a jejich
ucinnost miZe byt ovlivilovana vnéj$imi a vnitinimi faktory (pH, teplota atd.).

ZvySujici obavy o kontaminaci potravin, vedlo k zvySeni pouzivani dezinfek¢énich
prostiedkil. Podle Barbosa & Levy (2000) pouzivani antimikrobialnich latek je pfedpokladanou
hlavni hnaci silou vzniku antimikrobialni rezistence.



2 Cil prace

Dezinfekéni prostfedky jsou nezbytnou soucasti v kazdém potravinaiském provozu.
Jejich vyznam spociva v likvidaci mikroorganismi, které by mohly kontaminovat suroviny pfi
vyrobé potravin.

Cilem prace je popsat rizné typy dezinfekénich prostiedkli pouzivanych v potravinarstvi
a jejich vliv na mikroorganismy. V ramci praktické ¢asti bude proveden i mensi pokus ovétujici
citlivost Cistych bakteridlnich kultur na vybrany dezinfekéni prostiedek. Hypotézou je, ze
citlivost bakterii se bude liSit v zavislosti na rodovou ptislusnost jednotlivych druhd.



3 Literarni reSerse

Hlavnim cilem této kapitoly je vysvétleni nékterych pojmit z oblasti dezinfekce a
dezinfekénich prostredkdl, popisovat jejich hlavni G€inky a obsahujici latky.

3.1 Sanitace

Rostouci poptavka po potravinich zivoc¢isného pivodu vede k novym vyzvam a
pozadavkiim na G€inngj$i program kontroly nemoci pro zajiSténi uspokojivou troven hygieny.
Mokré povrchy v potravinaiskych provozech jsou vhodnym mistem pro riist mikroorganismil
(MO), a proto MO mohou i1 v malych koncentracich ovliviiovat vyrobu a jakost produktu.

Rizika mikrobialni kontaminace zvySuji naroky na efektivnost sanitace (CiSténi,
dezinfekce, dezinsekce a deratizace) a je nezbytna v potravinarskych provozech. Sanitace je
souhrn opatfeni nutnych k odstranéni nezadouci kontaminace potravin a zajiStuje hygienické
podminky vyroby potravin a bezpecnost persondlu. Provadi se z divodi zamezeni vyskytl
nezadoucich MO, skidct a ving, tam kde jejich vyskyt mize zpiisobit technologické vady,
kazeni, onemocnéni. V zdvislosti na typu necistoty, které mohou byt v riznych formach a
konzistencich bude se ménit postup sanitace. Kazdy potravinarsky provoz musi urcit si vlastni
sanitacni fad (Vitova, 2004).

3.2 Cisténi

Cisténi je dilezitym, ptisné kontrolovanym a pravideln& opakujicim procesem, ktery ma
vliv na vysledek dezinfekce. Casto se v potravinaistvi mechanické ¢isténi doplnéna
s chemickym (Vitova 2004).

Programy cisténi by mély byt provadény co nejhospodarnéji a nejpiimocatejsi, coz
znamena co nejméné, v co nejkratSsim Case, s nizkymi chemickymi, energetickymi a pracovnimi
naklady, produkujici co nejméné odpadu a bez poskozeni zafizeni (Lelieveld 1985).
Mechanicka a chemicka sila, teplota a doba kontaktu v rezimu ¢isténi by mély byt pecliveé
zvoleny tak, aby dosahly odpovidajiciho €isticiho u¢inku (Czechowski & Banner 1992).

3.3 Dezinfekce

Dezinfekce — pieruSeni cesty ndkazy, odstranéni ptivodct infekce pomoci fyzikalnich,
chemickych, fyzikalné-chemickych zptsobl (Votava 2005; Ministerstvo zdravotnictvi). Cilem
dezinfekce je snizit povrchovou populaci Zivotaschopnych mikrobli po vyc€iSténi a zabranit
mikrobidlnimu rdstu na povrsich pfed zahdjenim vyroby.

Biocidy — dezinfek¢ni latky, které naruSuji strukturu MO nebo metabolické pochody.

Volba dezinfekce vyplouvéa ze znalosti cest a mechanism Sifeni infekce, vnéjsich faktorti
(pH, vlhkost, teplota...) a odolnosti MO. Spektrum ptisobeni a uc¢innost se na jednotlivé MO
1181 (viz. Tabulka 2). Nezbytné podle druhu kontaminace a materiali zvolit spravny dezinfekéni
prostfedek spravné koncentraci.

Dle Troller (1993) musi dezinfekéni prostfedek (DP): (1) byt G€inny za podminek pouziti;
(2) byt bezpecny pro provozovatele, ktefi jej pouzivaji; (3) neovliviiovat chut’ ani viini potravin;
(4) byt snadno splachnutelny, nezanechévajici toxické zbytky; a (5) se snadno pouzivatelny.

10



Zpusoby dezinfekce:

1. Fyzikdlni dezinfekce - usmrceni MO pomoci teploty, filtrace, ultrafialové zareni.
2. Chemicka dezinfekce — pouzivaji se biocidni a dezinfekéni ptipravky.
3. Fyzikalné-chemicka dezinfekce - kombinace fyzikdlnich a chemickych zplisobi.

Uginny postup &isténi a dezinfekce se skladé ze sledu oplachii a aplikaci detergenti a DP
v ruznych kombinacich teploty a koncentrace (Frank & Koffi 1990). Pouziti vody s
dostate¢nym objemem a teplotou zvySuje Cistici ti¢inek.

Pozornost by méla byt vénovana také kvalité zpracovatelské vody, pary a dalSich piisad.
Pouziti piisad Spatné kvality snadno kazi sanita¢ni proces. Krom¢ toho musi pouZité nastroje a
metody rovnéz vyhovovat procesu a persondl musi byt fadn€ vySkolen a odpovédny za udrzeni
dobré trovné hygieny (Mattila-Sandholm & Wirtanen 1992).

Systém myti pouze Cistou vodou vSak neni prakticky kvili net¢innosti. Pro zvySeni
Cistictho Uc¢inku se pfidavaji povrchové aktivni latky, které zachycuji ulpivajici Castice a
mikroby z povrchii ve vodé€. Po vyrobnim béhu by mélo byt zafizeni demontovano a vycisténo.
Vycisténé nadobi by mélo byt skladovano na regélech a stolech, nikoli na podlaze (Mattila-
Sandholm & Wirtanen 1992).

Pouziti ucinnych Cisticich prostfedkii a DP na biofilmy (pfipevnéné k pevnym povrchiim
shluky MO), které obtizné odstranitelné minimalizuje kontaminaci produktu, zvySuje
trvanlivost a snizuje riziko onemocnéni pienaSeného potravinami. Také bylo zjiSténo, ze MO
v biofilmech vytvafeji toxiny, které mohou byt transportovany do potravin, aniz by zptisobily
naockovani latky vyznamnym mnozstvim mikroorganismu (Troller 1993).

Cisténi otevienych procesnich povrchii a povrchil ve zpracovatelském prostiedi se
provadi bud’ pénou nebo gelem. Pénové jednotky jsou konstruovany tak, aby vytvoftily pénu s
riznou vlhkosti a trvanlivosti v zavislosti na ¢iSténi, které ma byt provedeno. Aplikace geli
prodluzuje dobu kontaktu se znecisténou plochou a lze ji pouzit s nizkotlakym systémem.
Cisténi se vétsinou provadi v kombinaci s kone¢nou dezinfekei, protoze na povrchu budou
pravdépodobné Zivotaschopné mikroby, které by mohly poskodit dalsi vyrobu. Kromé toho je
zapotiebi dobré vétrani v procesnich zafizenich, aby bylo mozné vysusit procesni zafizeni a
procesni linky (Wirtanen et al. 2000).

3.4 Utinky dezinfek&nich prostiedkii na mikroorganismy

Antimikrobidlni latka je ¢inidlo, které vymyti nebo brani rozvoji MO. Jejich klasifikace
zavisi na rolich, které vykondvaji. Latky, které vymyti mikroby, jsou zndmé jako mikrobicidni,
zatimco ty, které pouze brani jejich ristu, se nazyvaji mikrobiostatické. Vzhledem k tomu, Ze
MO byly uznény jako pfi¢inné ¢initele pfenosnych nemoci, doslo k zavedeni riznych zptisobl
snizovani prevalence MO. Chemoterapie, imunizace, sterilizace a dezinfekce jsou nékteré z
pouzitych metod (Omoruyi et al. 2011). Koncepci DP a antiseptik je omezit nebo minimalizovat
zabit nebo inhibovat rist mikroorganismi na kiizi, ranach a v dutiné lidského téla (Awodele et
al. 2007). Antimikrobialni potencial DP by mohl byt ovlivnén jejich formulacnimi vlastnostmi,
koncentraci organickych slozek, teplotou, synergii, rychlosti fedéni a experimentalnimi postupy
(Denyer et al. 1985). Antimikrobialni ¢inidla, jako jsou antibiotika (kterd ni¢i MO v téle) a
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antiseptika (ktera napadnou MO spojené s zivym télem (vn&jsi) a pfi pouziti na MO je Cini
neaktivnimi tim, Ze inhibuji jejich mnozeni), se zcela lisi od dezinfek¢nich prostiedki.

Jako DP se pouziva Siroka Skala rGznych latek, véetné alkohold, aldehydd, halogeni atd.
Bakterie si tvoii bilkoviny znamé jako heat-shock protein (HSP), které chrani bilkoviny pred
reakcemi, které by je mohly poskodit. Role HSP je vyznamna, pokud jsou buiiky ve stresu,
napf. zvyseni teploty v disledku infekce. Pti vysokych teplotach za¢nou bilkoviny ztracet svou
trojrozmérnou molekularni strukturu a zacnou se shlukovat dohromady a vytvaret velké
nerozpustné agregaty (Li & Srivastava 2003). Chlornan, chemicka latka v chlorovém bélidle,
ma podobny ucinek na bilkoviny jako tepelny stres, coz vede k shlukovani proteinti. Chlornan
inaktivuje bilkoviny nezbytné pro riist bakterii, ¢imz zabiji bakterie (Thompson 1986).
Metylalkohol je ptevazné alkohol, i kdyzZ je obecné uznavan jako DP kvili své schopnosti v
podstaté snizit kozni floru, sterilizovat zatizeni nebo povrchy a byl Siroce pouzivan pro piipravu
ktize pred injekci nebo operaci (EI-Mahmood et al. 2009). I kdyZ jsou vSechny vyse uvedené
DP uc¢inné, nékteré bakterie tvofi tvrdé endospory, které jim umoziuji tolerovat drsné
ekologické situace, a tim znec€iStovat povrchy potravin a pracovnich mistnosti (Ray et al. 2004).

Dezinfekéni prostfedky nepronikaji do biofilmové matrice ponechané na povrchu po
neucinném cisticim postupu velmi dobfe, a proto neznici vSechny zivé bunky v biofilmech
(Carpentier & Cerf 1993). Dezinfekéni prostiedky jsou nejicinngjsi pii absenci organického
materidlu. Kuptikladu ruSivé organické latky, pH, teplota, koncentrace a doba kontaktu obecné
fidi a¢innost DP (Mosteller & Bishop 1993). Dezinfekéni prosttedky musi byt i¢inné, bezpeéné
a snadno se pouzivaji a musi byt snadno oplachnout povrchy a nesmi zanechat zadné toxické
zbytky nebo zbytky, které by ovliviiovaly senzorickou kvalitu vyrobku.

3.5 Déleni dezinfekénich prostiedkii z chemického hlediska

Biocidy jsou obecné Sirokospektralni a Casto se pouzivaji v rlznych nastavenich.
Piedpoklada se, ze mechanismy ucinkl jsou rtzné a cili na cytoplazmatickou membranu,
proteiny, DNA, RNA a dalsi slozky bunék MO.

Podle Votava (2005) nejcatéji pouzivane mechanizmy chemickych latek jsou:

e oxidace (halogeny, oxidy, peroxidy, slou¢eniny peroxigent...).

e hydrolyza (kyseliny, louhy).

e tvorba soli s bilkovinami (kovy, halogeny).

e koagulace bilkovin (kovy, fenoly, alkoholy, aldehydy).

e zmény permeabilitiy bunééné membrany (porucha membrany) zptisebené KAS.

e inaktivace enzymi (kovy, fenoly, aldehydy).
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Tabulka 1: Typy dezinfekénich prostfedkt v potravinaiskych procesech ,,upraveno podle

Troller 1993

Typy dezinfekénich

prostiedki Vyhody Nevyhody Pouziti
Hlinikovy povrch,
., orézni povrch,
Levny, efektivni v o, P p
L., Nestabilni, toxicky, nerezovy ocel,
Sirokém Y Y
Chlornan mikrobialnim oxidaéni, korozivni, povrch dlazdic,
y zapacha, mize bakteriostatikum,

spektru, snadné
pouziti

drazdit pokozku

kontrolu zapachu,
oplachovaci a
chladici voda

Kvartérni amonna
Cinidla

Nekorozivni, bez
drazdivych tcink,
zadna chut’ a viiné

Neucinné proti
gramnegativnim
bakteriim, tvori film,
MO si mohou
vyvinout rezistence

Hlinikovy povrch,
porézni povrch,
nerezova ocel,
povrchy dlazdic,
bakteriostatikum,
kontrola zapachu

Jodoform

Nekorozivni, snadné
pouziti, bez
drazdivych tcink,

Chut’ a viing, vytvari
fialovou slou¢eninu

Hlinikovy povrch,
gumovy povrch,
nerezovy ocel,
betonovy povrch,

se Skrobem o
dopravni pasy,

biofilm

Siroké spektrum

3.5.1 Alkoholy

Ve skupiné alkoholi ethanol, isopropanol a n-propanol jsou nejcastéji pouzivané
slouceniny. Aktivita alkoholt je rychla a Sirokospektralni, jsou uc¢inné proti bakteriim, virim a
houbéam, avSak nejsou ucinné vici sporam. Alkoholy mohou zesilovat aktivitu jinych biocidu,
napi. kyseliny solné nebo formaldehydu. Uéinnost zavisi na koncentraci aktivni slou¢eniny
(70% ethanol pasobi baktericidne) a MO (Gerald 1999). Znalosti o specifickém zptsobu uc¢inku
alkoholi jsou omezené z davodu jejich toxicity, avSak primdrnim zplisobem ucinku je
denaturace a koagulace bilkovin a projevi se v pfitomnosti vody. To ovliviiyje strukturu a
funkci membrany, coz vede k uvoliovani intracelularnich slozek, ruSeni bunétného
metabolismu a bunéénych funkci a nasledné bunécné lyze (Dupuy 1998). Alkoholy jsou Siroce
pouzivany pro dezinfekci rukou, kiize a tvrdého povrchu v prostiedi zdravotni péce (Danmap
2014).

3.5.2 Aldehydy

Hlavnimi aldehydy pouzivanymi jako biocidy formaldehyd (monoaldehyd) a

glutaraldehyd (dialdehyd). Jsou to velmi aktivni slouceniny a maji Siroké spektrum Ucinku,
véetné bakterii, bakteridlnich spor, hub a vir. V nemocnicich se pouzivaji k dezinfekci
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zafizeni, jako jsou endoskopy. Formaldehyd je reaktivni sloucenina, kterd miiZze integrovat s
DNA, RNA a proteiny piipojenim volnych amino skupin, primérnim amidi a maze kiizové
pfipojovat s nukleovou kyselinou (Gerald 1999). Glutaraldehyd také zplsobuje kiizové
propojeni amino skupin v bilkovinach a inhibuje transportni procesy do buiiky (Maillard 2007).

3.5.3 Halogeny

Mechanismus U¢inku je zaloZen na oxidacnich reakcich. Jsou dobfe ucinné proti
bakteriim, kvasinkdm, plisnim.

Slouceniny jodd.

Intenzivni a rychly, nizka toxicita. Nevyhodou je pomala rozpustnost anorganického jodt
ve vodé. Proto se nejvic vyuzivan jodofor, ve kterém jod navazan na povrchove aktivni
organicky polymer, ktery je nosicem jodu. Jodofor je méné toxicky, bez drazdivych Gcinkd,
rychlé pisobi a mize byt pouzivan jako antiseptikum (Votava 2005).

Slouceniny chloru.
dichlorisokyanurat sodny a chloramin-T. Tyto slouceniny jsou vysoce oxidacni a maji Siroké
spektrum aktivity, v€etn¢ bakterii, virti a spor. Jejich primarni pouziti je v dezinfekci tvrdého
povrchu. Z téchto sloucenin je chlornan sodny jednim z nejpouZzivanéjsich chemickych DP a je
Siroce pouzivan v potravinafském pramyslu, stejné jako pro dezinfekci povrchl a néstroji v
nemocnicich. Specifické antimikrobidlni pasobeni latek obsahujici chlor vSak neni dobie
pochopeno, vzhledem k jejich silnému oxida¢nimu potencidlu se predpokladd, ze tyto
slouceniny reaguji s bilkovinami a enzymy (thiolové skupiny jsou obzvlasté povazovany za
cile) (Hammerum 1998). U¢inek chloraminti mozno zvysit piidavkem kvarterni amoniové soli.

Chlornan sodny velmi G¢inny proti druhum hub jako Aspergillus brasiliensis, Candida
albicans, Cladosporium cladosporioides, Penicillium commune, P. polonicum a P. roqueforti
a dalSich, a to 1 v pfitomnosti organickych latek, které mohou ovliviiovat jeho tc¢inek. Chlor
pusobi i pii nizkych teplotach, je levny a na povrSich zanechava jen malé skvrny a filmy. Ve
vysledku je to jedna z nejcastéji pouzivanych sloucenin v sanitanich systémech a je
povazovana za jednu z nejlepSich alternativ pro potravinaisky primysl (Bernardi et al. 2018).

3.5.4 Cyklické slouceniny

Cyklické slouceniny ptisobi baktericidng, nékdy fungicidné. Chlorhexidin je dvojmocné,
kationtova sloucenina. Vzhledem ke své nizké rozpustnosti ve vod¢ se tato sloucenina ¢asto
vyrabi jako anorganicka sil, napt. chlorhexidin glukonat, aby se zvysila rozpustnost slou¢eniny.
Chlorhexidin je baktericidni, ale neni pfili§ fungicidni a aktivni proti nékterym virim a sporam
bakterii (Aarestrup et al. 2000). Bakterie se mohou stat rezistentni. Chlorhexidin pfedstavuje
jeden z nejpouzivanéjsich biocidii pro dezinfekei klize a sliznice ve zdravotnictvi. Pouziva se
také v zeméedé@lstvi pro piimé pouziti na domaci zvirata. Chlorhexidin a alkoholy se casto
pouzivaji spole¢né pro dezinfekei kiize v disledku rychlého ucinku alkoholii a zbytkového
ucinku chlorhexidinu (Maillard 2007). Ptes své vyhody je aktivita chlorhexidinu zavisla na
pH a vyznamné se snizuje, pokud je pfitomna organickd hmota (Russell & Day 1993). Soli
chlorhexidinu disociuji pfi fyziologickém pH a uvoliuji kladn€é nabity kation slouceniny.
Baktericidni aktivita je zplisobena vazbou kationtové molekuly na zdporné€ nabité bakteridlni
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bunécné stény. To ma bakteriostaticky t¢inek pii nizkych koncentracich chlorhexidinu a pfi
vysokych koncentracich zplisobuje destrukce membrany zniceni buiiky (Leikin & Paloucek
2008).

3.5.5 Kovy

Siran méd’'naty (CuSO4) je nejpouzivangjsi slouenina medi a pouziva se k dezinfekcei
stiibra vyuzivanymi pro dezinfekci jsou dusicnan stiibrny (AgNO3) a sulfadiazin stiibrny
(AgSD), které se pouzivaji k prevenci infekei pii popaleninach. Predpoklada se, ze Cu?* plsobi
na thiolovou skupinu enzym a bilkovin a zpasobuje celkovou koagulaci cytoplazmatickych
slozek (Aarestrup et al. 2000). Ag" mize také interagovat se skupinami thiold v enzymech a
bilkovinach a reagovat s nukleovymi kyselinami. Cytoplasmickd membrana, kterd obsahuje
mnoho dulezitych enzymt, je povazovana za dulezité cilové misto pro Ag” (McDonnell 1999).

3.5.6 Slouceniny peroxygeni

vvvvvv

(PV) a kyselina peroctova (PAA). PV je silna oxida¢ni sloucenina se Sirokym spektrem aktivit
proti MO, v¢etné bakterii, virt, kvasinek a bakterialnich spor. Je Siroce pouzivan pro dezinfekci
a sterilizaci. PV jednim z nejvice vyuzivanych biocidii pro dezinfekci zafizeni pro manipulaci
s potravinami v potravinaiském primyslu. PV se také pouziva pro Gcely veterinarni hygieny,
véetné dezinfekce mist, ve kterych jsou zvifata umisténa (vcetné celych stéji), drzena nebo
pfepravovana, aby se snizila zat€z MO a zabranilo hromadéni a Sifeni chorob. PV napadé buiiky
tvorbou volnych hydroxylovych radikali (-OH), coz jsou vysoce reaktivni molekuly diky svym
silnym oxidacnim vlastnostem. Mohou reagovat a znicit dilezité¢ bunééné slozky, jako jsou
membranové lipidy, DNA, ribozomy, enzymy a bilkoviny (Lassen et al. 2001). PAA se obecné
pouziva ke snizeni houbového znecisténi vzduchu a cCasto se pouziva v primyslovych
procesech. Tato chemicka latka ma Sirokou Skélu pisobeni, rychle inaktivuje MO a funguje na
zakladé¢ pravidel oxidace bunééné membrany a poskozuje enzymaticky systém, toxikologicky
stabilni kysely DP (McDonnell et al. 2002). PAA je dobrym feSenim proti hub Cladosporium
sp. 1 pfi nizkych davkach (Bernardi et al. 2018).

3.5.7 Fenoly a bisfenoly

Podle McDonnella (1999) jsou slouceniny fenolového typu Sirokospektralni
antimikrobialni 1éky s antibakteridlnimi, antifungalnimi a antivirovymi G¢inky. Jiz dlouho se
slouceninami jsou triclosan a hexachlorofen, které¢ se Siroce pouzivaji pro antiseptickd mydla a
ruéni oplachovani. Triclosan se také pouziva v primyslu a je zaclenén do riiznych produkti,
vcetné hracek, zubni pasty, kosmetiky a deodorantl. Pfedpoklada se, ze zpiisob ucinku téchto
slouenin je naruseni cytoplazmatické membrana zpasobujici rychlé uvoliovani
intracelularnich slozek (Jaglic et al. 2012).
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3.5.8 Kbvartérni amoniové slouceniny

vvvvvv

ve skupiné kvartérni amoniové slouceniny patii benzalkoniumchlorid a cetrimid. KAS pusobi
na bunénou membranu, méni jeji propustnost a zpiisobuji vycerpani bunék v disledku
stimulace glykolyzy. Kvuli jejich nedostatecné ucinnosti proti P. commune a P. roqueforti
nemohou byt pouzity v syrovém primysli, ale to mize zaleZet na kmene (Bernardi et al. 2018).
Pouzivaji se k dezinfekci prostor, kde jsou zvifata umisténa, drZzena a pfepravovana napf.
podlahy, stény a dopravni prostfedky. Pouzivaji se také k dezinfekci mist pro manipulaci s
potravinami, véetné podlah, stén a inventaie. KAS jsou membranove ucinné slouceniny; jejich
hlavnim cilem je cytoplazmatickd membrana. Pfedpoklada se, ze mechanismus tcinku téchto
sloucenin je adsorpce na bunécnou sténu a jeji difize nasledovanad interakcei s cytoplazmickou
membranou a naruSenim, ktera zptisobuje uvoliiovani bunéénych slozek a srazeni obsahu bunék
a jejich lyza (Ceragioli et al. 2010).

Tabulka 2: U¢innost aktivnich latek (Soukupova)

AKktivni litka Bakterie Viry Houby,  Spory
Gram+ Gram- Obalené  Neobalené plisné bakterii
Chlor ++ ++ ++ ++ ++ +
Glyoxal ++ ++ + 0 0 0
Glutaraldehyd ++ ++ ++ ++ ++ ++
Formaldehyd ++ ++ ++ ++ ++ +
Alkohol ++ ++ + + +
KAS ++ + + 0 + 0
Peroxoslouceniny ++ ++ ++ ++ ++ ++
Peroxokyseliny ++ ++ ++ ++ ++ ++
Fenoly ++ ++ ++ 0 ++ 0
Guanidin ++ ++ + + ++ 0

++ - 0¢inna + - ¢aste€na ucinna 0 - netiCinna
3.6 Dezinfekéni prostiedky v potravinaiském primyslu

Zvyseni koncentrace zvifat vedlo k novym vyzvam a pozadavkim na uc¢innéjsi programy
kontroly nemoci, které by zajistily uspokojivou uroven hygieny. Dezinfekce je nezbytnou
soucasti prevence a kontroly pfenosu chorob mezi zvifaty. Biocidy jsou Siroce pouzivany pro
Cisténi a dezinfekcei prostord spojenych s zivymi zvitaty, véetné hospodaiskych budov, lozniho
pradla, vybaveni a dopravnich prostiedki (Sidhu et al. 2002). Podle zpravy danské (2012) se
biocidy pouzivaji pfimo na zvifatech, napt. v kopytech, aby se zabranilo infekénim koznim
chorobam a ¢isténi vemene a strukti velké mnozstvi biocidi se také pouziva v oblastech vyroby
a zpracovani potravin, vcetn¢ dezinfekce zafizeni, stroji, kontejnerti, podlah, stén a
dekontaminace jatecné upravenych tél, aby se vymytilo a zabranilo Sifeni neZzadoucich
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mikroorganismu. Biocidy se také pouzivaji pro konzervacni ucely k prodlouzeni trvanlivosti
vyrobki a k potlac¢eni kontaminace nebo kazeni potravin.

3.7 Pouziti dezinfek¢nich prostiedki ve spoti‘ebnich vyrobcich

Podle Bjorland et al. (2005) se biocidy pouzivaji jako konzervacni latky v fad¢ produkti,
vcetné produktli pro osobni péci a kosmetiky, aby se zabranilo ristu mikroorganismu. Biocidni
slouceniny se pfidavaji do kosmetickych ptipravki, aby se zabranilo kontaminaci piipravku
spottebitelem béhem pouzivani, vyrob¢ a skladovani.

Biocidy se, kromé vyse uvedené oblasti pouzivaji pro fadu dalsich ucela prispivajicich k
lidskému zdravi a blahobytu, jako jsou dezinfekce odpadnich vod, bazént a konzervacnich
prostiedki v barvach a textilu.

Pokroky ve zpracovatelskych technikéach, konzervaci a baleni umoznily ovocnarskému a
zelinarskému primyslu soustavné dodéavat spottebitelim Sirokou Skalu produktt po cely rok v
mnohem vétsim mnozstvi. Cerstvé ovoce a zelenina mohou byt kontaminovany patogennimi
mikroorganismy prostfednictvim péstitelskych postupli, manipulace a zpracovani (Tournas
2005). Vzhledem k tomu, Ze pfi prvotnim zpracovani zeleniny se ¢asto nevyuziva konzervacni
metod, existuje potencidlné vétsi riziko kontaminace a zhorSeni produktu mikrobidlnimi
populacemi (Thomas & O'Beirne 2000).

Vzhledem k tomu, Ze poptavka po zeleniné a jinych plodinach stéle roste, zvySuje se také
potieba sladkovodnich zdrojd, které by zajistily zavlazovani. To mulze byt obzvlasté
problematické pro sladkovodni zdroje, které ptichdzeji do styku s oblastmi, kde jsou velké
zivoCi$né provozy nebo velky pocet pasoucich se zvitat (Kaferstein 2003).

3.8 Dezinfek¢ni prostiedky v chovech zvirat

Cisténi a dezinfekce je dleZitou soudasti prevence a kontroly chorob a zoondz. Rutinni
dezinfekce, n€kdy nazyvana obecna dezinfekce, vyzaduje Siroké spektrum antimikrobidlni
aktivity v boji proti Siroké Skéle nespecifikovanych organismtli. Obecnd dezinfekce se provadi
na farmdch, stejné¢ jako na prodejnich stodolach, vystaviStich, karanténnich stanicich,
zoologickych parcich, jatkach, dribezarskych a rybich lihnich a zavodech na zpracovani
potravin (Gosling 2018).

3.9 Legislativa

Neni pochyb o tom, Ze pouzivani biocidll poskytuje fadu vyhod a ptispiva k lidskému
zdravi a blahobytu. Biocidy se staly neocenitelnymi prostiedky a je nesmirné dulezité, aby
zustaly U¢inné pii kontrole nezadoucich mikroorganismt v riznych aplikacich. Rozsifené
pouzivani biocidii vSak vedlo k obavam ohledné¢ vzniku bakterii se snizenou citlivosti k
biocidim a jejich potencialni Glohy pfi vyvoji antimikrobialni rezistence u bakterii (Maillard
2007). V poslednich letech bylo sestaveno n¢kolik stanovisek védeckych vybort a Evropského
ufadu pro bezpecnost potravin (EFSA), aby byl sjednocen pfistup k rizikiim vzniku rezistence
vici biocidim a kiizové rezistence vici terapeutickym antimikrobialnim 1ékiim (SCENIHR,
2009).
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Vazné obavy z vyvoje rezistence vii€i biocidiim a/nebo antimikrobialnim Cinitelim v
disledku pouzivani biocidl pfisp€ly k nafizeni (natfizeni (EU) €. 528/2012) k soucasné smérnici
(98/8/ES) Pro povoleni nového biocidniho ptipravku v EU musi byt predlozeny tdaje
prokazujici, ze dotCeny piipravek je G€inny a nevyvolava rezistenci vic¢i biocidim nebo
antimikrobialnim ¢initelim. To vedlo k ptipravé "Revize spoleéného pokynu AFC/BIOHAZ o
predkladani udaji pro ocenéni bezpecnosti a ucinnosti latek pro odstranéni mikrobidlni
povrchové kontaminace potravin zivociSného pivodu uréenych k lidské spotiebé" z EFSA.
Cilem dokumentu je poskytnout zadatelim pokyny k predlozeni nezbytnych udajii pro
hodnoceni bezpec¢nosti pro spotiebitele a Zzivotni prostiedi, vcetné¢ ucinku zbytkovych
koncentraci biocidli, krom& ucinnosti latek pro odstranéni/snizeni mikrobialni povrchové
kontaminace potravin zZivoc¢i§ného piivodu. To zahrnuje nezbytné informace pro vyhodnoceni
mozného vzniku ziskané sniZzené citlivosti na biocidy a/nebo rezistence vii€i terapeutickym
antimikrobialnim u¢inkim (EFSA 2010).

3.10 Kontaminace z prostiedi

Kontaminace cerstvych produktd muze nastat prakticky kdekoli béhem vyrobniho
procesu. Mnoho sporotvornych bakterii, jako je Clostridium botulinum, C. perfringens a
enterotoxigenni Bacillus cereus, se nachazi v piad¢ a mize byt piirozené pfitomno na nékterych
plodinach (Beuchat & Ryu 1997). Jiné druhy bakterii nebo virti na ¢erstvych produktech mohou
byt zaneseny piimym kontaktem s fekalnim materidlem nebo odpadnimi vodami pouzivanymi
k zavlazovéani. Pouziti surového zvifeciho hnoje jako hnojiva miize zvysit pfitomnost
mikroorganismll i na ovoci a zeleniné (Crane et al. 1983). DalS§im zdrojem piedskliziiové
kontaminace, ktera je Casto piehlizena, je kontakt s divokymi nebo domdécimi zvifaty. Je
napiiklad zndmo, Ze volné Zijici ptaci potencidlné obsahuji bakteridlni patogeny pienaSené
potravinami, véetné bakterii rodu Campylobacter a Salmonella (Luechtefeld et al. 1980).
Kontakt s fekdlnim materidlem téchto zvirat miize vést ke kontaminaci rostlinnych plodin.

Zvlastni zemedéElské postupy, jako je pouzivani zviteciho hnoje narozdil od chemickych
hnojiv, mohou byt faktorem pfi vyskytu téchto patogenti pienaSenych potravinami do Cerstvych
produktti (Tauxe et al. 1997).

Salmonely se bézn¢ nachazeji v gastrointestindlnim traktu mnoha zviftat, jako jsou ptaci,
plazi, hospodaiskd zvifata a lidé. VétSina piipadi salmoneldézy byla diive piipisovana
konzumaci kontaminované dritbeze a dribezich produkti (Tauxe et al. 1997). Rostouci pocet
ohnisek ve Spojenych statech americkych s bakteridlni kontaminaci je priméarn€ zplsoben
salmonelou (Harris et al. 2003).

3.11 Odolnost bakterii vii¢i dezinfek¢nim prostifedkiim v krmivech

Rezistence vuc¢i antibiotikim se vyskytuje v mnoha odvétvich, od akvakultury,
zpracovani potravin a zdravotni péce az po volné zijici zivo€ichy, zvifata v zajmovém chovu a
zvitata v produkénich chovech (Landers et al. 2012). Zemé&délsky pramysl spoléha na pouzivani
antimikrobialnich latek ke zlepSeni zdravi a produktivity zvifat, zejména u intenzivné
chovanych druhli (Moyane et al. 2014). Proto je objem vyuZiti antimikrobialnich latek v
pramyslu srovnatelny s objemem vyuziti v mediciné. Je znepokojivé, ze mnoho
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antimikrobialnich 1€ki, které jsou povazovany za dilezité pro lidské zdravi, se pouziva v
chovech zvifat, jako jsou tetracykliny, peniciliny a sulfonamidy.

Naduzivani a nevhodné pouzivani antimikrobidlnich latek v chovu zvifat vytvofilo
obrovsky selecni tlak, ktery zvysuje a urychluje pravdépodobnost, ze se bakterie ptizptsobi a
pomnoZi, aby vytvotily odolng&jsi populaci. Sifeni odolnosti vii¢i antibiotikiim je usnadnéno
vysokou hustotou zvifat zapojenych do prvovyroby (Aminov & Mackie 2007). Toto vyuzivani
antibiotik v nizké koncentraci po del$i dobu podporuje vznik rezistence proti antibiotikiim.
Cetné studie ukazaly, Ze pouzivani antibiotik u zvifat na vyrobu potravin, zejména pro
dokonce i u bézné populace prostiednictvim potravinového fetézce (Marshall & Levy 2011). V
disledku je zemédélsky prumysl povazovan "hotspot" odolnosti vic¢i antibiotiklim.

Aby vyrobci potravin udrzeli krok s obrovskym rozsahem celosvétové produkce potravin
a omezenymi zdroji, pouzili nové technologie a alternativni vyrobni metody k industrializaci a
optimalizaci vyroby potravin. Piikladem je pouziti antibiotik jako doplikovych latek v
krmivech ke zvySeni ristu zvitat, dokud se neobjevily ,,superbugs®. V dusledku tohoto stavu
byla antibiotika na Grovni farem zakazana (Koluman & Dikici 2013).

V souladu s natizenim (ES) ¢. 1831/2003 by mél byt striktné dodrzovan a fadné vymahan
zakaz pouzivani antibiotik jakozto latek podporujicich rast platny od 1. ledna 2006.

Krom¢ antibiotik mohou podporovat §ifeni rezistence i té¢zké kovy jako Cd, Hg, Cu a Zn.
Tyto kovy mohou se akumulovat v selektivnich koncentracich v padé€, vod€ a spustit tzv.
koselekei, kdy kromé rezistence vuci antibiotikim plazmidy poskytuji také rezisetnci vici
tézkym kovim, napiiklad médi nebo stfibru. Proto ke zpomaleni $ifeni rezistence je tieba
pfijmout dal$i opatfeni (Seiler & Berendonk 2012).

Propojeni rezistentnich bakterii ze zvifat s lidmi neni jednoduché, protoze existuje mnoho
moznych zplisobll pfenosu. Pfimé transferové trasy zahrnuji kontakt se zviraty v zajmovém
chovu nebo kontakt s voln¢ Zijicimi Zivo€ichy. Nepiimé pfenosové cesty zahrnuji kontaminaci
pudy, fek a potokli zeméd¢€lskymi odpadnimi vody a Sifenim hnoje. Ty nasledné kontaminuji
plodiny a vodu pouzivanou k piti a pfipravé potravin. Nicméné, potravinovy fetézec byl
povazovan za hlavni cestu pfenosu bakterii rezistentnich vii¢i antibiotikiim na ¢loveéka (Phillips
et al. 2004).

Potencialni ohrozeni lidského zdravi naduzivanim antibiotik u hospodaiskych zvitat je
vyznamné. Jeho dopad nebyl pln€¢ docenén kvili nedostate¢nému vyzkumu a dokumentaci
(Landers et al. 2012). Cetné studie vSak spojuji rezistence proti antibiotikiim u potravinaiskych
zvitat s infekcemi rezistentnimi vi¢i antibiotikim u lidi (Marshall & Levy 2011). Mezi
nejidentifikovanéjsi patogeny pienaSené potravinami, které byly spojeny s geny bakteridlni
rezistence u lidi a hospodatskych zvifat, patii meticilin rezistentni stafylokoky (MRSA), E. coli,
salmonely a enterokoky (Marshall & Levy 2011). Zoondzy jsou nékazy, které se mohou
pfendSet ze zvirat na Cloveka. Zoonotické infekce predstavuji priblizné 60 % vsech lidskych
onemocnéni a 75 % noveé se objevujicich infekénich nemoci (Benon et al. 2018). Naptiklad
Graham et al. (2009) zjistili, Zze izolaty enterokokli a stafylokokti z much v blizkosti
dribezaiskych farem nesly podobné rezistence na antibiotika jako izolaty z dribeziho
podestylky na farméch.

Patogeny pienaSené potravinami rezistentni vii¢i antibiotikim u zvifat produkujicich
potraviny se mohou §ifit na ¢lovéka konzumaci kontaminovanych potravin nebo vody a pfimym

19



kontaktem se zvifaty (McNulty et al. 2016). Existuji rizné faze a interakce v potravinovém
vyrobnim fetézci, ve kterém mohou vstoupit bakterie rezistentni vii¢i antibiotikim. Za prvni,
ve fyzickém prostiedi, jako je ptida, vzduch a voda, se rezistentni organismy mohou S§ifit ze
zvitat. Piikladem je spotfeba vody, ktera je kontaminovana kvili rezistentnim bakteriim z
zivocisného odpadu, ktery se pouziva jako hnojivo. Na farmé by mohl byt piiméjsi pienos
rezistentnich bakterii mezi zvitfaty ve stdd¢ a zvitaty v tésné blizkosti, jakoz i mezi zemédélci a
jejich zviraty (Landers et al. 2012).

Bakterie v potravinach, které jsou nositeli rezistence, budou navic pravdépodobné
perzistentni v potravinaiskych komoditich kviili své celkové odolnosti vi¢i jinym
environmentalnim stresorim, jako jsou konzervacni latky a dezinfekéni prosttedky. To je
zpusobeno indukci mar operonu (multiple antibiotic resistance operonu) v disledku vystaveni
environmentalnimu stresu. Mar operon reguluje expresi mnoha gentl, véetné téch, které koduji
rizné mechanismy rezistentni vic¢i antibiotikiim (McMahon et al. 2007). Proto mize mit
odolnost bakterii vii¢i antibiotikim vliv na jejich pretrvavani bakterii kvili jejich schopnosti
odolat G¢inktim riiznych environmentalnich stresorti.

Problémem lidského zdravi je ptenos bakterii rezistentnich vici antibiotikim v
potravinach na ¢lovéka a nésledna kolonizace lidského stfeva. To zdiirazituje vyznam spravné
manipulace s potravinami a pfipravy ze strany spotiebitelll, aby se zabranilo pfenosu, protoze
pfitomnost bakterii rezistentnich vii¢i antibiotikim by mohla nepfiznivé ovlivnit budoucnost
lidského zdravi, protoze nékteré infekce se obtizné 1é¢i nebo pokud dojde k infekcim, pokud
jsou pozity patogenni bakterie rezistentni vii¢i antibiotiklim (Bester & Essack 2010).

Béhem vyroby potravin by zpracovatelské kroky, jako jsou zemédélské cinnosti,
porazkové postupy a pieprava potravindiskych zvitat, mohly zavést do potravinového fetézce
rezistentni bakterie (McEwen & FedorkaCray 2002). Stiikani jatecné upravenych t¢l masa
roztoky organickych kyselin za jejich dekontaminace mlize vést k pfeziti patogenti rezistentnich
vici kyselinam. To by nasledné mohlo zkfizit kontaminaci potravin a "kolonizovat" prostiedi
vyroby potravin, coz by podkopalo ucinnost Cisténi a sanitace (Berry & Cutter 2000).
Kontaminace bcéhem piipravy potravin a konzumace kontaminovaného masa a jinych
potravinaiskych vyrobkl navic vede k pifiméjsi pfenosové cesté bakterii rezistentnich vici
antibiotikim. Zbytkova antibiotika v syrovém mase by mohla vést k rozvoji bakterii
rezistentnich vici antibiotiklim v lidském stievé (Kjeldgaard et al. 2012).

3.12 Ziskana odolnost

Podle Bockstael & Van Aerschot (2009) je resistence vici antimikrobidlnim latkdm
béznym a rostoucim problémem u mnoha dilezitych lidskych patogenii. Hlavni mechanismy,
kterymi bakterie ziskavaji odolnost vici terapeutickym antimikrobidlnim G¢inktim, zahrnuji;
(1) cilovd zména, (2) neproniknutelnost, (3) enzymatickd modifikace nebo zniceni slouceniny
a (4) aktivni eflux. Vzhledem k tomu, Ze antimikrobidlni ¢inidla maji obecné specifické cilové
misto v burice, mize ziskani jednoho z téchto mechanismi zpiisobit, ze bakterie jsou rezistentni
1 viici dal$im slouc¢eninam, které maji stejny nebo podobny mechanismus tc¢inku.

Piikladem vzniku rezistenci je pouZzivani triclosanu. Triclosan je Sirokospektralni
antimikrobialni latka pouzivand v mydlech na ruce, krémech, odévech, plastech a zubnich
pastéach a je nejbéznéji pouzivanym bisfenolem za poslednich 30 let. Nékteré studie naznacuji,
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ze v piipadé triclosanu mize nespravné podavani zvolit Sir$i rezistenci (Schweizer 2001).
Triclosan ptsobi v nizkych koncentracich podobné jako antibiotika na konkrétni bunéény cil,
enoyl-acylovou nosnou proteinovou reduktdzu (Fabl), dilezity enzym pfti syntéze bakteridlnich
mastnych kyselin (Ciusa et al. 2012).

Nedavno byl v klinickych izolatech S. aureus objeven novy mechanismus pro snizenou
nachylnost k triclosanu. Byla identifikovana dal$i kopie genu fabl, ktery pravdépodobné
pochazi ze Staphylococcus haemolyticus, ktera byla ziskdna pomoci plazmidového ptfenosu
plazmidi s genem kddujicim rezistenci. Autoii dale vyhleddvanim v databazi zjistili, Zze S.
haemolyticus verze genu fabl byla pfitomna v riznych stafylokocich, vcetné S. aureus a
Staphylococcus epidermidis, ve kterych byl dalsi gen fabl umistén na plasmidech spolu s genem
qacA. To naznacuje, Ze tento novy mechanismus pro snizenou nachylnost k triclosanu se
aktivné pienasi mezi stafylokoky (Ciusa et al. 2012).

Jak jiz bylo zminéno, biocidy budou mit pravdépodobné vice nespecifickych cilovych
mist v buiice a snizena nachylnost k biocidiim zprostfedkovana mutaci je vzacna. Enzym enoyl-
ACP reduktaza, kodovany genem fabl, je vSak specifickym cilovym mistem pro triclosan (Saleh
et al. 2011). Zmény cilového mista zprostfedkované mutaci, které snizuji inhibi¢ni U¢inek
triclosanu a zvySend exprese fabl, byly popsany jako mechanismy, které maji za cilovou
nachylnost ke triclosanu (Skovgaard et al. 2013).

Je znama 1 snizend citlivost na formaldehyd. Byla zjiSténa mezi klinickymi izolaty
Enterobacteriaceae a kontaminovanymi dezinfekénimi roztoky. Glutathion-dependentni
formaldehyddehydrogenaza kdédovana genem adhC na plazmidu pVU3695 je zodpovédna za
toleranci formaldehydu vi¢i Escherichia coli VU3695 (Kummerle et al. 1996). Kromé toho
byla prokazéana kiiZzova rezistence mezi antibiotiky a DP u E. coli.

Langsrud et al. (2003) objevil kmeny Serretia marcescens v koupeli na nohy
v potravinafském primyslu, které mohou ptezivat v amfoternich biocidech. Nebylo jasné, zda
byl odpor pfirozeny nebo ziskany.

3.13 Mechanismy rezistence

Od pocatku 60. let 20. stoleti narGstaji problémy spojené s ristem a rozvojem rezistence
na antibiotika, které jsou nyni povazovéany za vyznamné nebezpeci pro klinickou praxi. Hlavni
pfi¢inou tohoto problému bylo a stile je rozSifené nespravné pouzivani a piedepisovani
antibiotik v klinické 1 veterinarni medicin¢ (Gilbert & McBain 2003).

Antibiotika byla poprvé pouzita v klinickych studiich ve 40. letech 20. stoleti, ackoli
sulfonamidy syntetizovany a pouzivany jest¢ diive. Po penicilinu byly vyvinuty streptomycin
a dal$i aminoglykosidy, jako jsou aminocyklitoly, tetracykliny, chloramfenikol, makrolidy,
polosyntetické beta-laktamy, glykopeptidy, linkosamidy, 4-chinolony a diaminopyrimidiny
(Russel 2002).

Rezistence vi¢i antimikrobidlnim latkdm se da rozd¢lit na dva typy — pfirozenou a
ziskanou.

Pfirozena rezistence je vlastnost bakteridlniho druhu nebo vrozena schopnost snizeni
ucinnosti antibiotika prostfednictvim Spatné propustnosti vnéj$i membrany (bunécné
membrany a peptidoglykan) pro ur€ité typy molekul nebo ptitomnosti efluxnich systémd, které
snizuji koncentraci intraceluldrniho antibiotika tim, Ze jsou schopny ¢aste¢né nebo zcela dostat
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antibiotikum ven z buniky (Blair et al. 2015). Dale n¢které druhy bakterii mohou produkovat
enzymy deaktivujici antibiotika. Naptiklad Pseudomonas aeruginosa vykazuje rezistenci vici
fad¢ antibiotik jako aminoglykosidy, chinolony a beta-laktamy. Mimo pfirozené vnitini
rezistence, kterd zahrnuje nizkou propustnost vnéj§i membrany, expresi efluxnich pump a
produkci enzymu inaktivujicich antibiotika, je P. Aeruginosa schopna i adaptivni rezistence,
ktera se projevuje tvorbou biofilmu v plicich infikovanych pacient, kde biofilm slouzi jako
diftizni bariéra omezujici pfistup antibiotik k bakterialnim buiikdm. Kromé toho se v biofilmu
mohou tvofit perzistujici buniky odolné vici vice 1éktim, které jsou schopné piezit Utok
antibiotik; tyto bunky jsou odpovédné za prodlouzené a opakujici se infekce u pacientt s P.
aeruginosa (Pang et al. 2019).

B-lactams and
quinolones /\
Aminoglycosides /\\’_ Antibiotic-
and polymyxins T inactivating
enzymes
Porin

Efflux !
pumps

channels ,

Obrazek ¢.1: Schematické znazornéni mechanismu vnitini rezistence na antibiotika u P.
Aeruginosa (Pang et al. 2019).

Ziskana rezistence. Bakterie mohou ziskat rezistenci na antibiotika mutaénimi zménami
nebo ziskanim geni rezistence prostfednictvim horizontdlniho pfenosu genl, kdy dochazi
k pfenosu kratkého tiseku DNA mezi jednotlivymi bakteriemi stejného druhu nebo dokonce
mezi riznymi druhy (obrazek ¢.1) (Pang et al. 2019).

Antibioticka rezistence se neomezuje pouze na konkrétni typ antibiotika. Mize odkazovat
na fadu chemicky nesouvisejicich latek, kterym nebyla buiika nikdy vystavena soucasné a mit
,multidrug resistance* (MDR). Exprese efluxni pumpy AcrAB-TolC v Enterobacteriaceae je
nutnd pro vybér mutantl rezistentnich na fluorochinolony s mutovanymi cili v riznych
gramnegativnich bakteriich, jako je Salmonella nebo Campylobacter, dva hlavni potravinové
patogeny. Pokud jsou kombinovéany tyto mechnismy, poskytuji bakteriim vysoky stupeni
rezistence vuci chinolonim. Podobné synergie byly nedavno identifikovany pro makrolidy u
kampylobaktera a dalsi pfiklady mohou byt s beta-laktamy a polymyxiny u Enterobactericeae
(Piddock 2006; Davin-Regli et al. 2008).

Ziskana rezistence v disledku chromozomalni mutace a selekce se nazyva vertikalni
evoluce nebo vertikdlni genovy pienos, protoze vyhoda je poskytnuta bakteridlni linii.
Frekvence spontannich mutaci pro rezistence na streptomycin u E.coli se vyskytuje s Sanci
piiblizné 10°. Zatimco mutace je vzacny vyskyt, rychly rast bakterii a absolutni podet
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dosazenych bunc¢k znamena, Ze to netrvd dlouho, nez se u populace vyvine rezistence. Proto
geny rezistence pieneseny replikaci DNA pifimo do nasledujicich generaci (Todar 2011).

Antibiotic resistance gene
A Plasmid 9

Donor cell Recipient cell
Conjugation

Phage
B : g

Donor cell Recipient cell
Transduction

c Dead bacterium Release of DNA

y

N

gy, Sy
Donor cell Recipient cell
Transformation

Obrazek ¢.2: Mechanismy horizontalniho pfenosu genli. Horizontdlni mechanismy
pfenosu zahrnuji konjugaci, transdukci a transformaci. (A) Konjugace je proces, ktery prenasi
DNA piimym fyzickym kontaktem mezi buiikou déarce a buiikou piijemce. (B) Transdukce je
pfenos DNA z jedné bakterie na druhou bakteriofagy. (C) Pfi transformaci bakterie pfijimaji
volné fragmenty DNA uvolnéné do prostiedi a zaclenuji ji do svého vlastniho genomu (Pang et
al. 2019).

Jednim z nejvice studovanych mechanismti je bakteridlni rezistence na KAS. Dle Russel
(2002) kationtové latky (kvartérni amoniové kationy, chlorhexidin, diamidiny, akridiny) a
triclosan byly spojeny se sbérem a piezitim bakterii s nizkou urovni rezistence vici
antibiotikiim. Pfedpoklada se, Ze chronologicky vyskyt determinantti qacA a qacB v klinickych
izolatech Staphylococcus aureus se shoduje s nastupem a pouzivanim kationtovych biocidt.

U stafylokok byla zjisténa rezistence na kationtové biocidy, véetné chlorhexidinu, KAS,
je genova rodina qacA / B, tuto rezistenci koduje (Russel 2002). VétSina izolatd rezistentnich
na KAS rezistentni kvili pfitomnosti jedné nebo vice efluxnich pump. Tyto pumpy jsou
kationtové exportni proteiny vazané na membranu zavislé na protonové sile kationtt, které patii
bud’ do hlavni rodiny transportnich proteinli, nebo do skupiny proteint s malou odolnosti proti
vice 1ékiim. Rada z nich byla identifikovana u grampozitivnich bakterii (napf. qacA, qacB, smr,
qacG a qacH) a gramnegativnich bakterii (napf. emrE, qacE a qacEA1) (Chapman 2003).
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4 Metodika

4.1 Material

Rezistence vybranych kment bakterii byla provedena in vitro.
4.1.1 Pomiicky

Zkumavky

Injekeni stiikacky
Stojan na zkumavky
Jednorazové rukavice

4.1.2 Pristroje

Denzitometr McFarland typ DEN-1 od vyrobce Biosan
Vodni lazen

Pro urceni koncentrace bakterii a jejich rezistenci na dezinfek¢ni prostiedek byl pouzit
denzitometr McFarland typ DEN-1, ktery je zaloZen na méfeni optické hodnoty v rozsahu 0,3
— 5,0 McFarland pii 600 nm.

4.1.3 Chemikalie

Wilkins-Chalgren anaerobe broth (Oxoid)
SAVO (koncentrace chlornanu sodného 4,7 g/100 g)
Destilovana voda

4.1.4 Pouzité kmeny bakterii

Escherichia coli 055 (sbirkovy kmen)

Salmonella sp. (izolat z masa)

Bacillus cereus (izolat z kakaového prasku)
Serratia marcescens DSM30121 (sbirkovy kmen)
Zivna médie

Tabulka 3: Slozeni Wilkins-Chalgren anaerobniho bujonu

Latka gram/litr
Pepton 10
Zelatinovy pepton 10
Kvasni¢ny extrakt 5
Glukoza 1
Chlorid sodny 5
L-arginin |
Pyrohroznan sodny 1
Menadion 0.0005
Hemin 0.005
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pH medii: 7,2 £ 0,2

Bylo rozpusténo 33 g pudy v 1 litru destilované vody. Nésledné¢ byla provedena
sterilizace v autoklavu pfi teploté¢ 121 °C po dobu 15 minut. Pfipravend piida byla rozlita do
zkumavek.

4.1.5 Dezinfekéni prostiedek

Pro praktickou ¢ast této praci byl pouzit dezinfekéni prostfedek znacky Savo. Savo je
tekuty dezinfekéni piipravek efektivni na dezinfekci povrchli a uzitkové vody. Obsahuje
chlornan sodny NaClO (4,7 g/100 g), ktery je ucinny proti bakteriim, virim, fasdm a houbam.
Doporucené mnozstvi na dezinfekce povrchu (podlaha, sanitarni predmét nebo keramika) 1 1
ptipravki na 9 1 vody na 30 min. Pfedméty, které podléhaji styku s potravinami nutno po 30
minutach oplachnout vodou.

4.2 Metodika

Cilem testovani bylo stanoveni G¢innosti dezinfekéniho prostfedkli o rizné koncentrace
aktivnich latek, a porovnat vzorky na ziskani odolnosti proti dezinfekénimu prostfedkli u
riznych kment.

4.2.1 Priprava vzorku

Do zkumavek s mediem bylo ptfidano 0,1 ml bakterialniho kmene (Tabulka 4) a ihned
poté zvolené mnozstvi (Tabulka 5) dezinfek¢niho ptipravku Savo. Zkumavky byly oznaceny a
inkubovany ve vodni lazni pii 37 °C po dobu 6 hodin. V priubéhu inkubace byla kazdych 30
min zmé&fena opticka denzita pomoci denzitometru McFarland typ DEN-1.

Tabulka 4: Bakterialni kmeny

Cislo zkumavky Bakterie
1-3 Escherichia coli
4-6 Salmonella
7-9 Bacillus cereus
10-12 Serratia marcescens

Tabulka 5. Koncentrace NaClO v jednotlivych inokula¢nich davkach
Inokulaéni davka NaClO (mg/g)

2 ml 0,2 ml 0,02 ml 0,002 ml 0 (kontrola)
A 94 - 0,94 - -
B - 9,4 - 0,094 -
C - - - - -

Nazev zkumavky
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4.2.2 Vyhodnoceni

Pro vypocet specifické riistové rychlosti byly vybrany 1.hodina a 3.hodina, nasledn¢ byl
vypocitan prumér u stejnych koncentraci kmenu + smérodatna odchylka.
Ziskané hodnoty optické denzity byly dosazeny do vzorce pro vypocet specifické riistové

rychlosti (p):

= Inx — lnXO optické denzity v Case to.

t_to

kde x = stonasobek optické denzity v €ase t a xo = stondsobek

Ziskané vysledky byly statisticky vyhodnoceny programem Statgraphics Centurion XV
(StatPoint).
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5 Vysledky

Tabulka 6: Specificka riistova rychlost testovanych kment bakterii

Koncentrace NaClO (mg/g)

Kmen
94 9.4 0,94 0,094 0 (kontrola)
Escherichia coli 0,15+ 0,080 0,08+006° 1,15+0,02° 1,06+005 0,88+ 0,23
Salmonella 0,06+ 0,030 000+0,10° 129+0,11° 124+0,02° 1,17+ 0,05
Bacillus cereus 0,01 £0,03° 0,01 0,050 1,30+0,01® 137=0,15> 1,31+0,11°
Serratia 0,05+£006° 002=0,06° 095=029 139+0,10° 1,04+0,31°
marcescens

Horni indexy (a,b) znaci statisticky vyznamné

koncentracemi.

rozdily (P < 0,05) mezi jednotlivymi

Z vysledki je ziejmé, ze ¢im vys$i koncentrace NaClO, tim vyssi citlivost bakterii.

Vsechny kmeny pfi koncentraci 94 a 9,4 mg/g NaClO vykazovaly citlivost vii¢i pouZzitému
dezinfekénimu prostredku Savo. Oproti tomu koncentrace 0,94 a 0,094 mg/g NaClO byly ptili§
nizké a testované kmeny vici témto koncentracim byly rezistentni, coz bylo potvrzeno
statistickym vyhodnocenim na hladin€ vyznamnosti P = 0,05, kdy se koncentrace 94 a 9,4 mg/
g vyznamné liSily (P < 0,05) od kontroly (0 mg/g) a naproti tomu koncentrace 0,94 a 0,094
mg/g se od kontroly neliSily.

27



6 Diskuse

Dezinfekéni prosttedky se pouZzivaji v potravinarském primyslu ke sniZeni zatéze a
prodlouzeni trvanlivosti potravinafskych vyrobki, ¢imz se snizuje pfenos choroby. Prostfedky
na bazi halogenu jsou jednim z nejpouzivanéjSich v provozu. Chlor je silnym oxidantem, ktery
inhibuje enzym bakterii, a tim vede k nevratné oxidaci SH skupiny a zni¢i bunécnou aktivitu
(viz. 3.5.3) (Gerald & Russell 1999).

Cilem praktické Casti této prace bylo porovnat u¢innost DP na odli$né kmeny bakterii.
Vysledky ucinnosti NaClO pii koncentracich u 4 mikroorganismi uvedeny na tabulce 6. DP
s obsahem chlornanu sodného byl G¢inny na vSech testovanych bakterii. Byla pozorovana
vysoka ucinnost prostiedkil po 1. a 5 hodinach kontaktu ve vysokych koncentracich (94 a 9,4
mg/g). V potravinarském priimyslu MO nejsou v kontaktu s DP po dobu 5 hodin, jak bylo
testovano v této praci, proto neni jasn¢ jaka by byla ucinnost DP po 5 nebo 15 minutach
pusobeni (Iniguez-Moreno et al. 2017), avSak ze ziskanych vysledkli se da vyvodit jaké
koncentrace zabraiiuji mnozeni testovanych kment.

Z vysledki této prace vyplyva, ze koncentrace NaClO ve formé ptipravdu Savo
doporucena vyrobcem k domacimu pouziti (1 litr do 9 litrti vody) je dostatecna pro inhibici
testovanych kment bakterii.

Utinnost dezinfekéni aktivity miize byt ovliviiovana mnoha faktory. Gramnegativni
bakterie jsou odolngj$i proti antiseptikim a dezinfekénim prostfedkiim, nez nesporulujici
grampozitivni bakterie. Na zaklad¢ vysledkti NaClO byl vysoko efektivni jiz v koncentraci
0,0094 % 1 proti gramnegativnim bakteriim Salmonella sp., Serratia marcescens. Avsak
vSechny kmeny ukazovaly stejné hodnoty jako u kontroly pti koncentracich 0,94 a 0,094 mg/g.
Dtivodem mohla byt nedostate¢na koncentrace nebo doba.

Ve studii Gomes et al. (2001) byly in vitro testovany NaClO (5,25%) a chlorhexidin
v kapalné formé (0,2%, 1% a 2%) proti bakterii Enterococcus faecalis. Navzdory skutecnosti,
ze vSechny testované latky mély antibakteridlni uc¢innost, doba usmrceni E. faecalis se liSila v
zavislosti na davce a formé latky mezi latkami NaClO a chlorhexidinu. Dalsi studie zjistila, Ze
NaClO (5,25%) pro zabijeni mikroorganismu (Stahphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Candida albicans,  Pseudomonas endodontalis, Porphyromonas  gingivalis,
Prevotellaintermedia) staci nékolik sekund (Vianna et al. 2004). Tyto vysledky jsou v souladu
s vysledky této prace, ve které pouzité koncentrace NaClO 9,4 % a 0,94 % rovnéz inhibovaly
rust testovanych bakterii.

Zda se, ze antimikrobidlni aktivita NaClO je ovliviiovana akumulaci nedisociované
kyseliny chlorné (HCIO) v roztoku. Jak uz bylo fe¢eno pocéatecni baktericidni aktivita HCIO je
zpiisobena oxida¢nim ucinkem na sulthydrylové skupiny bakteridlnich enzymi a naslednym
blokovanim zivotné dilezitych enzymt (Vianna et al. 2004).

Biofilmy jsou uskupeni mikroorganismii, které pfisedaji k povrchim a obaluji se
v hydratovanych extraceluldrnich polymernich latkdch (hlavnimi slozkami polysacharidy,
proteiny, nukleové kyseliny atd.). Bakterie v biofilmu jsou odolnéjsi vii¢i DP nez planktonni
bakterie a t€¢innost DP miize se ménit v rtiznych stadiich rastu biofilmii (Shi & Zhu 2009). Byly
zkoumany uc¢inku NaClO i na biofilmy. Podle Spatt et al. (2001) chlornan byl sodny G¢inny
proti biofilmim bakterii Prevotella intermedia, Peptostreptococcus micros, Streptococcus

28



intermediateus a Enterococcus faecalis po 1 hodiné¢ kontaktu. Aktivita latky byla urcena
druhem a délkou pilisobeni.

Antimikrobidlni G¢innost chlornanii sodného mize se ménit pii riznych teplotach. Pii
kazdém zvyseni teploty o 5 °C v rozmezi 5-60 °C se podle dosud testovanych taxont
baktericidni rychlosti roztoki chlornanu sodného vice nez zdvojnasobily (Zehnder 2006).
Ukazalo se, ze 1% roztok NaOCI pii 45 °C ma stejny potencidl k odstranéni lidskych zubt
buniciny jako 5,25% roztok pii 20 °C (Sirtes et al. 2005). Teplota lazné€, pii které byly
inkubovany bakterii stanovila 37 °C. Tento faktor mohl by taky ovliviiovat aktivitu chlornan
sodného, a tim by mohla byt i snizena doba piisobeni. Z toho vznika, Ze teplota vody, kterd se
pouziva pro smiSeni NaClO ma vliv na u¢inek a dobu vlivu.

Je znadmo, ze Uc¢innost DP obsahujici chlornan sodny zavisi na koncentraci chloru a pH.
Vysoké pH NaClO narusuje integritu cytoplazmatické membrany, coZ mé za nasledek trvalou
enzymatickou inhibici, biosyntetické zmény bunécného metabolismu a degradaci fosfolipida
(Estarela et al. 2002).

V préaci Owoseni & Okoh (2017) byla zkoumana zivotaschopnost bakterii Citrobacter a
letalni davka chloru. Bakterie rodu Citrobacter byly inaktivovany pii letalni davee 0,75 a 1,0
mg/l za 30 minut. AvSak pifi doporuc¢ené koncentraci chloru 0,5 mg/l po dobu 30 minut bylo
zjiSténo Ze bakterie je tolerantni. Baktericidni aktivita chloru se zvysila pfi vyssich davkach,
kromé toho existovala silna korelace mezi inaktivaci bakterii a prodlouZenim doby kontaktu. V
této praci je videét ze pii navyseni koncentrace NaClO 9,4 mg/g oproti 0,94 mg/g doslo ke
zvyseni citlivosti u bakterii.

V dalsich studiich byla pozorovéana regenerace salmonely po dezinfekci vody chlorem.
Vysledky ukazaly, Ze po dezinfekci chlorem vzdy existuje Sance na opétovny rust v recyklované
vodé. Salmonela byla vice rezistentni oproti indikatorovym bakteriim, jako jsou koliformni
bakterie a enterokoky. Bakteridlni reaktivace a opctovny ridst nastal pravdépodobnéji po
expozici niz§imi ddvkami chloru a rozsah reaktivace postupné klesal se zvySujici davkou
chloru. Ve srovnani s koliformnimi bakteriemi a enterokoky méla salmonela vysokou miru
opctovného rustu a reaktivace, s 2% opétovnym ristem i po 69 (mg min)/l chlorace a 24
hodinovém skladovani ve tmé. Tato zjisténi naznacuji, Ze chlorace (oSetieni chlorem) ovliviiuje
vybér patogennich bakterii rezistentnich na chlér a ze opétovny riist patogennich bakterii po
chloraci v recyklované vodé¢ s dlouhou reten¢ni dobou miize ohrozit vefejné zdravi béhem
opetovného pouziti odpadnich vod (Li et al. 2013).
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7 Zavér

Dalsi cast byla vénovana rezistenci proti dezinfekénim prosttedkim u vybranych
mikroorganismi, popsany typy rezistence.

Cilem prace bylo je popsat rizné typy dezinfekénich prostfedkli pouzivanych v
potravinafstvi a jejich vliv na mikroorganismy. V literarni reSersi byly vysvétleny dilezité
definice ze sféry sanitace, druhy a zdsady dezinfekce. Podrobné&ji byly rozebrany chemické
latky, typy a jejich ucinky na mikroorganismy. V ramci praktické ¢asti byl proveden i mensi
pokus ovéfujici citlivost Cistych bakteridlnich kultur na vybrany dezinfekéni prostredek.
Hypotézou bylo, Ze citlivost bakterii se bude liSit v zavislosti na rodovou ptisluSnost
jednotlivych druhd. Na zakladé zjisténych vysledkii mizeme tvrdit, Ze hypotéza nebyla
potvrzena. Citlivost bakterii se neliSila v zavislosti na rodovou pfislusnost jednotlivych druht.
Vsechny testované kmeny byly rezistentni na stejné koncentrace chlornanu sodného.
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