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ANOTACE

Tato bakalafska prace pojednava o bakterialnim rodu Ralstonia se zaméfenim na jeho
problematickém vyskytu v ¢isténé vodé (aqua purificata). V prvni kapitole je popsana obecna
charakteristika mikroorganismt, vCetn¢ jejich morfologie a ristu, piicemz je kladen diraz na
tvorbu biofilmu a antibiotickou rezistenci. Druhé kapitola pojednava o Gpravé vod pitnych a
nasledné ¢isténych vod. Nasleduje tieti kapitola s detailnim popisem rodu Ralstonia vcetné
morfologie, patogenity a detekce tohoto rodu. Soucasti bakalaiské prace jsou Ctyii kazuistiky

tykajici se infekci zptisobené bakteriemi Ralstonia spp.

KLICOVA SLOVA

Ralstonia, aqua purificata, nozokomialni infekce, biofilm, efluxni pumpa, detekce

TITLE

The Problem of Occurrence of Bacteria of the Genus Ralstonia in Purified Water

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with the bacterial genus Ralstonia with a focus on its problematic
occurrence in purified water (aqua purificata). The first chapter describes the general
characteristics of the microorganisms, including their morphology and growth, with focus on
biofilm formation and antibiotic resistance. The second chapter deals with the treatment of
drinking water and then purified water. This is followed by a third chapter with a detailed
description of the genus Ralstonia including morphology, pathogenicity and detection of this

genus. The thesis includes four case reports on infections caused by Ralstonia spp.

KEYWORDS

Ralstonia, aqua purificata, nosocomial infection, biofilm, eflux pump, detection
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ATB
ATP
CFU
CO2
CRP
CT
DNA
EPS
HGT
LPS
MALDI-TOF MS

MIC
NaCl
OWBA
PP
PVDF
QS
rRNA

antibiotikum

adenosintrifosfat

kolonie tvofici jednotky

oxid uhli¢ity

C-reaktivni protein

pocitacova tomografie
deoxyribonukleova kyselina
extracelularni polymerni substance
horizontalni pfenos genetické informace
lipopolysacharid

Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za
ucasti matrice s analyzou doby letu
minimalni inhibi¢ni koncentrace

chlorid sodny

online analyzator biologické zatéze vody
poplypropylen

polyvinylidenfluorid
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UVOoD

V této bakalaiské praci se budu zabyvat problematikou vyskytu Ralstonia v ¢isténé
vodé. V nemocni¢nim prostiedi se u pacienta mize vyvinout takzvana nozokomialni infekce.
Takova infekce miize byt zptisobena vlivem mikroorganismu pii zavedeni katetrti, pti operacich
a jinych invazivnich lékafskych postupti. Mezi mikroby zpisobujici nozokomialni infekce
U imunosuprimovanych pacientt patii i bakterie rodu Ralstonia.

Zastupci rodu Ralstonia se fadi mezi gramnegativni bakterie, které jsou znamé svou
schopnosti pfezivat i v prostiedi s nizkym obsahem Zivin a tvofit biofilmy. Tyto vlastnosti jim
umoziuji prezit a S$ifit se v rGznych vodnich systémech, vcetné téch, ve kterych by
se mikroorganismy nemély vyskytovat. Jako ptiklad slouzi vyskyt Ralstonia v ¢isténé vode, jez
je nasledné vyuzita na vyrobu farmaceutickych vyrobkl véetné téch uzivanych v nemocnicich,

a tim Casto vede k jiz zminénym nozokomidlnim infekcim.
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1 BAKTERIE

Bakterie jsou jednoduché organismy, jejichz télo je tvofeno pouze jednou bunkou. Svou
velikosti se fadi mezi mikroorganismy, nékdy zkracené uvadéné jako mikroby (Madigan et al,
2017). Samotné bakterie nelze vidét pouhym lidskym okem a na jejich pozorovani je vzdy
zapotiebi mikroskopu. Véda, kterd se zabyva zkoumanim bakterii, se nazyva bakteriologie.
Jedna se o jednu z disciplin® mikrobiologie.

Taxonomicky se bakterie fadi mezi prokaryotické? buiiky. V ramci ¢eské terminologie
se uziva vyrazu prvojaderné bunky. Kazdy prokaryotni organismus je tvofen jddrem, ribozomy,
cytoplazmatickou membranou a bunécnou sténou. Nékteré druhy pak mohou mit biciky,

fimbrie, plazmidy nebo jiné ptidatné organely.

1.1 Morfologie bunék

Jadro bakterie se nachazi voln¢ v cytoplazmé builkky a neni ohraniceno jadernou
membranou. Proto je oznaceno jako jadro nepravé, takzvany nukleoid. Funkce jadra je nést
genetickou informaci. Ta je uloZena v jediné, do kruhu stocené, molekule deoxyribonukleové
kyseliny — DNA. V buiice ji nalezneme ve zhusténé podob¢ jako chromozom. Geny obsazené
v nukleoidu jsou nezbytné pro piezivani a rozmnozovani prokaryot.

Bakterie vétSinou nese jesté dalsi geny, diky kterym muze ziskavat rizné genetické
vyhody. NejcCastéji se jednd o rezistenci vic¢i antibiotikim. Takové geny jsou uloZeny
Vv plazmidech jako kratké kruhové molekuly DNA.

Ribozomy jsou tvofeny z ribozomalni ribonukleové kyseliny rRNA a proteini.
V prokaryotickych bunkéch slouzi jako hlavni nastroj proteosyntézy. Jedna se o tcliska, ktera
Ize nejlépe charakterizovat a rozdélit podle jejich sedimentaéniho koeficientu®. Bakterie maji
ribozomy se sedimenta¢nim koeficientem 70 S. Ribozomy jsou slozeny ze dvou podjednotek —
mensi s koeficientem 30 S a vétsi s koeficientem 50 S. Kazda z nich obsahuje 1 jiné mnoZstvi
rRNA a polypeptidi.

Cytoplazmou se rozumi tekuté prostiedi buiiky ohrani¢ené -cytoplazmatickou
membranou. Zahrnuji se sem vSechny bunééné organely s vyjimkou jadra. Kromé organel do

cytoplazmy dale nélezi velké mnozstvi proteind, cukrli, enzymil a ribonukleové kyseliny.

! Dalgimi disciplinami mikrobiologie jsou napiiklad: Mykologie, parazitologie, nebo virologie.
2 Kromé prokaryotickych bunék se mikrobiologie zabyva i eukaryotickymi bunikami. Ty jsou fylogeneticky mladsi

vvvvvv

3 Sedimentaéni koeficient je definovan jako pomér rychlosti sedimentace ke zrychleni. Rozmér jednotky je ¢as,
ktery se udava ve Svedbergovych jednotkéach [S], kde 1 S = 107® sekund
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V cytoplazmé probiha vétSina enzymatickych procest, proto se zde vyskytuji i Ziviny a vznikly
metabolicky odpad.

Cytoplazmaticka membréana je tenkd blana, kterd ohraniCuje cytoplazmu od okoli.
U prokaryot se jedna o jedinou biologickou membranu. SloZena je z dvojvrstvy fosfolipidt, do
jeji polopropustnost, ktera umoznuje transport latek do nitra buiiky i do jejiho okoli.

Na cytoplazmatickou membranu tésn¢ naléhd bunécna sténa. Bakteriim udava tvar
a chrani je pted nepfiznivymi vlivy. Hlavni komponentou bunécné stény je peptidoglykan (téz
nazyvany jako murein, mukopeptid). Na zaklad€ jeho procentudlniho zastoupeni v bunécné
sténé 1ze bakterie rozdélit do dvou skupin — grampozitivni a gramnegativni bakterie?,

Bunécna sténa grampozitivnich bakterii je slozena ze silné peptidoglykanové vrstvy.
Misty je prostoupena kyselinou teichoovou, kterd upeviiuje bunécnou sténu k cytoplazmatické
membrané. Bunééna sténa gramnegativni bakterie je tvofena tenkou vrstvou peptidoglykanu.
Oproti grampozitivni buice ma navic vnéj§i membranu. Ta obsahuje bilkovinné kanalky —
poriny ®, umoziujici prostup Zivin do buriky. Na povrchu vn&j$i membrany se nachézi
lipopolysacharid® (LPS). Ten je slozen z lipidu A, zakladniho polysacharidu a specifického
polysacharidu. Mezi vnéj$i membranou a bunéénou sténou se nachazi periplazmaticky prostor.
Zde se kromé vrstvy peptidoglykanu nachazi enzymy, ziviny nebo vzniklé metabolity (Klaban,
2018).

Dalsi moznou strukturou bakterii je pouzdro. Nejcastéji byva tvotfeno polysacharidy,
polypeptidy ¢i kyselinou hyaluronovou. Tloustka pouzdra miize byt az 1 um. SlouZi jako obal
buiiky, ktery ji chrani pied neptiznivymi vlivy a fagocytoézou (Schindler, 2014).

U nékterych prokaryot Ize nalézt bi¢iky. Bi¢iky jsou zvInéné ttvary slouZici k pohybu’.

Jedné se o 20-30 nm tenké a asi 20 pm dlouhé vybézky tvorené bilkovinou flagelinem. Cast

4 Tyto nazvy vychazi z barveni dle Grama. Hans Christian Gram (1853—1938) vymyslel postup, ktery rozlisuje
bakterie na zakladé zadrzeni barvy v buné¢né sténé. Postup barveni zahrnuje krystalovou violet’ na obarveni a jod
v podobé Lugolova roztoku na fixaci. Nasledné dochézi k odstranéni barviva rozpoustédlem, nejcasteji ethanolem
nebo acetonem. Nakonec se bakterie dobarvi karbolfuchsinem nebo safraninem. Bakterie, jejiz bunécna sténa byla
schopna zadrzet krystalovou violet, zistane po promyti rozpoustédlem fialova, a proto je oznacena jako
grampozitivni. Bunécna sténa bakterie, ktera nezachyti krystalovou violet, a proto musi byt dobarvena
karbolfuchsinem az po promyti na rizovou barvu, je bakterii gramnegativni.

5 Poriny umoziiuji prostup do buriky pasivni difuzi nizkomolekularnim hydrofilnim slou¢eninam. Velké molekuly
(napriklad antibiotika) mohou také pronikat, ale mnohem pomaleji. Proto byvaji gramnegativni bakterie méné
citlivé na antibiotickou 1é¢bu. (Caroll et al; 2015)

6 Lipopolysacharid (LPS) je oznacovan jako endotoxin (Votava, 2005). Jedna se o toxin, ktery je soucasti vnéjsi
membrany bunky. Takovy toxin je v dob¢€ Zivota buiiky neaktivni a uvoliiuje se az pti poskozeni bunky.
7Mechanicky je ptirovnavan k funkci statoru (nepohybliva slozka) a rotoru (pohybliva slozka), kde jako stator
slouzi prstence v peptidoglykanové vrstvé a jako rotor je prstenec ulozeny v cytoplazmatické membrané. Takovy
prstenec je pak spojen s kolénkem a vlaknem, ¢imz umoziuje rotaci biciku a nasledny tocivy pohyb.

13



biciku, kterou jsme schopni pozorovat, se nazyva vlakno. To je u povrchu bakterie diky kolénku
zahnuté o 90°. Bic¢iky jsou ukotveny v cytoplazmatické membran¢ a bunééné sténé pomoci
nekolika prstenct, které tvoii bazalni télisko. Na zéklad€ poctu bicikt a jejich umisténi na bunice
se prokaryota rozdé€luji na n¢kolik skupin: monotricha s jednim bi¢ikem, lofotricha s n¢kolika
bi¢iky na jednom konci buiiky, amfitricha s bi¢iky na obou koncich bunky a peritricha s bi¢iky
po celém povrchu bunky.

K pohybu mohou prokaryota vyuzivat i pili, neboli fimbrie. Oproti bic¢ikiim jsou fimbrie
mnohem kratsi a drobnéjsi, proto jsou n¢kdy oznacovany jako chloupky (Schindler, 2014). Na
povrchu buiky se vyskytuji v desitkach az stovkach. Pili slouzi bufice nejcastéji K usnadnéni
adheze k povrchu. Nékdy dochézi k pripojeni bun€k mezi sebou a tim tvorbé biofilmu. Kromé
téchto fimbrii se v buiice mlze nachédzet tzv. sex-pili, ktery slouzi k pfenosu genetické
informace jiné buiice (Votava, 2005).

Nekteré bakterie jsou schopny prejit do klidového stavu a prezivat neptiznivé podminky
pomoci sporulace. Sporulace je proces vytvafeni endospor?, coz jsou vysoce odolné utvary,
diky kterym je bakterie schopna odolat piisobeni vysoké teploty ¢i nedostatku zivin. V tomhle
stavu mohou bakterie ptezivat nepifiznivé podminky az stovky let (Votava, 2005). Nejcastéji

vytvati spory grampozitivni bakterie rodu Bacillus a Clostridium.

pouzdro
bunécna sténa
cytoplazmaticka

membrana
cytoplazma

ribozomy
plazmid

pili

bicik
nukleoid
(kruhova DNA)

Obrizek 1 Stavba bakterialni buiiky

8 Endospory vznikaji uvniti bunky a tvofi je pravé bakterie rodu Bacillus a Clostridium. Exospory se vytvareji
pfeménou vicejadernych vlaken a jsou tvoteny napt. rodem Streptomyces. (Votava, 2005)
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1.2 Velikost a tvar

Velikost bakteridlnich buné€k je v zavislosti na evoluci a zptisobu Zivota rtizna. Obecné
plati, ze se pohybuje v fadu mikrometrii. Nejmensi velikost bakterie se pohybuje v priméru
okolo 0,2 um (rod Mycoplasma), nejvétsi okolo 0,75 cm (Thiomargarita namibiensis). Dosud
nejvetsi objevenad bakterie je Thiomargarita magnifica, ktera doristda do délky az dvou
centimetri (Volland et al., 2022). Bakterii takové velikosti by tedy bylo mozné pozorovat
| pouhym okem.

Rozeznavame tfi hlavni tvary bakterii (Votava, 2005). Jedna se o tvar kulovity,
tyCinkovity a spirdlovity. Kulovité bakterie (koky) se mohou vyskytovat jako samostatné
bakterie, Castéji ale byvaji ve dvojicich, fetizcich ¢i shlucich. Pravidelné koky uspotadané
v fetizcich tvoii bakterie Streptococcus pyogenes, ve shlucich podobnych hroznu pak bakterie
rodu Staphylococcus (staphylo = hrozen). Nékteré koky mohou byt zaSpicatélé (Streptococcus
pneumoniae) nebo napiiklad oplostélé (rod Neisseria). Protahlé formy koku se nazyvaji
kokobacily, kam se fadi bakterie rodu Moraxella ¢i Acinetobacter.

Vétsina bakterii se vyskytuje ve tvaru tyCinek. Pfestoze morfologie ty¢inek je riizna,
nejcastéji nalezneme tyCinky rovné (Escherichia coli). Pokud je tyCinka na jednom konci
roz$ifena, je oznaCovana jako kyjovita, Castéji koryneformni (rod Corynebacterium). Tvar
prohnuté ty¢inky, podle Schindlera (2014) az tvar rohli¢kovity, mivaji bakterie Vibrio cholerae.
Ty¢inky vicekrat zprohybané mohou byt bakterie rodu Campylobacter. U ty¢inek je dulezita
i jeji délka, at’ uz se jedna o vySe zminény kokobacil, ¢i naopak dlouhé s§tihlé tyCinky
(Mycobacterium tuberculosis) az vlakna dlouha desitky mikrometrd (Erysipelothrix
rhusiopathiae) (Votava, 2005).

Spiralovité bakterie se rozeznavaji podle miry stoceni spirdly a pravidelnosti zavita.
Hrubymi zavity je typicka bakterie rodu Borrelia, nejjemné&jSimi zavity bakterie Leptospira.
Nepravidelnym sto¢enim spiraly je charakteristicka bakterie rodu Spirrilum, naopak

Treponema je $tihla bakterie s pravidelnym spinem (Votava, 2005).
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Obrazek 2 Nakres nékolika zakladnich tvara baterii

1.3 Riist a mnoZeni bakterii
Nejcastéji se bakterie rozmnoZzuji takzvanym pifi€nym délenim. Buiika zdvojnasobi svij

objem, zvysi syntézu makromolekul a vedlejsich metaboliti. Poté se buiika (oznaovana jako
matefskd) rovnomérné rozd¢€li na dveé (dcefiné) bunky vytvorenim septa uprostied buiiky. Doba,
ktera je potieba na vznik dcefiné builky z matefské, se nazyva generaéni doba®. V laboratornich
podminkach je genera¢ni doba bakterii krat$i a bakterie se mnozi rychleji oproti rlistu v ptirod¢.
To je dano vhodné zvolenym Zivnym médiem, diky kterému ma bakterie k dispozici dostatecné
mnozstvi potfebnych zivin. Genera¢ni doba bakterie Escherichia coli je v laboratornich
podminkach zhruba 20 minut (Madigan et al., 2017). Bakterie maji Castéji generacni dobu delsi,
zhruba v jednotkach hodin az dni (Mycobacterium tuberculosis).

V idealnich podminkach lze popsat mnoZeni bakterii matematicky geometrickou
posloupnosti, piesnéji exponencialni fadou. Tato fada lze popsat rovnici:

log N, = log Ny +n*log 2

pfi¢emz n je pocet generaci, Ny, je celkovy pocet buné€k a N, je vychozi poc¢et bunék (Klaban,
2018). Castéji je mnozeni bakterii znazornéno graficky, a to ristovou kiivkou, kde je
exponencialni faze vyobrazena jako jeden z usekl. Rustova kiivka je zanesena v grafu

vyjadiujicim zavislost poctu Zivych bakterii na ¢ase (Hurych, 2020).

9Generaéni doba zavisi nejen na druhu mikroorganismu, ale také na mnoZstvi Zivin v prostiedi, rychlosti odvadéni
nezadoucich metaboliti aj.
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Celkem je kiivka rozdélena na 4 faze — lag-fazi, log-fazi, stacionarni fazi a fazi
odumirani. V prvni zminéné fazi se bunky adaptuji na nové prostiedi a syntetizuji potiebné
molekuly. Na d¢leni se teprve pfipravuji a nékteré bunky i odumiraji. Proto je ozna¢ovana jako
lag—faze (z anglictiny to lag = loudat se) (Klaban, 2018). Poté nastava faze exponencialni neboli
log-faze, logaritmicka faze. V této ¢asti kiivky je vidét strmy exponencialni rast, bakterie se
Vv této fazi déli, jelikoz maji dostatek prostoru a zivin. Zde se urcuje generacni doba. Jakmile
za¢nou dochazet ziviny, prostor, nebo dochazi k hromadéni toxickych metabolitli, nastava faze
stacionarni. Bunky se jiz nemnozi takovou rychlosti a za¢ina jich spiSe ubyvat disledkem
odumirani. Délka stacionarni faze je zavisla na druhu mikroorganismu a charakteru prostredi.
Podobné jako posledni faze — faze odumirani, kdy se sice nékteré bunky jest¢ mohou délit,

ovSem bun€k odumirajicich je daleko vice a kiivka tak v Case klesa (Votava, 2005).
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Obrazek 3 Riistova kiivka bakterialni kultury

1.4 Faktory ovliviiujici mnoZeni bakterii
Zakladni sloZzkou Zivé hmoty je voda. Ta je vyznamnym faktorem ovliviiujici rist

a mnozeni bakterii. Voda tvoii az 80% hmotnosti bakterie, u odolnéjSich spor jen asi 15%.
Bakterie vyuziva vodu k biochemickym reakcim, jako rozpousStédlo a také je to faktor
ovlivityjici stavbu bilkovin. V suchém prostiedi je pak pozorovatelny tibytek Zivotaschopnych
mikroorganismti (Klaban, 2018). Na nedostatek vody jsou spise citlivéj§i gramnegativni
bakterie nez bakterie grampozitivni (Votava, 2005).

Kyslik je diilezitou slozkou pro riist mikroorganismt. Mikroby aerobni (napft. bakterie
rodu Pseudomonas) ke svému rustu kyslik vyzaduji, zatimco pro obligatni anaeroby

(Clostridium difficile) je kyslik ptimo toxicky. Nékteré anaeroby jsou schopny rust i za ptistupu
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kysliku, takové bakterie se pak fadi do skupiny anaerobui aerotolerantnich (Clostridium
perfringens). Vétsina bakterii vSak patii mezi anaeroby fakultativni. Ty sice mohou rist i bez
pristupu kysliku, ovSem v jeho piitomnosti rostou mnohem Iépe (napf. stafylokoky,
streptokoky, escherichie). Mikroby rostouci pii nizs$i koncentraci kysliku, nez je jeho
atmosférickd koncentrace, jsou oznaceny jako mikroaerofilni. Sem lze zatadit bakterie rodu
Lactobacillus ¢i Campylobacter (\Votava, 2005).

Dalsim faktorem ovliviiujicim mnozeni bakterii je teplota. Mikroby jsou schopny se
mnozit v uréitém rozmezi teplot. Podle toho je lze rozdélit do tfech skupin — bakterie
psychrofilni, mesofilni a termofilni. Psychrofilni (chladnomilné¢) bakterie se rozmnozuji pti
teplotach 0°C-20°C, tadi se sem tedy bakterie obyvajici chladné vody ¢i jezera. Psychrofilni
bakterie je moZné najit i v potravinach uchovavanych v lednici. V takovém prostiedi je uvadéna
obvykla teplota 8°C (Votava, 2005). Z patogennich mikroorganisma sem lze zatadit bakterie
rodu Salmonella ¢i Staphylococcus aureus. Z malo patogennich mikrobd do této skupiny
fadime Pseudomonas fluorescens. Ta byva zodpovédna za kazeni potravin v lednici. Bakterie
mezofilni maji teplotni optimum mezi 20°C a 40°C. Radi se zde vétina patogennich
mikroorganismi (Neisseria gonorrhoeae, Escherichia coli) dulezita pro Iékaiskou
mikrobiologii, jelikoz je v tomto rozmezi obsazena i teplota lidského téla. Jejich nalez
Vv potravinach ¢i ve vodé muize byt ukazatelem obecného znecisténi. Termofilni (teplomilné)
bakterie se pak nejcastéji rozmnoZuji pii teplotach vysSich nez 40°C. Diky této teploté, jez je
vy$si nez je télesnd teplota Clovéka, zde nejsou zafazeny zadné lidské patogeny. Termofilni
bakterie se vyskytuji naptiklad v horkych pramenech ¢i kompostech (Klaban, 2018).

Osmoticky tlak je dal§im dtlezitym faktorem mnozeni, ale i pfezivani mikroorganismu.
Bakterie se vétSinou vyskytuji v prostiedi hypotonickém. To je takové prostiedi, kde
je koncentrace rozpusténych latek nizsi, nez je koncentrace rozpusténych latek v cytoplazmé.
Diky relativné pevné bunécné st€né vSak nedochazi k lyze buiiky. V hypertonickém prostredi,
kde je koncentrace latek vys$si nez v cytoplazmé, by dochéazelo k od¢erpavani vody z bunky,
tim jejimu vysouSeni, a proto by bylo zamezeno déleni bunky. Tento proces se nazyva
plasmolyza a je béZné uzivan v potravinaiském primyslu ke konzervovani potravin. Bakterie,
které jsou schopné se mnozit v hypertonickém prostiedi, jsou nazyvany halofily. Ty se daji
rozdé¢lit na halotolerantni, které pifimo nevyzaduji vyssi koncentraci soli, ale rostou i v béznych
koncentracich (napf. bakterie rodu Staphylococcus roste v béznych i 10% koncentracich soli),
dale na obligatn¢ halofilni, které Ziji vétSinou v motskych vodach a potiebuji alespon piidavek
1 % NaCl ke svému rastu (napft. bakterie rodu Vibrio), a na extrémn¢ halofilni bakterie rostouci

v nasycenych roztocich soli (napf. bakterie rodu Halobacterium) (Votava, 2005).
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Sledovani koncentrace vodikovych iontd, jinak feCeno pH, je dilezité pii kultivaci
bakterii v laboratofich. Bakterie vylucuji do média produkty metabolismu, které byvaji
nejcastéji kyselé povahy. Po piekroceni urcitého pH se mize zastavit rast bakterialnich bunék.
Vétsina bakterii roste pii neutrdlnim pH, tedy mezi pH 6-8. V zéasaditém pH (rozmezi pH 7-
14) rostou alkalofily, kam mtzeme zatadit Vibrio cholerae rostouci dobie mezi pH 7,4 - 9,6.
V kyselém pH (rozmezi pH 1-7) se dafi mnozit acidofilim. Do této skupiny se fadi kvasinky
a plisn¢ schopné se délit i pii pH 3, nebo napiiklad bakterie rodu Lactobacillus, kterym nejvice
vyhovuje pH 6 (Votava, 2005).

Bakterie potfebuje ke svému riustu a ndslednému mnozeni energii. Tu nejcastéji ziskava
dvéma zékladnimi metabolickymi procesy — respiraci nebo fermentaci. Fermentace, jinymi
slovy kvaseni, je takovy metabolicky proces, kde se neuplatiiuje kyslik, jedna se tedy o proces
anaerobni. Princip spo¢ivd v pfedani elektronu donorem (darcem) akceptoru (piijemci).
Darcem i pfijemcem elektronu je organicka molekula. Bakterie mtize zkvasovat gluk6zu, coz
je proces zvany glykolyza. Dale se mize jednat o ethanolové kvaseni ¢i mléné kvaseni,
pficemz ob¢ jsou ¢asto uzivany v potravinaiském prumyslu (Votava, 2005). Respirace, kterou
1ze ptelozit jako dychdni, je takovy metabolicky proces, kde jsou z darce na ptfijemce pievedeny
elektrony ivodikové ionty. U respirace aerobni je piijemcem vzdy molekularni kyslik
za vzniku vody. Toto dychani je spolecné i pro vSechny rostliny a zivo¢ichy (Klaban, 2018).
Pokud bude aerobni respirace bakterie uskute¢néna pomoci glukozy, l1ze ji znazornit touto
rovnici:

glukéza + 6 0, + 38 ADP +38P; - 6 CO, + 6 H,O + 38 ATP

Respirace anaerobni je typicka pouze pro prokaryota. Probiha za neptitomnosti kysliku,

proto jsou pfijemci elektroni jiné slou€eniny, které kyslik mohou, ale nemusi obsahovat. Jedna

se pfevazné o dusi¢nany, sirany nebo CO (Klaban, 2018).

1.5 Biofilm

Bakterie se ve vodé¢ mohou pohybovat voln¢ jako planktonické bunky, avSak nedavné
studie ukazaly, ze urCité druhy bakterii zvyhodiuje pfilnuti k povrchu, diky ¢emuz mohou
utvafet mikrobidlni spoleCenstvi zndmd pod ndzvem biofilm. Vytvafet biofilm je ve
schopnostech prakticky vsech mikroorganismi (Subramani, 2019). Bakterialni buiiky obsazené

v biofilmu vykazuji odli$né fenotypové i genotypové vlastnosti oproti planktonickym bunkam.
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Zména fenotypovych vlastnosti znesnadiiuje detekci a degradaci bakteridlnich bun¢k,
zatimco zména genotypovych vlastnosti miize vést napiiklad k produkci ars operoniil?, nebo
extracelularni polymerni substance (EPS). EPS je slozena z polysacharidd, extracelularnich
proteintl a extracelularni DNA a vytvaieji spolu s vodou a mikrobialnimi bunkami strukturu
biofilmu. Hlavnimi funkcemi EPS jsou usnadnéni adheze bakterii k povrchu, stabilizace 3D
struktury biofilmu a ochrana pfed antimikrobialnimi latkami (Rather, 2021).

Bakterialni buniky v biofilmu vykazuji vyraznou odolnost vii¢i riznym stresovym
faktoriim, coz ptedstavuje vyzvu pro jejich detekci a eliminaci v raznych prostfedich, vcetné
vodnich systémt. Biofilmy mohou zptisobovat fadu problémtl, véetné zvysené odolnosti vici

dezinfek¢nim prostfedkim a antibiotiktim.

1.5.1 Tvorba biofilmu
Pro tvorbu biofilmu existuje nékolik teorii. Kazdd z nich je charakteristickd svym

vlastnim postupem a roz€lenénim. Vznik biofilmu popisuje v péti krocich Rather (Rather,
2021), zatimco Cleaver (Cleaver, 2023) ho ¢leni pouze do krokt tii. Tento model tvorby
biofilmu je obecnéjsi nez starSi pétikrokovy model, protoze bere v tivahu moznost tvorby
agregati bez adheze k povrchu. Takové agregaty jsou pozorovatelné napiiklad v mediciné pii
tvorbé biofilmu v dychacich cestach (Cleaver, 2023).

Podle Rathera (2021) v prvni fazi dojde k pfichyceni planktonickych bakterii na
jakykoliv povrch.
Druha faze je charakteristickd ireverzibilnim uchycenim mikroorganismu. Jejich delsi strana
téla tak lezi na povrchu uchyceného pfedmétu/hmoty a kvili tomu je pohyb pomoci biciku
omezen.
Poté, co bakterie pfilnou, nastane tfeti faze, kdy zacnou produkovat extracelularni polymerni
substance (EPS). To umoZni shlukovani a tvorbu mikrokolonii.
DalSim, v potadi ¢tvrtym krokem, je zrani biofilmu. Béhem tohoto procesu nartistd mnoZstvi
EPS a tim biofilm ziskava podobu houby ¢i véZze.
V posledni, paté, fazi zraly biofilm praskne, mikroorganismy se uvolni a zah4ji se novy cyklus
tvorby biofilmu.

Podle Cleavera (2023) je tvorba biofilmu rozdélena do ti hlavnich fazi.
Prvni fazi je agregace €i pfipojeni, pii které se bakterie pomoci fimbrii adheruje k pevnému

povrchu, nebo k jiné bakterii.

10 Ars operony jsou geny zajistujici rezistenci na arsen. (Tripathi, 2007)
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Nasleduje faze ristu a akumulace, béhem niz je vyluCovdna EPS, biofilm zraje a vytvari
trojrozmérnou strukturu ve tvaru houby.
Posledni faze je disagregace, kde jsou agregaty nebo jednotlivé planktonické bunky oddéleny

od biofilmu s moznosti pohybovat se dal prostfedim.
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Obriazek 4 Schéma tvorby biofilmu

1.5.2 Quorum sensing

Mikroorganismy mezi sebou v ramci biofilmu komunikuji pomoci tzv. quorum sensing
(QS), mechanismu, ktery reguluje metabolickou aktivitu bun¢k a zvySuje virulenci. Quorum
sensing nejenze prispiva k tvorbé a rozsifovani biofilmu, ale také reguluje rizné bunécné
procesy, jako je produkce toxint, toleranci vici dezinfek¢nim prostiedkiim a rezistenci vici
1é¢iviim (Zhao, 2020).

Signalni molekuly quorum sensing jsou u gramnegativnich bakterii odli$né od téch,
které se nachazeji u grampozitivnich bakterii. Zatimco gramnegativni bakterie produkuji N-
acyl-L-homoserin laktony (AHSL), signalni molekuly u grampozitivnich bakterii casto
predstavuji kratké oligopeptidy podobné hormontim (Silha, 2024).

S QS a tvorbou biofilmu je ¢asto spojovdna antibiotickd rezistence, ktera muize byt
pfi¢inou az 80 % chronickych mikrobidlnich onemocnéni (Sionot, 2022). Tato kombinace
faktorl predstavuje znacnou vyzvu v 1é€bé infekei a vyZzaduje dalsi vyzkum a vyvoj novych

terapeutickych ptistupti.
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1.5.3 Antibioticka rezistence
Antibioticka rezistence bakterialnich bunck je vyssi u gramnegativnich bakterii nez

mnozstvi LPS omezujici prinik ATB do bunky. Diky zménénym genotypovym vlastnostem
je bunka v biofilmu schopna produkovat mar geny (multiple antibiotic resistance genes).
Mnoho mikroorganismu je schopno enzymaticky inaktivovat antibiotikum pomoci hydrolyzy
nebo substituce. Jednim z nejbéznéjSich enzymu je beta-laktamaza schopna Stépit beta—
laktamovy kruh vyskytujici se v penicilinech a CEF (Silha, 2024).

Aktivné vypuzovat antibiotikum z téla buinky jsou schopny efluxni pumpy. Tyto
proteinové pumpy jsou zabudovany v cytoplazmatické membran¢ grampozitivnich bakterii
nebo pfimo v bunééné stén¢ gramnegativnich bakterii. Zdrojem energie je vétSinou protonovy
gradient na membrang, kdy je jeden proton z membrany pfesunut do cytoplazmy na ukor
vylou¢ené molekuly. Efluxni pumpy mohou vypuzovat vice druht antibiotik, v takovém
pfipadé¢ je pumpa oznacovdna jako MDR (multiple drug resistance). Podle sekvence
aminokyselin 1ze rozd¢lit efluxni pumpy do péti kategorii: RND (resistance-nodulation-
division), MF (major facilitator), MATE (multidrug and toxic efflux), SMR (small multi-drug
resistance/staphylococcal multiresistance family) a ABC pumpy, které jako jediné vyuZzivaji
jako zdroj energie ATP. Kromé antibiotik miize efluxni pumpa vylucovat i barviva
¢i dezinfekéni prostfedky (Hricova, 2014). Antibiotickd rezistence bunék biofilmu souvisi
s n¢kolika dal§imi faktory. Jednim z takovych faktord je koexistence nékolika druhi bakterii,
které se v biofilmu nachazi. Nekteré druhy si mezi sebou mohou pifedavat geny rezistence
horizontdlnim pfenosem genetické informace (HGT). Do HGT Ilze zaradit procesy
transformace, transdukce a konjugace (Silha, 2024).

Transformace — jeden ze zakladnich mechanism pfenosu genetické informace mezi
bakteriemi, je komplexni proces, ktery probiha za urcitych podminek. Tento proces miiZe nastat
v duasledku poruseni bunétné stény donorové bakteridlni builky, coZz umoziuje pienos
deoxyribonukleové kyseliny (DNA) jako jednotlivé molekuly. Diky své velikosti mize tato
molekula projit buné¢nou sténou a cytoplazmatickou membranou do recipientni buiiky, kde
muze byt integrovana do jejiho chromozomu.

Transdukce — dal$i mechanismus pienosu DNA, vyzaduje pfitomnost bakterialniho
viru, znamého jako bakteriofdg. Tento vir ndhodné vstiikne fragmenty DNA do svého
chromozomu v recipientni bufice a poté je pfenese do donorové builky. Transformace
I transdukce jsou procesy, pii kterych neni nutny fyzicky kontakt mezi buitkami pro pienos

genetické informace.
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Konjugace, na rozdil od dvou pfedchozich mechanismt pfenosu gentl, vyuziva specialni
fimbrie nazyvané sex-pili, které slouzi k pfenosu genetické informace z donorové do recipientni
burniky. Tento pienos je jednosmérny, jelikoz donorova buiika obsahuje sam¢i plazmidy (F —
plazmidy) a mize pouze darovat genetickou informaci. Naopak recipientni bunka obsahuje
samici plazmidy (F+ plazmidy) a je schopna pouze pfijimat genetickou informaci.

Sex-pili, které jsou pfitomny pouze u donorovych bunék, ptitahuji recipientni buiku
a propichuji ji za ucelem pfenosu jednoho vldkna F-plazmidu do recipientni buiiky. Druhé
vlakno je syntetizovano jak donorovou, tak recipientni buiitkou. Recipientni buiika obsahujici
F+ plazmid se po pfenosu genu muze transformovat na donorovou bunku, coz ji umozni

prenaset genetickou informaci do dalsi recipientni bunky.

1.5.4 Biofilmy v lidském téle
Biofilmy jsou také nedilnou soucésti lidského téla. Typickym piikladem takového

biofilmu je zubni plak, na némz Antonie van Leeuwenhoek jiz v 80. letech 17. stoleti popsal
prvni bakterie. Dale se v téle nachazi biofilm v podobé stfevni mikroflory, kterd je soucasti
traviciho traktu, ¢i vaginalni mikrofléry v urogenitalnim traktu. VySe zminéné mikroflory se
vyskytuji v téle zdravého Clovéka i1 pacienta s infekci, narozdil od biofilmi nalezenych

Vv hornich ¢i dolnich cestach dychacich, které znaci vzdy patogenitu (Perry, 2023).
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2 PROBLEMATIKA CISTENE VODY

Lid¢é si nejspise uvédomovali ¢innosti mikroorganismu jesté pied objevenim mikrobi
a vznikem oboru mikrobiologie (Mara, 2003). Jako pozitivni dopad vyuziti bakterii lze uvést
pouzivani moiské soli ke konzervovani potravin ¢i vyrobé produkti mlééného kvaseni, jako
je maslo a syr. Negativni dopady patogennich bakterii se vyzna¢ovaly nemocemi, které mohly
vyustit az v opakujici se pandemie. Egyptané byli jedni z prvnich lidi, ktefi si uvédomovali
pfenos nemoci pomoci kontaminace pitné vody uhynulymi zvitaty. Déle Ize zminit Rimany,
ktefi do vody urcené k piti hazeli ze zvyku stfibrné mince, coz také vedlo ke snizeni patogennich

bakterii (Mara, 2023).

2.1 Vodni bakterie

Bakterie patfi mezi neodmyslitelnou soucast ptirody. Diky své velikosti a zplsobu
vyuziti latek ze svého okoli mohou vyskytovat prakticky vsude na Zemi. Do ekosystému,
ve kterém se nachazeji, ¢asto prispivaji interakcemi s dal§imi organismy. Sladka voda!! je jeden

z nejcastéjsich biotopt, ve kterych se bakterie vyskytuji (Madigan, 2017).

2.1.1 Vybér z patogennich bakterii
Ve vodeé se vyskytuji stovky bakterii, avSak pouze nékteré z nich jsou patogenni pro

¢loveka. Velmi Gasto se jedna o koliformni'? bakterie, jejichz pfitomnost ve vodé je obvykle
zpisobena fekalni kontaminaci. Tyto bakterie pfirozen¢ osidluji sttevni trakt, kde maji pfistup
k dostatku uhliku, nizkému pH a teploté 37°C (Yates, 2019). Naproti tomu ma voda mnohem
niZsi obsah uhliku a teplotu kolem 20°C, coZ ¢ini dlouhodobé prezivani téchto bakterii ve vodé
nepravdépodobnym. Nejznaméjsi a nejcastéji  diagnostikovanou koliformni bakterii
je Escherichia coli, podle niz je cela skupina pojmenovana. Po priniku do téla oralni cestou
se koliformni bakterie vyznacuji zptisobovanim prijmi a naslednou dehydrataci, kterd miize
byt smrtelnd. K prevenci takovych onemocnéni je zdsadni monitorovat kvalitu pitné vody
(Yates, 2019).

Fekalni enterokoky jsou dal$i skupinou patogennich mikroorganismt. Bakterie rodu
Enterococcus jsou grampozitivni bakterie schopny zkvaSovat laktézu. Podobné¢ jako koliformni
bakterie jsou i enterokoky (napi. Enterococcus faecalis) bakterie nachazejici se ve stfevech.

Enterokoky se od jinych stfevnich bakterii 1i§i zvySenou odolnosti vi¢i riznym faktorim

1 Ve vodé se kromé bakterii mohou vyskytovat i dals$i mikroorganismy. Pfiklady takovych organismt jsou viry,
prvoci Ci sinice.

12 Nézev koliformni je odvozen od sttevni bakterie Escherichia coli. Vyskyt koliformnich bakterii indikuje fekalni
znecisténi vody, pficemz tato voda neni pitna.
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prostiedi, jako je vyS$si pH, zména teplot ¢i vyssi koncentrace NaCl (Tamai, 2023). V pfirodé¢
se enterokoky vétSinou nemnozi, proto je jejich vyskyt ve vod¢ vyuzivan jako indikator
Cerstvého fekalniho znecisténi (Yates, 2019).

S fekalnim zneéiSténim je spojovana i bakterie Clostridium perfringens. Tato
grampozitivni anaerobni bakterie tvofi né€kolik druht toxin, kviili ¢emuz se fadi mezi lidské
patogeny zpusobujici enterokolitidy a enterotoxémie (Mehdizadeh Gohari, 2021). Clostridium
Z toho davodu lze jeji spory pouzit jako indikatory fekalniho znecisténi starSiho data (Stelma,
2018).

Legionella pneumophila je gramnegativni bakterie bézné pfitomna ve vodnim prostiedi
vcetné pitné vody. Rozmnozovani této bakterie probihd ve stojaté vod¢ pii teploté mezi 25-
45°C. Legionella je povazovéana za lidsky oportunni'® patogen, ktery zptisobuje legionaiskou
nemoc 14 charakteristickou zapalem plic. Do lidského téla se dostdvd inhalaci aerosolu

obsahujici tohoto mikroba, nejcastéji ze sprch, vifivek ¢i zvlhéovact vzduchu (Gleason, 2022).

2.2 Rozdéleni vod

Voda se dé rozdélit do nékolika kategorii na zakladé jeji Cistoty, ptivodu nebo ucelu.
Podle ptivodu Ize vodu rozdélit na atmosférickou vodu, povrchovou vodu a podzemni vodu.
Dle tcelu a zaroven Cistoty 1ze vodu vnimat jako vodu pitnou, uzitkovou a odpadni.

Podzemni voda se nachédzi pod zemskym povrchem a vznikd nejcastéji vsakovanim
atmosférické vody. Ta ma Casto pH mirné kyselé, jelikoz reaguje se vzduSnym oxidem
uhli¢itym za vzniku kyseliny uhli¢ité. Pfi vsakovani voda prochazi plidou, kde se nachéazi oxid
uhli¢ity jako produkt dychani rostlin a mikroorganismi. Podzemni voda mé postupem casu
rozpousténim uhli¢itanovych a kfemicitanovych minerald, ¢imz snizuje kyselost stojaté vody
(Kirk, 2023). Na zvyseni pH se podileji 1 mikroby, které jsou schopny ve svych metabolickych
drahéch spotiebovavat vodikové ionty. V podzemni vod¢ se vyskytuje jen omezené mnoZstvi
kysliku, jelikoz je tato voda od atmosféry izolovana. Pii spotiebé zasob kysliku aerobnimi
mikroorganismy se v podzemni vod¢ Casto zacinaji mnozit mikroby anaerobni.

Povrchovd voda se podle nazvu nachazi na zemském povrchu. Podle zakona

¢. 254/2001 Sb. se sem fadi i voda piechodné protékajici pfirozenymi dutinami pod zemskym

13 Oportunni patogeny vyvolavaji onemocnéni u lidi se snizenou imunitou. Takové oportunni infekce vétSinou
provazi jiné primarni onemocnéni. Pro zdravé jedince jsou takové bakterie nepatogenni.

14 Legionaiska nemoc je nazev plicniho onemocnéni vyvolaného bakteriemi Legionella pneumophila. Jedna se o
pneumonii, jejiz hlavni ptiznaky zahrnuji vysokou teplotu, kasel, dusnost a bolesti na hrudi.
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povrchem nebo v nadzemnich vedenich. V povrchové vodé je mozné diky slune¢nimu zafeni
nalézt fototrofni organismy*®, které ve svych metabolickych drahach produkuji kyslik. Ten je
k dispozici aerobnim mikroorganismim i z ovzdus$i spole¢né s dalSimi plyny. Kromé kysliku
ovlivituji sloZeni vody srazky, sucha a znegisténi z okolniho prostiedi'®. Dostupné podminky

Pitnd voda musi mit podle vyhlaSky ¢. 252/2004 Sb. “takové fyzikalné-chemické
vlastnosti, které nepfedstavuji ohrozeni vetejného zdravi”. Zaroven nesmi obsahovat takové
mnozstvi mikroorganismu a parazitii, které by mohlo ohrozit zdravi ¢lovéka. Jakost pitné vody
je stanovena  limity = mikrobiologickych,  biologickych  fyzikalnich, chemickych
a organoleptickych ukazateld jakosti, jejiz hodnoty jsou upraveny vyhlaskou.

Uzitkova voda je podle Zakona o ochrané vetejného zdravi €. 258/2000 Sb. srazkova
voda nebo pouzitd pitna voda, napiiklad po sprchovani ¢i po pouziti umyvadla. Takto pouzita
voda je oznacena jako Seda voda. Uzitkovou vodu je mozné pouzivat pii splachovani toalet,
prani pradla ¢i myti vozidel.

Odpadni vody je potieba rozliSit na primyslové odpadni vody a splaskové odpadni
vody. Splaskovou odpadni vodou se rozumi pievazné voda vypousténa do vetejné kanalizace
z byti a rodinnych domu. Slozeni takové vody se sklada z vétsi casti z moci a fekalii, vyskytuji
se zde i zbytky potravin ¢i pracich prostiedkl. Primyslova odpadni voda je svym slozenim
mnohem rozmanitéjsi, jelikoz mize obsahovat latky organické i anorganické, které se do vody

vylucuji zpracovanim riiznych produkti.

2.3 Uprava vod na pitnou vodu

Voda se da upravit rliznymi zpisoby a technologiemi v zavislosti na jejim sloZeni,
vyskytu v ptirodé ¢i zplsobu dals§iho uZziti. Nejcastéji je potieba tiprava znecisténé vody na vodu
pitnou.

K ziskani pitné vody ze surovél’ vody je potieba dodrzet nékolik zakladnich kroki
(Olumuyiwa, 2012). Prvni krok je provzdusinovani, ktery zahrnuje vhanéni proudu vzduchu do
vody, ¢imZ dochazi k oxidaci Zeleza a manganu na nerozpustné soli. Provzdu$néni zaroven
snizi mnozstvi CO2 ve vode¢, které je ve své volné formée agresivni vii¢i betonu ¢i zelezu, coz

by ztizilo piepravu vody (Maly, 1996).

15 Jedna se o organismy, které ziskavaji energii ze svétla. Do této skupiny se fadi hlavné fasy, sinice a zelené
rostliny.

16 Jedna z nejcastéjSich kontaminaci podzemnich i povrchovych vod dusi¢nany a fosforeCnany byva pticitdna
zemedélské Cinnosti. Do povrchovych vod je vypousténa i vétSina odpadnich vod

17 Surova voda je takova voda, ktera neprosla zadnou upravou.

26



Dalsim krokem je koagulace, ktera vyuziva kamence (siranu hlinitého, (Al2(SOa4)3.18H20)
dodaného do vody k vytvoreni shlukli z malych ¢astic, diky cemuz je odstranéni téchto castic
efektivnéjs$i. Nasleduje sedimentace spocivajici v oddéleni pevnych c¢astic od kapaliny na
zaklad¢ hmotnosti ¢astic a gravitacniho piisobeni. K odstranéni mensich a lehcich Castic pak
slouzi filtrace. Jako konecné stddium je uvedena dezinfekce, jejiz hlavni funkce v upravé vody
je usmrceni vSech organismi, véetné mikroorganismt (Olumuyiwa, 2012).

Upravit je zapotiebi 1 vodu odpadni, kterd by mohla zasobniky pitné vody
kontaminovat. Farmaceuticky pramysl vyuziva celou skalu zptsobu ¢isténi odpadnich vod.
Pomoci fyzikalni metody nanofiltrace jsou Ccistirny farmaceutickych primysla schopny
vychytavat molekuly 1é¢iv (Gadipelly, 2014). Aktivovany kal je jedna z hojné rozsifenych
biologickych metod ¢iSténi vody. Jedna se o smés mikroorganismi prostoupenou organickou
hmotou tvofici rizné velké shluky — vlocky. Aktivovany kal za aerobnich podminek zesili
rozklad organického substratu piitomnymi mikroby, ptevazné bakteriemi, prvoky a nalevniky
(Klaban, 2018).

2.4 Cisténa voda
Pitna voda slouzi jako zéklad tvorby dalSich vod vhodnych pro farmaceutické ucely.

Upravou pitné vody je mozné vytvofit vodu cisténou, vodu dialyzacni avodu pro injekce (Cesky
Iékopis, 2017). Cisténa voda, jinymi nazvy aqua purificata, aqua demineralisata ¢ aqua
destillata, je hojné vyuzivanym vehikulem v ptipravé kapalnych forem 1ékt. Muze se jednat
0 fedéni sirupi, rozpousténi praSkovych forem 1€kl nebo pridavani injekénich roztokl do infuzi
(Vyhlaska ¢. 84/2008 Sb.). Cisténa voda je definovéana jako “voda uréena pro vyrobu a p¥ipravu
lé¢iv, u nichz neni poZadovano, aby byly sterilni.” Soufasné¢ musi byt prostd pyrogennich
latek®, pokud neni predepsano a schvéleno jinak. (Cesky lékopis, 2017)

Cisténa voda je rozdélena na vodu rozplnénou a nerozplnénou. Cisténou vodu
nerozplnénou je mozné vytvorit z pitné vody nekolika zpiisoby. Mezi ty nejznaméjsi
a nejcastéji vyuzivané lze zaradit filtraci, jez vyuZziva polymerové filtry nebo filtr s aktivnim
uhlim (Sweetman, 2017). Dal$i ¢astou metodou c€isténi pitné vody je reverzni osmoza. To je
takovy fyzikalni separacni proces, pii kterém je piirozeny tok vody tla¢en pfes membranu
smérem ke koncentrovanéjSimu roztoku. D¢je se tak pomoci kladného hydrostatického tlaku,
¢imz je prekondn osmoticky tlak (Zhai, 2022). Membranova destilace je v poslednich

desetiletich pomérné studovanou metodou nejen na Upravu znecisténé sladké vody, ale i na

18 Latky vyvolavajici zanétlivou reakci organismu.
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odsoleni vody motské. Princip takové destilace spociva ve filtraci pouze t€kavych latek pies
membranu z polypropylenu (PP) nebo polyvinylidenfluoridu (PVDF) (Julian, 2022).
Cisténa voda je nasledné rozplnéna do predem piipravenych nadob zarudujicich

mikrobiologickou jakost.

2.4.1 Online analyzatory biologické zatéze vody
Online analyzatory biologické zatéze vody (OWBA) mohou v realném Case poskytovat

zpétnou vazbu o pfitomnosti zivotaschopnych bakterii v systémech cisténé vody. Detekce
bakterii probihd pomoci rozptyleného svétla z laseru a nasledné bakteridlni autofluorescence.
Standardy pouzivané pro analyzu, jako jsou fluorescencni mikrokulicky, musi co nejlépe
napodobovat charakteristiky bakterii v CiSténé vodé. Z hlediska velikosti, poctu,
zivotaschopnosti a autofluorescence po 24 hodinach vystaveni ¢isténé vodé nebo zivnému
prostiedi byla pro kalibraci standardu vybrana pravé Ralstonia spp. Fluorescenéni mikrokulicky
by mély byt relativné malé, o priméru mens$im nez 1 pum, a mély by pokryvat Siroky emisni
rozsah od 420 do 600 nm, aby co nejlépe napodobovaly zastupce Ralstonia pickettii (Benkstein,
2019).
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3 ROD RALSTONIA

3.1 Taxonomie
Bakterie rodu Ralstonia je zafazena do tfidy Betaproteobacteria. Pivodné tato bakterie

pattila do rodu Pseudomonas, pozdé&ji byla pietazena do rodu Burkholderia. Samostatny rod
Ralstonia vznikl v roce 1995 z bakterii rodu Burkholderia a Alcaligenes. Na zaklad¢ vysledki
analyz lipidii a mastnych kyselin obsazenych v bunécéné sténé bylo zjisténo, ze nékteré druhy,
konkrétné Burkholderia pickettii, Burkholderia solanacearum a Alcaligenes eutrophus®®, jsou
si navzajem podobné. Predpokladané ptibuzenstvi mezi t€émito tfemi druhy bylo definitivné
potvrzeno analyzou sekvenci ribozomalni nukleové kyseliny 16S rDNA (Yabuuchi et al, 1995).

V soucasnosti je zndmo 11 druhd bakterii rodu Ralstonia. Ty byly rozdéleny
na fytopatogeny ?° (nap#. R. solanacearum, R. pseudosolanacearum a R. syzygii) a lidské
patogeny (R. pickettii, R. insidiosa, R. mannitolilytica) (Fluit, 2021).

Samotny ndzev rodu je odvozen od amerického mikrobiologa Ernesta Ralstona, ktery
poprvé popsal Ralstonia pickettii, tehdy znamou jako Pseudomonas pickettii, a navrhl
taxonomicky vztah s Pseudomonas solanacearum na zakladé podobnosti DNA (Yabuuchi et al,
1995).

3.2 Morfologie a biochemické vlastnosti
Bakterie rodu Ralstonia se fadi mezi aerobni gramnegativni nefermentujici bakterie

tvaru ty€inky. Podle biochemickych testl jsou kataldza-pozitivni i oxiddza-pozitivni (Ryan,
2011). Patfi do skupiny oligotrofnich mikroorganisml, coz znamend, Ze dokdZou pfieZit
I v prostiedi s nizkou koncentraci zivin. Teplota pfeziti ma pomérné Siroké rozmezi 15°C—
42°C. Jednotlivé bakterie prochéazeji sitem o velikosti 0,2 um. Jedna se tedy o velmi drobné
bakterie (Menekse, 2022). Pro Ralstonii je vhodna Zivna pida R2A (Benkstein, 2019), coz je
agar pouzivany diagnostiku bakterii z kohoutkové vody (Reasoner, 1985).

Nejcastéjsi vyskyt Ralstonii je v pudé a ve vodé, a to jak podzemni, tak i CiSténé Ci
destilované (Yunfeng, 2017). Diky tomu se fadi mezi mikroorganismus, ktery mize zptisobovat
nozokomidlni ! infekce. Nejéastéjsi druhy zplisobujici tyto infekce jsou R. pickettii, R.
mannitolilytica a R. insidiosa. Ty maji podobné biochemické vlastnosti jako jiné gramnegativni

ty¢inky (napf. bakterie Burkholderia cepacia nebo Pseudomonas fluorescens), kvili ¢emuz je

19 Ralstonia eutropha, tehdy znama jako Alcaligenes eutrophus, je v dne$ni taxonomii ozna¢ena jako Cupriavidus
necator. (Zhang, 2016)

20 Fytopatogen je patogen rostlin

2l Nozokomialni infekce, nékdy uvadéna jako nozokomialni ndkaza, je takovy druh infekce, ktery vznika
v souvislosti s hospitalizaci v nemocni¢nim zafizeni.
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obtizné stanovit Ralstonia béznymi diagnostickymi metodami a odlisit je od zbylych
mikroorganismu (Ryan, 2014).

Prvni misto vyskytu bakterie Ralstonia spp. je datovano do roku 1990, kdy bakterii ve
form¢ biofilmu identifikoval Anderson se svym tymem v plastovém vodovodnim potrubi
(Ryan, 2006). Izolace této bakterie probihala postupné z ruznych materiald. Ralstonia byla
nalezena v ¢i$téné vode v priibéhu jeji vyroby ve farmaceutickém priamyslu. Probiha zde ¢isténi
pitné vody membranovou filtraci s filtrem o praméru 0,2 um, kterym Ralstonia prochazi
(Krone, 2024). Kviili kontaminaci ¢isténé vody se bakterie mize vyskytovat ve fyziologickém
solném roztoku nebo zasobnicich pitné vody na Mezinarodni vesmirné stanici (Thompson,
2020). Dale bylo mozné izolovat Ralstonii i z klinickych materialti, jako je krev, mo¢ nebo
likvor (Yuan, 2024).

3.3 Patogenita Ralstonia
V ramci nékolika studii je o Ralstonii pickettii ¢asto diskutovano jako o patogenu

s nizkou virulenci, ktery mize vyvolat bakteriémii nebo pseudobakteriémii (Barbut, 2006).
Zastupci rodu Ralstonia, zejména Ralstonia pickettii a Ralstonia mannitolilytica, jsou znami
svou schopnosti vyvolavat infekce jako je zanét plic, cysticka fibroza (Stelzmueller, 2006),
infekce krevniho feCiSté nebo prostatitida. Tyto infekce jsou Casto spojovany s vyskytem
bakterii Ralstonia v pitné vodé a ¢isténé vodé€, coz muze vést k nasledné kontaminaci
farmaceutickych produkti z téchto zdroju, jako jsou fyziologicky roztok s obsahem 0,9% NacCl,
sterilni roztok uréeny pro injekéni stifkacky nebo vodny roztok chlorhexidinu??. Tento jev
je Castecné zpusoben oligotrofnimi vlastnostmi mikroorganismii tohoto rodu, které jim
umoziuji prezivat v prostfedi s omezenym mnoZstvim Zivin.

DalSim faktorem, ktery ovliviiuje virulenci a patogenitu, je schopnost tvorby biofilmu.
ve vodnim prostiedi. Tyto biofilmy poskytuji bakterialnim bunkédm ochranu pied vysychénim,
ucinky dezinfekénich prostfedkt a antibiotik. Schopnost tvorby biofilmu je moznd diky
produkci homoserinovych laktont — signalnich molekul, které se zapojuji do systému quorum
sensing u gramnegativnich bakterii. Tento systém nejen umoznuje tvorbu biofilmu, ale také

zvysuje rezistenci bakterii vii¢i nékterym antibiotiktim (Zhao, 2020).

22 Chlorhexidin je dezinfekeni ¢inidlo schopné nicit nékteré bakterie, viry i plisné. Pouziva se jako tc¢inna slozka
zubnich past ¢i Gstnich vod.
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3.3.1 RND efluxni pumpa

Efluxni pumpy hraji vyznamnou ulohu pii vytvareni multirezistence bakteridlnich
bun¢k. Tyto pumpy piredstavuji systém proteintl, ktery aktivné odCerpava rizné latky z téla
bakterialni buniky. Mezi tyto latky nejcastéji patii barviva, dezinfekeni prostredky, detergenty
a antibiotika (Hricova 2014). Ralstonia vyuziva princip efluxnich pump typu RND (resistance-
nodulation-division), které jsou obvykle vice zastoupeny v buitkach gramnegativnich bakterii.
Tento typ efluxnich pumpy se sklada ze tfi hlavnich ¢asti.

Prvni ¢asti je transportni protein lokalizovany ve vnitini plazmatické membrané, ktery
rozpoznava molekuly ur¢ené k vylouceni z buniky. Druhou ¢ésti je protein ve vnéj$i membrang,
ktery umoznuje transport vylucovanych latek z bunky. Treti ¢asti je pomocny protein ulozeny
v periplazmatickém prostoru, ktery slouzi k propojeni membranovych proteinti a zajist'uje jejich
koordinovanou cCinnost. Tento slozity systém umoznuje bakteriim efektivné odstranovat
nezadouct latky a pfispiva k jejich schopnosti vyvinout odolnost vici riznym druhtm 1éciv

(Hricova, 2014).

3.3.2 Antibioticka rezistence
Vétsina klinickych izolati Ralstonia spp. vykazuje multirezistenci na Sirokou $kalu

bézné pouzivanych antibiotik (Ryan, 2011). I kdyz pfesné mechanismy této antimikrobidlni
rezistence nejsou dosud zcela prozkoumany, je predpoklad, Ze zvySenad rezistence je
pfisuzovana tvorbé specifickych gend, zejména téch, které ovliviuji beta-laktamova
antibiotika. Tyto geny vedly k vzniku beta-laktamaz ttidy D, jako jsou blaoxa-22 a blaoxa-so.
Blaoxa-22 projevuje aktivitu proti benzylpenicilinu, cloxacilinu a cefalosporinim s omezenym
spektrem, zatimco gen blaoxa-6o ma aktivitu pouze proti imipenemu (Ryan, 2013).

Citlivost na antibiotika je vSak proménliva a zavisi na specifickém fenotypu bakterie,
ktery je ovlivnén tvorbou biofilmu. DtlleZité je poznamenat, Ze neexistuje stanovend minimalni
inhibi¢ni koncentrace pro Ralstonia spp., a proto se u antibiotickych testd Casto pouzivaji
hodnoty MIC? stanovené pro pifbuzné druhy bakterii, zejména pro Burkholderia cepacia
a Pseudomonas aeruginosa (Ryan, 2013).

Ve studii z roku 2019 (Fang, 2019) byla bakterie Ralstonia insidiosa izolovana
Z klinického vzorku rezistentni viac¢i nékolika antibiotikim, véetné amikacinu,
amoxicilinu/klavulanéatu, ampicilinu, aztreonamu, gentamicinu, polymyxinu B, tobramycinu

a nitrofurantoinu (Fang, 2019). Z némecké studie provedené na klinickych vzorcich v roce 2023

v

(inhibovat) viditelny rust dané bakterie.
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(Krone, 2024) vyplyva, ze rezistence na osm zkoumanych antibiotik byla zjisténa pouze u dvou
antimikrobidlnich 1€Civ, a to u ceftazidimu a gentamicinu (Krone, 2024).

V nejnovéjsi studii z dubna 2024 (Sheng, 2024) bylo podrobné zkoumano 48 kment
bakterie Ralstonia. Zjisténo bylo, Zze vSechny tyto kmeny byly citlivé na ceftazidim, ale
rezistentni byly na amikacin, gentamicin a polymyxin B (Sheng, 2024). Ve vzorcich Ralstonia
odebranych zvody byla spolu s gentamicinem zjiSténa rezistence k arsenu, kterd je

pravdépodobné zptisobena tvorbou genti ars operonu, konkrétné genti arsH a acr3 (Ferro, 2021).

3.3.3 Tvorba vicedruhového biofilmu
Ralstonia byla ¢asto nalezena ve spole¢enstvi nékolika dalsich druht bakterii. Casty

byl nalez Ralstonia spp. s bakteriemi Salmonella enterica, Listeria monocytogenes nebo
Escherichia coli (Zuo, 2023). Ralstonia dokaze vytvofit v prostfedi ochuzeném o Ziviny
biofilm, ve kterém dokazou nasledn¢ ptezit dal§i druhy mikroorganismii. Nebezpecné by pak
mohly byt biofilmy tvofené mikroorganismy které jsou pro ¢lovéka patogenni.

Byla provedena studie zabyvajici se vlivem Ralstonia insidiosa na Listeria
monocytogenes (Zuo, 2023). Jako zivné médium byl pouzit tryptokasein-sojovy bujon (TSB),
ktery je vhodny pro péstovani aerobnich mikroorganismti s vysokymi nutri¢cnimi pozadavky.
Toto zivné médium bylo pouzito ve dvou formach — ve 100% koncentraci a 10% koncentraci,
¢imz bylo zajisténo bohat$i a chuds$i Zivné prostfedi. Izolovana Listeria monocytogenes
neprojevila schopnost vytvaret agregaty ani biofilm, a to ani v jednom z testovanych prostiedi.
Naopak, izolovana Ralstonia insidiosa vykazovala tvorbu malych bilych agregati v 10% TSB,
coznaznacuje, Ze neni vysoce narocna na nutricni zdroje v prostiedi. Déle byly zkouméany smési
téchto dvou druhli mikroorganismi. Bylo zjiSténo, Ze v chud$im prostfedi byly vytvofeny
agregaty, které byly dokonce vétsi a pevnéjSi neZ v bohatSim prostfedi. Tuto pozoruhodnou
vlastnost lze pfic¢ist metabolitim Ralstonia, které vznikaji béhem biosyntézy aminokyselin
a metabolismu uhliku, jako je naptiklad fenylalanin a kyselina aminomalonova. Tyto
metabolity pravdépodobné vytvareji extracelularni polymerni substance (EPS), které shlukuji
jednotlivé bakterie L. monocytogenes a tim vytvareji zminéné agregaty. (Zuo, 2023)

Problematika koexistence bakterii rodu Ralstonia a zastupct rodu Legionella byla
podrobné zkoumana ve studii publikované v roce 2017 (Rao, 2017). Tato studie se zaméfila na
hodnoceni U¢innosti chlornanu sodného, béZné¢ pouzivaného bélidla, jako dezinfekéniho
prostiedku pfi upravé pitné vody. Soucasné se zabyvala vztahem mezi tvorbou biofilmu
a pritomnosti bakterie Legionella v distribuénim systému pitné vody. Vysledky ukazaly,

ze bakterie rodu Ralstonia jsou schopny tvofit dvoudruhovy biofilm obsahujici Legionellu,
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¢imz mohou pfispivat k jejimu preziti v méné ptiznivych podminkéch prostiedi. Navic byla
bakterie rodu Ralstonia detekovana aizolovana ipo aplikaci chlornanu sodného, coz
naznacuje, ze biofilm poskytuje ochranu pied dezinfekénimi prosttedky. (Rao, 2017).
Bakterialni bunky v planktonnim stavu se od bun¢k tvoticich biofilm 1isi 1 v interakci
S imunitnim systémem clovéka. Pti tvorbé biofilmu v lidském téle se bakteridlni buiikky nejprve
objevuji ve formé planktonnich buné€k, které nasledné kolonizuji povrch tkané. Studie z roku
2013 (Hernandez-Jiménez, 2013) se zabyvala rozdily ve fagocytdze mezi bakteriemi ve forme
biofilmu a v planktonnim stavu. K tomuto vyzkumu byly pouzity metody jako pritokova
cytometrie?*, konfokalni mikroskopie®® a stanoveni poétu kolonii (CFU). Vysledky studie
ukézaly, ze planktonni buiiky vyvolavaji tvorbu makrofagli a imunitni odpovéd’ v mnohem vétsi
mife nez buniky rostouci ve formé biofilmu. Mechanismus snizené imunitni reakce na biofilm
muze zahrnovat expresi znaku CD64. Pritomnost biofilmu neméla vliv na zékladni hladinu
tohoto znaku, zatimco planktonni bakterie zvySovaly jeho expresi. Tento jev naznacuje, ze
lidské makrofagy preferuji fagocytdzu planktonnich bakterii pfed buiikami v biofilmu, coz by
mohlo umoznit bakteriim tvoticich biofilm uniknout imunitnimu systému a vést k chronickym
infekcim. Podle autord maji tyto poznatky vyznamny dopad na pochopeni patogeneze
bakterialnich infekci a mohou ptispét k vyvoji novych terapeutickych strategii (Hernadndez-

Jiménez, 2013).

3.4 Vyskyt v CiSténé vodé

Bakterie rodu Ralstonia se spolu s dal§imi gramnegativnimi ty¢inkovitymi bakteriemi®
fadi mezi kontaminanty ¢isténé vody. ZnecCiSténa aqua purificata muze vést ke kontaminaci
dal§ich vyrobkil, které jsou z této vody piipravovany. Timto zplisobem mohou byt
kontaminovany fyziologické roztoky s 0,9% NaCl, roztoky do injek¢nich stfika¢ek nebo kozni
dezinfekéni roztoky, které jsou pacientim podavany intravendzni infuzi, prostiednictvim
katetrt ¢i pii CiSténi ran.

Studie z roku 2017 (Chen, 2017) byla zaméfena na ohnisko vyskytu Ralstonia spp.

V tchajwanské nemocnici. V obdobi od 3. kvétna do 30. cervna 2015 byla na

chemoterapeutickém oddéleni zkoumana infekce Ralstonia pickettii u imunosuprimovanych

24 pritokova cytometrie je analyticka technika pouzivana na detekci bun¢k. Metoda detekce pomoci prutokového
cytometru je zaloZena na fluorescenci bunék po priniku laserem. Detekovat 1ze kromé velikosti bunék i jejich
granularitu, pocet ¢i na detekci mikroorganismt.

25 K onfokalni mikroskop je druh svételného mikroskopu, ktery jako zdroj svétla vyuziva laser. Mtze byt pouzit k
pozorovani bunéénych struktur.

26 Mezi dalsi gramnegativni ty¢inkovité bakterie 1ze fadit rod Achromobacter ¢i Burkholderia (Mayhua, 2019)
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pacienti. Behem tohoto obdobi bylo 30 pacientl pozitivnich na Ralstonia pickettii, pticemz
vSichni méli zavedeny intravaskularni katetr, ktery byl proplachovan 20ml ampuli
fyziologického roztoku. Po pfezkoumani bylo potvrzeno, ze zdrojem kontaminovanych 20ml
ampuli fyziologického roztoku byla kontaminovana ¢isténa voda. Pozitivni nalez Ralstonia
pickettii byl potvrzen u Sesti Sarzi ampuli, které se s velkou pravdépodobnosti shodovaly
s ampulemi podavanymi pacientim pfi proplachu katetru. Po ukonceni pouzivani ptipravki

S témito Sarzemi se nevyskytly zadné dalsi ptipady (Chen, 2017).

3.5 Detekce
Existuje nékolik metod pro detekci Ralstonia spp. V praxi jsou Casto vyuzivany

genotypové metody, jako je polymerdzova fetézova reakce (PCR), kterd umoznuje amplifikaci
specifickych usekti DNA pro identifikaci bakterialniho druhu. Biochemické metody, naptiklad
systém Vitek® 2 od spole¢nosti BioMérieux, jsou rovnéz bézné pouzivané k identifikaci
bakteridlnich druhti na zaklad¢ jejich biochemickych vlastnosti.

K pfesnéjSimu urceni fenotypu je nejcastéji vyuzivana sekvenace 16S rDNA, coz je gen
kodujici tsek ribozomalni RNA. Tento gen se vyznacuje vysokou variabilitou mezi riznymi
genetického materialu.

Pro kontrolu a potvrzeni vysledkt je mozné pouzit metodu MALDI-TOF MS (Matrix-
assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry). Tato metoda funguje na
principu urceni mikroorganismii pomoci hmotnostni spektrometrie, kterd porovnava
hmotnostni spektra biomolekul, jako jsou proteiny, mezi vzorky mikroorganismu
a referen¢nimi vzorky v databazi. Tim je umoznéna rychla a pfesnd identifikace bakterialnich

druhd.

3.5.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)
Polymerazova tetézova reakce (PCR) je molekuldrn€ geneticka technika vyznacujici se

vysokou citlivosti, ktera umoznuje amplifikaci specifickych tsekit DNA. Zakladnim principem
této metody je cyklickd denaturace a renaturace DNA, coz vede k exponenciadlnimu nardstu
mnozstvi cilové DNA sekvence. Cely proces je provadén v termocykleru, zafizeni schopném
ptfesné regulovat teplotu s presnosti na desetiny stupné Celsia a rychle ménit teplotni hodnoty

v prubéhu jednotlivych cykla (Beranek, 2016).

34



Prvni krok PCR zahrnuje denaturaci, pfi niz dochazi k rozstépeni dvouvldknové DNA
na dva jednovldknové fetézce. Tento proces je umoznén vysokou teplotou, ktera rozrusi
vodikové vazby mezi komplementarnimi bazemi.

Nasleduje krok nazyvany annealing neboli hybridizace, béhem néhoz se teplota snizi na uroven,
kterd umozni piipojeni primer®’ k jednovldknové DNA. Primery specificky oznaduji iseky
DNA, které budou v nésledujicim kroku syntetizovany (Beranek, 2016).

Ttetim krokem je elongace, pii které DNA polymerdza prodluzuje primery syntézou
nového vldkna DNA, coz vede k vytvoreni dvou identickych kopii ptivodni DNA molekuly.
Tyto tii faze — denaturace, hybridizace a elongace — se opakuji v mnoha cyklech, dokud neni
dosazeno dostate¢ného mnozstvi amplifikovanych DNA fragmentl pro dalsi analyzu. Tento
opakovany cyklus zajiSt'uje exponencidlni narist cilové DNA, coz je klicove pro detekei a dalsi

molekularné genetické aplikace (Beranek, 2016).

3.5.2 16S rDNA

Jednou z hojné vyuZivanych technik k uréeni taxonomie mikroorganismi je sekvenace
genu 16S rDNA. Tato sekvence koduje podjednotku ribozomu 16S. Analyza tohoto genu patii
mezi metody DNA sekvenovani, coz lze do ¢estiny prelozit jako "¢teni DNA". K dispozici jsou
star§i metody, jako je Sangerovo sekvenovani, nebo modernéjsi technologie sekvenovani druhé
generace (NGS).

Sangerovo sekvenovani je zalozeno na modifikované DNA replikaci, po niz nasleduje
analyza pomoci kapilarni elektroforézy. Béhem replikace dochazi k rozpleteni dvousroubovice
DNA, pfi¢emzZ jednovldknova DNA slouZi jako templat pro syntézu nového vladkna za vyuziti
komplementarity bazi — guanin (G) se paruje s cytosinem (C) a adenin (A) s thyminem (T).
V modifikované replikaci jsou do smési nukleotidii pfidavany dideoxynukleotidy, coz jsou
modifikované  nukleotidové baze oznafené  specifickou fluorescencni  barvou.
Dideoxynukleotidy zaroven ukoncuji syntézu nového vlakna. Tyto modifikované baze se
nahodné zatazuji do nové vznikajiciho fetézce, coz pti dostatecném poctu cykll vede k tvorbé
rizn€ dlouhych kopii DNA. Molekuly zakon¢ené modifikovanou bazi jsou poté sefazeny od
nejkratsi po nejdelSi a pomoci odlisSnych fluorescen¢nich barev pro kazdou ze Ctyt bazi je
nasledné ptectena sekvence. Tento postup umoziuje piesné urceni sekvence nukleotidd a je
kli¢ovym nastrojem v molekularni taxonomii mikroorganismui (Kolisko, 2017).

Metody sekvenovani druhé generace (next generation sequencing, NGS) zahrnuji

nckolik metod a postupl pii ur€ovani sekvence. Narozdil od Sangerova sekvenovani, kdy je

27 Primer je kratka sekvence oligonukleotidi, ktera zahajuje transkripci DNA.
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potieba vzniku velkého poctu nahodile dlouhych kopii, jsou metody NGS schopné vytvofit
otisk DNA jiz napoprvé. Nejprve je potteba dlouhou molekulu DNA “nastfihat” na kratsi ¢asti
a poté je adaptérem?® p¥ipevnit na pevny povrch, kde bude probihat sekvenace. Aby byl zajistén
dostate¢né silny vysledny signal, je tieba tyto useky DNA pted sekvenovanim namnozit. Jedna
z nejhojnéji uzivanych metod je technologie vyvinuta spolecnosti [lumina, kterd podobné jako
Sangerovo sekvenovani pouziva baze s navazanou fluorescen¢ni barvou pro detekci nukleotidu,
apodobné jako u star§i metody tato baze zaroven zastavi syntézu DNA. Jedna se ovSem o vratny
proces, kdy po zastaveni syntézy a nasnimdni vysledného signalu kamerou dochazi
k enzymatickému odstranéni posledni baze a fluorescen¢niho znaceni, diky ¢emuz muize
probéhnout dalsi kolo reakce. Tim dochdzi k postupnému sekvenovani kratkého tseku

molekuly DNA baze po bazi (Kolisko, 2017).

3.5.3 Vitek® 2
Dalsi zpusob detekce bakterie Ralstonia zahrnuje pouziti automatizovaného systému

Vitek® 2, ktery vyuziva biochemické testy k prikazu mikroorganismt (Sheng, 2024). Tento
ptistroj pracuje s ID kartami, které jsou specializovany na konkrétni druhy bakterii na zakladé
jejich fenotypovych vlastnosti. Spolecnost bioMérieux nabizi na svych webovych strankach
ruzné¢ typy ID karet, naptiklad pro identifikaci fermentujicich a nefermentujicich
gramnegativnich bakterii, grampozitivnich bakterii nebo pro identifikaci kvasinek a organismil
podobnych kvasinkam.

ID karty obsahuji fadu biochemickych testli, které¢ umoziuji rychlé a pfesné urceni
specifickych mikrobialnich druht podle jejich metabolickych a enzymatickych aktivit. Tento
systém zjednodusuje a urychluje proces identifikace mikroorganismil ve srovnani s tradi¢nimi
metodami, coz je kliCové pro efektivni diagnostiku a néaslednou 1é€bu infekci zptisobenych
riznymi bakteriemi véetné Ralstonia. Automaty Vitek® 2 tak ptedstavuji moderni a spolehlivy

nastroj v mikrobiologickych laboratotich (Pincus, 2006).

3.5.4 MALDI-TOF MS
MALDI-TOF MS slouzi k identifikaci mikroorganismi pomoci hmotnostni

spektrometrie. Jednd se o techniku, jejiz ndzev je odvozen z anglického Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization a Time-Of-Flight, pfi¢emz zkratka MS znamena Mass Spectrometry,
hmotnostni spektrometrie. Pouziva detektor doby letu (TOF), ktery méti dobu priletu Castic

a umoziuje vypocitat jejich rychlost (Li, 2022).

28 Adaptér je kratky usek DNA, ktery slouzi k navazani sekvenovaného useku DNA na pevny povrch.
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Hmotnostni spektra ziskand z MALDI-TOF MS piedstavuji molekuldrni indikétory
specifické pro jednotlivé druhy, podobné jako otisk prstu. Princip této metody spociva v ozaieni
smési vzorku a matrice laserem. Matrice absorbuje energii laserového pulzu a jeji rozklad
ionizuje molekuly vzorku. Ionty vzorku jsou nasledné urychleny elektrickym polem a vstupuji
do trubice detektoru, kde je vakuum, coz umoznuje jejich pohyb rychlosti umérnou jejich
hmotnosti a ndboji. Hodnota doby letu ionti je pak konvertovana na pomér molekulové
hmotnosti a naboje (Li, 2022). Tento proces umoziuje rychlou a piesnou identifikaci
mikroorganismu na zaklad¢ jejich specifickych hmotnostnich spekter, diky cemuz se MALDI-

TOF MS stala vyznamnym néstrojem v mikrobiologii.
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4 KAZUISTIKA

Pfipad z roku 2019 (Lin, 2023) pojednava o dvouletém chlapci ¢inské narodnosti, ktery
trpél zvySenou teplotou a kaslem. Na tyto pfiznaky byla nasazena antibiotika azithromycin
a erythromycin. Po 20 dnech se stav pacienta nezlepSoval, proto byl 27. tinora 2019 pievezen
do mistni nemocnice. Chlapec byl pfijat se zvysenou teplotou 39,6 °C, tepovou frekvenci
120 tepli/min, ale s pravidelnym dechem. Laboratorni testy ukazaly zvySeny C-reaktivni protein
(CRP), coz naznacovalo infekci ¢i bakterialni ndkazu, a abnorméalni hodnoty lymfocytt, jejichz
procentudlni mnozstvi bylo mensi nez 10 %, zatimco fyziologicka hodnota je mezi 24 %—40 %.
Bylo provedeno CT vySetfeni plic, a to v den pfevozu do nemocnice a poté po Ctyfech dnech,
31. ledna 2019. Pravé na snimku z 31. ledna byla zjevna probihajici infekce, diky které mohla
byt pozdé&ji diagnostikovana pacientovi pneumonie zptsobena Ralstonia insidiosa. Diagnoza
byla potvrzena bronchoalveoldrni lavdzi a kultivaci tekutiny ziskané touto lavazi. Nasledné
zapocala léCba antibiotiky, konkrétné¢ byl podavan meropenem 20 mg/kg tfikrat denné
vV kombinaci s azithromycinem 10 mg/kg jednou denné. Po sedmi dnech byly horecky pacienta
a infekce pod kontrolou. Dalsi CT plic nasledovalo 42 dni po propusténi, tedy 21. bfezna 2019.
Na snimcich bylo patrné zlepSeni textury plic a nebyla prokdzana recidiva onemocnéni (Lin,
2023).

Pfipad infekce bakteriemi rodu Ralstonia popsany roku 2017 (Sharma, 2017) se tyka
onemocnéni novorozence indického ptivodu. Dité narozené predcasné ve 34. tydnu téhotenstvi
bylo po porodu pievezeno na neonatalni jednotku intenzivni péce kviili rozvoji respiraéni tisné.
Zde byla zahajena 1é€ba pomoci ventilacniho pfistroje Bubble CPAP (Continuous positive
airway pressure) na podporu dechu kontinudlnim ptetlakem v dychacich cestach, pti¢emz byly
dodavany intravendzni tekutiny. Po 48 hodindch byl CPAP odstranén, jelikoz doslo ke zlepSeni
respiracni tisn€ pacienta. V postnatdlnim veéku pacienta 84 hodin se u kojence vyvinuly rysy
novorozenecké sepse? a laboratorni vysledky poukizaly na leukopenii, trombocytopenii
a zvySené CRP. Pomoci rentgenu plic byla diagnostikovana pneumonie pravé plice, coz vedlo
k opétovné plicni ventilaci. Po odbéru krve a kultivaci hemokultury byl zjiStén nalez bakterie
Ralstonia pickettii. Podle vyhodnoceni citlivosti tohoto kmene na antibiotika bylo nasazeno
1é¢ivo tigecyklin. Klinicky stav pacienta se postupné zlepSoval a kojenec byl po kontrole
hemokultury po 14 dnech propustén v dobrém stavu. Pfestoze zdroj infekce nebyl oficialné

potvrzen, autofi studie se domnivaji, ze §lo o prenos bakterie CiSténou vodou, ktera se dale

29 Novorozeneckd sepse se miZe vyznacovat nizkym objemem pulzi, tachykardii (180—184 tepti/min) ¢i nizkym
krevnim tlakem (primérny krevni tlak 24 mmHg).
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pouziva naptiklad na vyrobu fyziologickych roztokl a dalsich fedénych roztokii (Sharma,
2017).

Dalsi studie (Pan, 2011) popisuje piipad pétasedesatiletého pacienta ¢inské narodnosti.
Po prvnich péti dnech suchého kasle se na pacientovi projevovala zvySena télesna teplota 39°C,
nacez byla nasazena antibiotika — penicilin intraven6zn¢ po dobu sedmi dnti, lavo-ofloxacin po
dobu péti dnti a cefotaxim po dobu sedmi dnti. Stav pacienta se po antibiotické 1é¢b¢ nezlepsil
a po dvaceti dnech trvajici horecce byl pfevezen do nemocnice. Fyzikélni vysSetieni ukazalo
zvysenou teplotu 38,8 °C, krevni tlak 120/85 mmHg a puls 90 tepii/min. V anamnéze bylo
uvedeno, ze pacient trpi poslednich 10 let hypertenzi a zavislosti na cigaretach. Rentgenové
vySetieni a nasledné CT potvrdilo zdroj horecky na pravé strané plic, jehoZ pfesnéjsi diagnoza
znéla pravostranna lobarni pneumonie. Byla provedena plicni biopsie a odebrana tkan, z niz
byly odebrany vzorky na kultivaci. Narostlou ¢istou kulturu detekoval systém API 20NE od
BioMérieux jako oportunni patogen Ralstonia pickettii a pacientovi byla pfedepsana antibiotika
cefepim nitrozilné. Po Sesti dnech bylo opakovano CT plic, pfi¢emz byla zjisténa pritomnost
pravostranné¢ho abscesu. Byla provedena punkce a odbér hnisavé tekutiny, kterd rovnéz
potvrdila nalez bakterie Ralstonia pickettii. Pacientovi byla zahajena 1é¢ba drenazi, procesu
zajistujici odvod hnisavé tekutiny z abscesu a téla pomoci vyplachu sterilnim roztokem
chloridu sodného. Bylo ziejmé, Ze ani tato antibiotickd 1écba nezabrala, tudiz byla vySetfovana
citlivost na antibiotika metodou diskové difuze. Vysetiovany klinicky vzorek Ralstonia
pickettii byl citlivy na cefoperazon-sulbaktam, ceftazidim a imipenem, antibiotickd lécba
spocivala v nasazeni cefoperazonu/sulbaktamu po dobu osmnacti dnti a imipenemu/cilastatinu
po dobu dvandcti dnti. Dalsi snimek rentgenu uskutecnény po 48 dnech odhalil ustup abscesu
I zlepSeni zapalu plic. Pacient pfi kontrole po dvou mésicich nejevil znamky recidivy a zlstal
bez respiracnich ptiznaka (Pan, 2011).

Piipad z roku 2021 (Zhou, 2021) pojednava o Sestatticetileté zené podstupujici dne
2. dubna 2021 planovanou operaci §titné zlazy. Teplota téla pacientky vystoupala az na 40 °C
a projevil se u ni septicky Sok vyznacujici se zvySenou srde¢ni frekvenci a snizenym krevnim
tlakem. Nejprve byly tyto symptomy ptifazené k diagndze hypertyredzy, pozdéji po zhorSeni
pfiznak byla Zena pfevezena na jednotku intenzivni péce a byly ji provedeny laboratorni testy.
Tato analyza odhalila vys$s§i hladinu CRP, pocet bilych krvinek 1,47x10°, neutrofilii a vysokou
hladinu prokalcitoninu. Kviili moZnosti invazivni infekce byly odebrany dvé hemokultury na
kultivaci a zaroven nasazena antibiotika imipenem a daptomycin. Mikrobiologicky rozbor
vzorku hemokultury z periferni krve odhalil gramnegativni ty¢inky v aerobni kultufe, které jsou

schopné rlst na krevnim agaru v hladkych koloniich, pfi¢emZz na MacConkeyho agaru
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nefermentovaly laktézu. Néslednd identifikace probihala pomoci MALDI-TOF MS, ktery
detekoval bakterii jako Ralstonia mannitolilytica. Jelikoz se hodnota spolehlivosti MALDI-
TOF pohybovala kolem 2,3, bylo provedeno i sekvenovani genu 16S rRNA, které
identifikovalo stejnou bakterii jako Ralstonia pickettii. 10. dubna byla kultivovana i drenazni
tekutina Stitné zlazy a Spicka drenazni trubice. Oba vzorky byly také pozitivni na nalez
Ralstonia pickettii. Byla zahajena antibioticka 1é¢ba dle vysledkd testu citlivosti na antibiotika.
Citliva byla bakterie na ciprofloxacin, cefoperazon/sulbaktam, sulfamethoxazol a ceftriaxon,
1ékar predepsal antibiotikum levofloxacin. Antibiotickou 1écbu 1ékafi nékolikrat zménili podle
hodnot CRP a poctu bilych krvinek. Pacientka byla propusténa 27. den v dobrém klinickém
stavu (Zhou, 2021).

4.1 Souhrn kazuistik

Vsechny ctyti popsané kazuistiky mély spole¢nou infekei oportunnim patogenem
Ralstonia spp. Lécba vSech pacientli probihala pomoci antibiotik, jejichz nasledné uziti
k zahajeni 1é¢by se v ramci ptipada liSilo. V prvnim piipadé dvouletého chlapce byla nasazena
antibiotika azithromycin a erythromycin, které nezlepsily pribéh infekce. Z toho diivodu byl
V nemocnici po stanoveni diagnézy proveden test citlivosti na antibiotika bakterie Ralstonia,
po jehoz vysledcich byl podavan meropenem v kombinaci s azithromycinem. V druhém
popsaném piipad€ bylo novorozenci po stanoveni diagnézy nasazeno antibiotikum tigecyklin.
V pfipadé pétasedesatiletého pacienta byla pfed stanovenim piesné diagnoézy nasazena
antibiotika penicilin a lavo-ofloxacin. Ta ale nezabrala a po hospitalizaci a stanoveni diagnozy
byla pacientovi poddvana kombinace antibiotik cefoperazonu/sulbaktamu a ndasledné
imipenemu/cilastatinu. Sestatficetileté Zené byla po operaci podana antibiotika imipenem
a daptomycin, a po diagnoze infekce bakterii Ralstonia pickettii byla podavana antibiotika
levofloxacin a dal$i ATB v zavislosti na laboratornich vysledcich.

Tt ptipady ze Ctyt vykazovaly spole¢nou diagn6zu — pneumonii zpisobenou bakteriemi
rodu Ralstonia spp. Ve vSech téchto ptipadech byla k potvrzeni diagndzy vyuzita zobrazovaci
vySetieni, jako je rentgen nebo pocitacova tomografie — CT, a v nekterych ptipadech byly
pouzity obé metody. U dvou ptipadii byla provedena bronchoalveolarni lavaz a odbér tekutiny,
diky jejiz kultivaci byla diagnostikovana Ralstonia spp. V ptfipadé novorozence se také jednalo
o pneumonii, odebran byl ale vzorek hemokultury. U Zeny probé¢hla po operaci §titné zlazy
sepse, nacez byla také jako vzorek odebrana hemokultura a nasledné i drendzni tekutina §titné

zlazy, cozZ vedlo k cilené antibiotické 1é¢bé.
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V ptipad¢ predCasné narozené¢ho novorozence s infekci zplisobenou bakteriemi rodu
Ralstonia spp. autofi studie pfedpokladaji, ze zdrojem nakazy by mohly byt kontaminované
roztoky €isténé vody. Tyto roztoky se bézné pouzivaji pii vyrobé fyziologickych roztoki s 0,9%
NaCl nebo roztokii pro dychaci pfistroje. To podporuje hypotézu o nozokomialni povaze
infekce, coz znamena, ze ndkaza mohla byt ziskana béhem pobytu v nemocnici. Dalsi ptipad,
ktery se tyka zdravé Zeny po planované operaci §titné zlazy, rovnéz naznacuje moznou
nozokomialni infekci. V predoperacnim vySetieni nebyly zjistény zadné komplikace, coz vede
k domnénce, Ze infekce mohla byt zpiisobena béhem operace nebo po ni, v nemocni¢nim
prostfedi. Ve vSech popsanych ptipadech se zda, ze identifikace zdroji téchto infekci nebyla
provedena vcas, coz mohlo komplikovat 1é€bu a prognézu pacientl. Autofi studii zdiraziuji
zvySenou ostrazitost zdravotnického persondlu, zejména u imunosuprimovanych pacientt, ktefi

vyuzivaji invazivni metody, jako jsou dychaci a dialyzac¢ni pfistroje.
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ZAVER

Tato bakalaiskd prace pojednava o problematice vyskytu bakterii rodu Ralstonia
v ¢isténé vode. Prace shrnuje klicova zjisténi o zastupcich bakterii rodu Ralstonia, jejich detekci
a rizicich spojenych s jejich ptitomnosti. Tyto bakterie mohou kontaminovat l€karské roztoky,
coz muze vést k nozokomialnim infekcim, zejména u pacienti se zavedenymi intravaskularnimi
katetry. Ralstonia predstavuje vyznamné riziko diky své schopnosti tvofit biofilmy a vysoké
rezistenci na antibiotika.

Do budoucna je dulezité se zaméfit na zlepSeni detekce Ralstonia a monitorovani
kontaminace cisténych vod. Vyskyt infekci by mohl byt minimalizovan pii zvySeném
povédomi o bakteriich rodu Ralstonia a vzdélavani zdravotnického personalu o spravném
pouzivani a udrzbé 1ékarskych zatizeni. Piistup nemocnic a zdravotnickych zatizeni k prevenci
a kontrole kontaminace je kliCovy pro sniZeni rizika infekci zpsobenych bakteriemi rodu

Ralstonia.
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