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Aerobni sporulujici bakterie v potravinach

Souhrn

Aerobni sporulujici bakterie jsou v zivotnim prostiedi témét vSudypfitomné, a maji
tak mnoho prilezitosti kontaminovat potraviny. Tyto bakterie produkuji extracelularni enzymy,
jejichz pusobenim dochazi ke kazeni potravin, nékteré také mohou produkovat toxiny
zpusobujici otravy jidlem. Diky zna¢né odolnosti dokazi jejich spory prezit v potraviné i béhem
zpracovani. Sledovani vyskytu téchto bakterii je proto nezbytné jak pro zachovani kvality
potravin, tak pro prevenci otrav zptisobenych potravinami.

Cilem prace bylo sledovani vyskytu aerobnich sporulujicich bakterii v potravinach
rostlinného i Zivo¢isného puvodu. Testovano bylo celkem 24 vzorkt potravin z masa, mléénych
vyrobkd, koteni, bylinnych ¢ajovych smési, kakaa, cerealnich smési a vyrobkti z ovoce a dzusi.
Pro stanoveni aerobnich sporulujicich bakterii byla pouzita kultivatni metoda pomoci
trypton-sojového agaru (TSA); pro stanoveni Bacillus cereus byla pouzita technika roztéru
vzorku na Bacillus cereus agar base obohaceny o polymyxin B a Zloutkovou emulzi
dle ISO 7932. Kultivace probihala v obou ptipadech aerobné pfi teploté 30 °C po dobu
24 hodin. Druhova identifikace byla provedena pomoci hmotnostni spektrometrie
s laserovou desorpci a ionizaci za G¢asti matrice s praletovym analyzatorem (MALDI-TOF
MS), u vybranych kment bylo také provedeno sekvenovani genu pro 16S rRNA.

Kontaminace sporulujicimi bakteriemi byla prokazana v 19 vzorcich, v zadném
nebyl detekovan B. cereus. Celkem bylo identifikovano 15 riznych druhii a vSechny nélezely
do rodu Bacillus. Na pocet ruznych druhti bakterii bylo nejbohatsi kotfeni a bylinné Cajové
smési. Zadny druh se nevyskytoval u viech zkoumanych skupin potravin. Nejéast&jsimi druhy
byly B. pumilus (28,8 %), B. subtilis (24,7 %) a B. licheniformis (11,0 %). Ze vSech izolata
patiilo 86,30 % do skupiny B. subtilis, 5,48 % do skupiny B. cereus a 8,22 % nebylo zatazeno
do zadné z téchto dvou skupin. Vzhledem k tomu, Ze v testovanych vzorcich nebyl zjistén zadny
primarné patogenni druh, zdravotni riziko neni pravdépodobné.

Prvni cast hypotézy byla potvrzena, nebot’ u testovanych vzorkt potravin byla
prokazana kontaminace aerobnimi sporulujicimi bakteriemi. Druha ¢ast hypotézy tykajici
se vyskytu a druhového zastoupeni bakterii v zavislosti na typu potraviny a zptisobu konzervace

nebyla potvrzena, nebot’ nebyl pozorovan Zadny trend.

Klicova slova: sporulujici bakterie, kazeni potravin, alimentdrni onemocnéni, pasterace,

Alicyclobacillus, Bacillus



Aerobic spore-forming bacteria in food

Summary

Aerobic spore-forming bacteria are ubiquitous and worldwide distributed
in the environment, hence they frequently contaminate food. These bacteria produce
extracellular enzymes which cause food spoilage; some can also produce toxins resulting
in food poisoning. Thanks to their high resistance, some spores can survive even when food
is processed. Therefore, monitoring the occurrence of these bacteria is necessary for both food
quality and food safety.

The aim of this work was to monitor the occurrence of aerobic spore-forming bacteria
in foodstuffs of plant and animal origin. It was tested 24 samples, namely meat and dairy
products, spices, herbal tea blends, cocoa, cereal blends, and fruit products and juices were
tested. Aerobic spore-forming bacteria were determined by cultivation method using Tryptone
Soya Agar (TSA); the presumptive Bacillus cereus were obtained by the spread plate technique
using Bacillus cereus agar base supplemented with polymyxin B and yolk emulsion according
to 1ISO 7932. In both cases, the cultivation was carried out acrobically at 30 °C for 24 hours.
The identification of bacterial isolates was undertaken using Matrix-assisted Laser
Desorption/lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS); selected strains
were identified also by 16S rRNA gene sequence analysis.

Contamination by spore-forming bacteria was detected in 19 samples, none of them
was B. cereus positive. A total of 15 different species were identified, all belonging to the genus
Bacillus. Spices and herbal tea blends were contaminated by the largest number of different
species. No species was present in all the examined groups of foodstuffs. The most common
species were B. pumilus (28.8 %), B. subtilis (24.7 %) and B. licheniformis (11.0 %).
Of all isolates tested, 86.30 % belonged to the B. subtilis group, 5.48 % to the B. cereus group
and 8.22 % were not included in any of these groups. With regard to the fact that no primarily
pathogenic species was detected in the tested samples, a health risk is unlikely.

The first part of the hypothesis was confirmed, as the tested food samples showed
contamination with aerobic spore-forming bacteria. The second part of the hypothesis
concerning the occurrence and species representation of bacteria depending on the type of food

and method of preservation was not confirmed as no trend was observed.

Keywords: spore-forming bacteria, food spoilage, alimentary diseases, pasteurization,
Alicyclobacillus, Bacillus
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1 Uvod

Aerobni sporulujici bakterie se taxonomicky fadi do kmene Firmicutes, ttidy Bacilli a fadu
Bacillales. Mezi hlavni piedstavitele fadu Bacillales, kteti zptusobuji kazeni potravin, jsou
obvykle zahrnovany rody Bacillus, Geobacillus, Anoxybacillus, Alicyclobacillus
a Paenibacillus (Maughan & Van der Auwera 2011; André et al. 2017). Jedna se o ty¢inkovité
bakterie se Sirokou oblasti vyskytu (Heyndrickx 2011). Kromé& kaZeni potravin mohou
mit nékteré¢ z téchto bakterii téZ patogenni vlastnosti; nejznaméjsi patogenni zastupci jsou
Bacillus anthracis a Bacillus cereus. Druhy jmenovany je pii¢inou gastrointestinalnich
onemocnéni projevujicich se prijmem ¢i zvracenim. Jeho neptiznivé u¢inky jsou zpiisobeny
zejména produkci enterotoxint a emetického toxinu (Talebi et al. 2018).

Z divodu zna¢né odolnosti spor téchto bakterii viéi teplu, zafeni, dezinfekénim
prostfedkiim ¢i vysuSeni je velmi obtizné je odstranit a stavaji se tak Castou pfic¢inou
kontaminace. Vyskyt endospor v nezpracovanych potravinach je relativné bézny (Heyndrickx
2011). Pokud endospory nejsou zcela zni¢eny pii konzervaci a nasledné vykli¢i ve vegetativni
bunky, mohou svou produkci enzymi zptsobovat kazeni potravin (Checinska et al. 2015).
Kvalita vychozi suroviny a hygienické podminky pii zpracovani maji zdsadni vyznam
pro snizeni rizika vyskytu spor ve finalnim vyrobku (Steyn et al. 2011). Vyzkum zaméfeny
na fyziologické, biochemické a genetické vlastnosti téchto bakterii je zasadni pro pochopeni
jejich mechanismii rezistence k nepiiznivym podminkam. Velky piinos muze také piinést vyvoj
ucinnéjsich zptisobi sterilace a detekce sporulujicich bakterii (Checinska et al. 2015).

Na druhou stranu maji aerobni sporulujici bakterie diky schopnosti produkovat sirokou
Skalu enzymi, antibiotik a jinych metaboliti Casto vyuziti v 1ékatskych, farmaceutickych,
zemé&délskych a potravinaiskych procesech. Jejich prospésny vliv na zdravi Ize demonstrovat
napiiklad pfi jejich uziti jako probiotika (Bader et al. 2012). Z druht rodu Bacillus
a Paenibacillus se také ziskavaji antibiotika, mezi nejznaméjsi patii bacitracin, polymyxin B
a polymyxin E (kolistin) (Ciesiotka et al. 2014; Yu et al. 2018). Nékteré druhy produkuji
nutraceutika, jako jsou vitaminy (napt. riboflavin, kobalamin), inositol nebo karotenoidy,

a mohou tedy byt pouzivany pro vyrobu doplnki zdravé vyzivy (Celandroni et al. 2019).



2 Védeckd hypotéza a cile prace

Hypotéza: U testovanych druhli potravin bude prokdzana kontaminace aerobnimi
sporulujicimi bakteriemi. Vyskyt a druhové zastoupeni bude zavislé na typu potraviny
a zpusobu konzervace.

Cilem diplomové prace byl monitoring vyskytu aerobnich sporulujicich bakterii v riiznych

potravinach, jejich druhova identifikace a zhodnoceni mozného vlivu na lidské zdravi.
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3.1.2

Obecna charakteristika aerobnich sporulujicich bakterii

Aerobni sporulujici bakterie se fadi do kmene Firmicutes, ttidy Bacilli a fadu
Bacillales. Mezi ptedstavitele fadu Bacillales, ktefi kazi potraviny, jsou zpravidla
fazeny rody Bacillus, Geobacillus, Anoxybacillus, Alicyclobacillus a Paenibacillus
(Maughan & Van der Auwera 2011; André et al. 2017). Tyto aerobni nebo fakultativné
anaerobni grampozitivni bakterie obyvaji rozmanita prostfedi (Heyndrickx 2011)
a jejich typickou vlastnosti je schopnost tvofit endospory v reakci na nepiiznivé
podminky. Pavodné prakticky vSechny aerobni sporulujici bakterie spadaly
taxonomicky pod rod Bacillus, s pokrokem v oblasti molekularni biologie v§ak doslo
k jejich reklasifikaci na zakladé sekvenace gent pro 16S rRNA a rozdéleni do novych
samostatnych rodu (Checinska et al. 2015).

Bacily a jim piibuzné bakterie se vyskytuji ve formé spor, vegetativnich bunék
nebo biofilml. Zkoumani mechanismii odolnosti vii¢i nepfiznivym vliviim prostiedi
u vSech téchto tii forem je vyznamné pro nasledny vyvoj novych zptisobii predchdzeni

jejich skodlivym ucinkam (Checinska et al. 2015).

Spory jako utvary rezistence

Spora je z hlediska aktivity metabolismu klidové stadium bakterie. Vyznacuje
se, ve srovnani s vegetativni buiikou, zvySenou odolnosti vici vysokym teplotam,
vysuseni, nedostatku zivin, zéafeni, toxickym organickym prostfedkiim, oxida¢nim
¢inidlim a hydrolytickym enzymm. Spory tak jsou schopné piezit podminky, které
by pro vegetativni matefskou buiiku byly letalni. Byvaji tvofeny v reakci na vysokou
hustotu bunék nebo nedostatek zivin, zejména uhliku a dusiku. Vzhledem
k vSudyptitomnosti spor v prostiedi je jejich vyskyt v potravinach pomérné bézny.
Pokud endospory nejsou zni¢eny v prub&hu konzervace potravin, mohou nasledné
vyklicit a vegetativni buiiky produkci enzymii zpisobuji kazeni potravin (Checinska et
al. 2015).

Vyznamnou vlastnosti spor je schopnost adherovat na zatizeni ve vyrob¢. Bylo
zjisténo, ze spory nekterych druhti rodu Bacillus se silnymi hydrofobnimi vlastnostmi

maji vyssi schopnost adheze (Noma et al. 2018). Pii zpracovani tak muze dojit
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ke kontaminaci pivodné sterilniho produktu (Shaheen et al. 2010). Nékteré spory
si rovnéz vyvinuly nové mechanismy rezistence vici bézné pouzivanym sterilaénim
technikam. Z tohoto diivodu neni sanitace uc¢inna pro vsechny sporulujici bakterie stejné
(Checinska et al. 2015), navic ucinek sterilace mize byt snizen tim, ze nedojde
K aplnému odstranéni biofilmt z povrchtl pii zpracovani potravin (Heyndrickx 2011).
Obecné se predpoklada, Zze spory termofilnich bakterii jsou vice odolné vici teplu
nez spory bakterii mezofilnich, které jsou zase tepelné odolngjsi oproti sporam
psychrotrofnich bakterii (Sadiq et al. 2018).

Sporulace, tedy proces tvorby endospor, trva pramémé okolo 8 hodin
a je rozdélena do n¢kolika casti (Checinska et al. 2015). Na rozdil od binarniho déleni
pii vegetativnim cyklu spociva sporulace v organizovanych morfologickych zménach
(Cutting et al. 2009). Sporulace za¢ina tim, ze vegetativni buika pfijme signal
k zahajeni syntézy faktoru transkripce, ktery fidi jednotlivé faze sporulace. V navaznosti
na tento signal je bunka asymetricky rozdélena septem, ¢imz vzniknou
dva kompartmenty rtizné velikosti — mensi, tzv. predspora, a vétsi matefska burika.
Matefska bunika pomaha malé spofe vyzrat, a ta je Vv zavérecné cCasti sporulace
od matetské bunky oddélena (Checinska et al. 2015). Proces sporulace je zobrazen
na Obrazku 1.

vegetativni buiika

asymetrické
symetrické bunééné
bunécéné déleni
déleni
—_—

| kli¢eni a rast

’VEGETATIVNi CYKLUS| l
tvorba
kortexu

zram alyza tvorba
zrala spora \ vne jSiho
plaste

Obrazek 1: Zivotni cyklus sporulujici bakterie (upraveno podle Cutting et al. 2009)

Pokud nastanou pfiznivé podminky, spory vykli¢i a je zahajen jejich rust

do vegetativni formy (Checinska et al. 2015).
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Zakladni casti spory, tedy jeji jadro, kortex, vnitini a vngjsi plast, znazoriuje

Obrazek 2.

vnéjsi plast

kortex

jadro spory

vnitini plast

Obrazek 2: Zakladni ¢asti spory (upraveno podle Ricca & Cutting 2003)

3.1.3 Tvorba biofilmu

Biofilmy jsou spolec¢enstva bakterii zabudovanych do matrice z extracelularnich
polymernich latek, kterou samy produkuji. Schopnost tvofit biofilm byla popséna
u mnoha aerobnich sporulujicich bakterii, napfiklad u roda Bacillus (Ostrov et al. 2019),
Alicyclobacillus (Prado et al. 2018), Paenibacillus (Khan et al. 2011; Fiinfhaus et al.
2018) ¢i Brevibacillus (Azizbekyan et al. 2015). Vyznamnym druhem tvoticim biofilm
je Bacillus cereus, ktery je jednim z nejzastoupenéjSich mikroorganismi
ve zpracovanych potravinach mimo jiné pravé diky schopnosti tvorby biofilmu,
a je vyznamnym puvodcem alimentarnich onemocnéni (Heyndrickx 2011).

Tvorba biofilmu zacina adherenci volné Zijicich bunék na povrch pomoci
slabych van der Waalsovych a elektrostatickych sil. Tato faze je reverzibilni, protoze
buriky 1ze od povrchu pomérné snadno oddélit. V dalsi fazi bakterie produkuji
extracelularni matrix a jejich odstranéni jiz mize byt zna¢né obtizné (Jindal & Anand
2018). Je tieba zminit, ze buniky v biofilmu byvaji v riznych fazich Zivotniho cyklu
a svymi fyziologickymi vlastnostmi se znacné li§i od volné zijicich (planktonnich)

bun¢k (Flemming et al. 2016).
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Biofilmy bacilii a blizce piibuznych organismii se vyznacuji komplikovanou
stavbou s charakteristickymi vzdu$nymi strukturami obsahujicimi spory. Extracelularni
polymerni matrix biofilmi se skldda z exopolysacharidi, proteinti a nukleovych kyselin.
Poskytuje buiikdm v ni zanofenym ochranu pied mnoha neptiznivymi vlivy, mezi které
patii naptiklad antibiotika a jiné biocidni latky, rozpoznani imunitnim systémem hostitele
nebo predace (Checinska et al. 2015). Vzajemné interakce bun€k vedouci az v jejich
spojeni do struktury biofilmu je zprostfedkovano amyloidnimi vlakny, kterd maji rovnéz
vliv na adhezi k povrchu (Romero et al. 2010). V neposledni fadé maji na adhezi vliv
vlastnosti bunééného povrchu, kdy adheze klesa s jeho nizsi hydrofobicitou a vyS$im
povrchovym nabojem (Jindal & Anand 2018).

Biofilmy se dynamicky méni, a jak jiz bylo zminéno vyse, jsou slozené z bunék
v ruznych rastovych fazich, ¢imz je zvysSena odolnost vici antimikrobidlnim latkam.
Mechanismy rezistence k bézn¢ uzivanym antimikrobialnim latkdm jsou navic u biofilmu
odlisné nez u volnych bun€k. Zménam v prostiedi se bunky biofilmu pfizplsobuji
napfiklad inhibici penetrace antimikrobidlnich latek, expresi genl pro stresovou reakci
nebo tim, ze pftijimaji geny rezistence od jinych mikroorganismd. Stim souvisi
skute¢nost, Ze vicedruhové biofilmy byvaji odoInéjsi nez jednodruhové (Checinska et al.
2015). Dynamicky se ménici struktura navic biofilmu umoziuje u¢innéjsi piijem zivin,
diky ¢emuz je pro biofilmy snazsi pfeckat neptiznivé podminky (Branda et al. 2006).

Sporulujici bakterie se mohou vzijemné liSit mirou adheze k povrchiim.
Naptiklad Jindal & Anand (2018) ve své studii zkoumali adhezi na nemodifikované
a modifikované povrchy z nerezové oceli. Nejvyssi tendenci k adhezi zjistili u vysoce
tepeln¢  odolnych  bakterii ~ Bacillus  sporothermodurans a  Geobacillus
stearothermophilus, naproti tomu Bacillus licheniformis projevil jen minimalni adhezi.
Jejich vysledky také naznacuji vy$si tendenci Kk adhezi u spor oproti vegetativnim
buiikam.

Je tfeba také zduraznit, ze pii nevhodné zvoleném pouzivani antimikrobialnich
latek v provozu mohou byt poskozovany povrchy vyrobnich zafizeni, ¢imz je usnadnéna
adheze vegetativnich bun¢k a rozvoj biofilmu (Checinska et al. 2015). Poskozeni povrchii
zpusobuje 1 samotna piitomnost biofilmu, a to v disledku metabolické aktivity
mikroorganisml pfitomnych v biofilmu. Timto dochdzi naptiklad ke korozi kovovych
zatizeni (Gupta & Anand 2018).

Predchazeni vzniku biofilmt je vhodné vénovat dostatecnou pozornost, nebot’

Casto pfinaseji obrovské ekonomické ztraty zpisobené kaZenim potravin i potencialnim
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onemocnénim z potravin. Bakterie odd€lené od biofilmi totiz mohou ve vyrobé

kontaminovat produkty (Jindal & Anand 2018).

3.1.4 Eliminace aerobnich sporulujicich bakterii v potravinach

Pasterizace a sterilace jsou v boji se sporulujicimi bakteriemi G¢inné jen v omezené
mite. Napiiklad Grutsch et al. (2018) poukazali na to, ze tepelné zpracovani muze dokonce
podnécovat tyto mikroorganismy ke kliceni. Pro zajisténi bezpe€nosti a kvality produktt
je proto zadouci vyuzit rizné zpisoby konzervace (Zhao et al. 2015). Ciuffreda et al. (2015)
uvadéji napiiklad uziti éterickych oleji, bakteriocini (zejména nisinu), lysozymu, mastnych
kyselin, nanocastic stiibra, ozonu, dimethylkarbonatu nebo superkritického oxidu uhli¢itého.
Dale je mozné vyuzit fyzikalnich metod, jako jsou ultrazvuk, vysoky hydrostaticky tlak,
mikrofiltrace, vysokotlaka homogenizace, gama zafeni, UV zafeni, mikrovinné zafeni
aj. (Ciuffreda et al. 2015).

Jednotlivé zpusoby konzervace je zejména pro eliminaci sporotvornych organismi
vhodné kombinovat. NejcastéjSimi kombinacemi je tepelné oSetfeni spolecné s pridavkem
antimikrobialni latky, apravou pH ¢i osmotického tlaku (Daryaei et al. 2016).

Pii eliminaci aerobnich sporulyjicich bakterii mohou byt vyuzivany sporicidni
a baktericidni Géinky rostlinnych extrakt(l. Casto pouzivanymi jsou napiiklad karvon, limonen,
myristicin, a-pinen, B-pinen, geraniol, terpineol, eugenol, limonen a p-cymen (Cho & Chung
2017; Silva et al. 2019).

Slibnym, germicidné pusobicim nastrojem je pouziti UV zafeni. Toto zafeni se tradi¢né
uziva pro dekontaminaci vzduchu, vody a povrcht, nartstd vSak snaha o jeho rozsifeni také
na tekuté i pevné potraviny a na napoje. Jeho vyhody spocivaji nejen ve skutecnosti, ze ucinné
inaktivuje Siroké spektrum mikroorganismu patogennich ¢i kazicich potraviny, ale také v tom,
ze nedochézi k témét zadnym ztrdtdm nutricni a senzorické kvality potravin ani nevznikaji
7zadné znamé toxické vedlejsi produkty. Oproti pasterizaci je také potfeba mnohem méné
energie. Za nejvice germicidni rozsah vinové délky je povazovano UV-C zafeni o vinové délce
200-280 nm (Gayan et al. 2014). V potravinaiském priamyslu se UV-C zéfeni pouZziva zejména
k dezinfekci vzduchu a vody pii zpracovani masa nebo zeleniny, ale také pro dezinfekci
Cerstvych potravin, jako je kufeci maso, ryby, vejce, mléko ¢i ovocné stavy (Albert et al. 2014).
UV zafeni se tedy muze vyuZivat pro snizeni poctu spor jak na povrchu zafizeni,
tak i v potravinach. Napiiklad Prado et al. (2018) ve svém vyzkumu prokazali sniZeni tvorby
biofilmu na povrsich z nerezové oceli a gumy pii osSetfeni UV-C zafenim. Jejich vysledky

tak naznacuji, ze toto zafeni mize byt slibnou metodou v boji se sporulujicimi bakteriemi
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V potravinaiské vyrobé. Ve studii Zhao et al. (2015) byla zkoumana uGc¢innost kombinace
mikrofiltrace a UV zafeni na redukci A. acidoterrestris u pasterovaného jable¢ného cideru.
Mikrofiltrace slouzila k mechanickému odstranéni suspendovanych ¢astic a mikroorganismu
ze cideru, ¢imz se zvysila uc¢innost UV oSetieni.

Dalsim antimikrobidlnim oSetfenim je vysokotlaki homogenizace. U¢inna je viak
predevsim proti vegetativnim formam. Spory jsou k vysokotlaké homogenizaci méné citlivé,
piicemz citlivost byva druhové 1 kmenové specificka. Baktericidni plsobeni vysokotlakeé
homogenizace je nejspiSe zplisobeno narusenim vnéj§i bunééné membrany bakterii, kterym
dochazi ke strukturnimu pieskupeni proteint (Ciuffreda et al. 2015). Inaktivace endospor
vyzaduje zpravidla kombinaci tlaku a teploty, jejiz u¢innost mize byt zvySena piitomnosti
nisinu, nizkym pH a dalsimi faktory (Margosch et al. 2004).

Pulzni elektrické pole je dalsi antimikrobialn¢ plsobici proces, zalozeny na aplikaci
kratkych pulst vysokého napéti do vyrobku umisténého mezi dvéma elektrodami. Tim dochazi
k destabilizaci mikrobialni bunééné membrany, zménam v transportu iontd, a tim i k poskozeni
bunék a jejich smrti (Ciuffreda et al. 2015).

Ultrazvuk rozklada shluky bakterii a inaktivuje je. Mechanismus inaktivace
pravdépodobné spociva v intracelularni kavitaci, zahfivani a ztenCovani bunéénych membran
a tvorbé volnych radikalu (Ciuffreda et al. 2015).

V neposledni fad¢ je rovnéz dilezité pouziti sanitaénich a dezinfek¢nich prostiedkl
ve vyrobnim provozu. Jejich koncentrace by vSak mély zohlediovat specifické mechanismy

rezistence pro kazdou bakterii (Dos Anjos et al. 2013).

3.1.5 Sporulujici bakterie jako probiotika

V soucasné dob¢ jsou sporulujici bakterie pfedmétem vyzkumu pro potencidlni vyuziti
jako probiotika. Probiotika jsou definovana jako Zivé mikroorganismy, které po podani
v odpovidajicim mnozstvi poskytuji hostiteli zdravotni benefity (Hill et al. 2014). Za zdravotni
ptinos se poklada zejména zmirnéni prijmovych onemocnéni, laktozové intolerance a ptiznakt
podrazdéni stiev, pozitivni vliv na snizeni incidence kolorektalniho karcinomu, snizeni hladiny
cholesterolu v krevnim séru ¢i 1é¢ba uzkosti a deprese (Ragul et al. 2017; Talebi et al. 2018).
Probiotika mohou zabranit pronikdni patogenii do sttevniho epitelu stimulaci produkce mucinu,
snizenim propustnosti stfevni bariéry, produkci antimikrobidlnich latek nebo modulaci
imunitniho systému (Ragul et al. 2017).

Vyhodou sporulujicich bakterii oproti nejbéznéji pouZivanym probiotickym bakteriim

vvvvv
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traktem a snadnéjs$i manipulace pii zpracovani a skladovani. V mnoha potravinach ke kli¢eni
spor nedochazi, a tak neni ovlivnéna jejich kvalita, nebot’ spory maji neaktivni metabolismus
(Bader et al. 2012). Pfi oralnim podani indukuji probiotické kmeny rodu Bacillus bunécné
a humoralni slozky imunitniho systému, ¢imz ptispivaji ke zlepSeni zdravotniho stavu béhem
sttevnich infekci (Patrone et al. 2016). Mezi tyto slozky imunitniho systému s bioterapeutickym
potencialem patii rozmanita Skala antimikrobialnich peptida a malych extracelularnich molekul
(Elshaghabee et al. 2017).

Jako ptiklad komeréné pouzivanych probiotik z fad sporulujicich bakterii 1ze uvést
B. polyfermenticus produkujici antimikrobialni latku polyfermenticin (Lee et al. 2019) nebo
kmen B. clausii O/C, ktery inhibuje naptiklad B. cereus a Clostridium difficile (Ripert et al.
2016). Za dalsi druhy majici potencialné probiotické ucinky jsou povazovany napiiklad
B. subtilis, B. coagulans, B. indicus, B. licheniformis, B. megaterium (Elshaghabee et al. 2017;
Ragul et al. 2017), B. amyloliquefaciens (Ragul et al. 2017; Talebi et al. 2018),
B. cereus, B. clausii a B. pumilus (Patrone et al. 2016; Celandroni et al. 2019). Talebi et al.
(2018) dale uvadi jako potencialni probiotika B. atrophaeus a B. safensis. Ehling-Schulz et al.
(2019) uvadi jako probiotikum v krmivech hospodaiskych zvifat B. toyonensis. Je vsak tieba
zduraznit, Ze probiotické vlastnosti jsou kmenoveé specifické (Lee et al. 2019) a dany kmen musi
spliovat pfisnad kritéria, aby mohl byt uveden na trh. Zakladnimi kritérii je zdravotni
nezavadnost a absence genii koddujicich rezistenci vici komeréné uzivanym antibiotikim

(Bader et al. 2012).

Bacillus spp.

3.1.6 Obecna charakteristika rodu Bacillus

Rod Bacillus zahrnuje grampozitivni ty¢inkovité, aerobni nebo fakultativné anaerobni
bakterie vytvarejici endospory. Velikost jednotlivych bakterii se zpravidla pohybuje v rozmezi
3-5 x 1 um (Prod’hom & Bille 2017) Vyskytuji se jednotlivé, v parech ¢i dlouhych fetizcich.
Optimélni teplota pro rist byva vrozmezi 30-45 °C, termofilni druhy rostou optimalné
pti 65 °C; idealni pH je obvykle 7 (Grutsch et al. 2018). Nékteré druhy mohou byt halofilni
(Chhetri et al. 2019) a byvaji pohyblivé i nepohyblivé (Prod’hom & Bille 2017; Grutsch et al.
2018).

Obecné jsou zastupci rodu Bacillus povazovani za typické pudni bakterie. Bézné

se ale vyskytuji 1 ve vod¢, vzduchu, potravinach ¢i travicim traktu lidi 1 zvifat. Prestoze
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se pravdépodobné nejednd o ptirozené stievni bakterie a V travicim traktu se vyskytuji
az po konzumaci potravin kontaminovanych sporami, jsou v této nice nachdzeny pravidelné
a existuji studie dokladajici schopnost nékterych druhti travici trakt kolonizovat (Elshaghabee
et al. 2017). Stale nabyva na vyznamu nazor, ze B. subtilis a pravdépodobné i jiné ptibuzné
druhy se svou schopnosti tvofit biofilm, sporulovat v anaerobnim prostfedi a produkovat
antimikrobialni latky ptizpasobily zivotu v gastrointestinalnim traktu (GIT) ¢loveéka, a mély
by byt tedy povazovany spise za sttevni komenzaly, nikoli pouze za pidni mikroorganismy
(Hong et al. 2009). Nékteré kmeny jsou oportunnimi patogeny zvifat i ¢lovéka (Elshaghabee et
al. 2017).

Z hlediska fenotypovych a genotypovych znaki se jednd o zna¢né rozmanitou skupinu
(Elshaghabee et al. 2017). Diky schopnosti produkovat Sirokou $kalu enzymu, antibiotik
a jinych metaboliti maji druhy rodu Bacillus ¢asto vyuziti v 1ékatskych, farmaceutickych,
zemé&délskych a potravinaiskych procesech. Nekteré druhy produkuji nutraceutika, jako jsou
vitaminy (napf. riboflavin, kobalamin), inositol nebo karotenoidy, a mohou tedy byt pouzivany
pro vyrobu dopliku zdravi (Celandroni et al. 2019). Nasledujici Tabulka 1 uvadi ptiklady druhd

rodu Bacillus produkujicich nékteré potravinaisky vyznamné enzymy.

Tabulka 1: Druhy rodu Bacillus produkujici potravinaisky vyznamné enzymy (upraveno podle
Elshaghabee et al. 2017)

skupina enzymi  priklady enzymi druhy rodu Bacillus

Stépici sacharidy  a-amylaza, B-amylaza, arabinaza, . coagulans, B. subtilis,

celulaza, chitinaza, dextranaza, . licheniformis,
maltaza . amyloliquefaciens, B. cereus,
. megaterium, B. pumilus,
. circulans,
. firmus, B. brevis, B. macerans,
proteazy aminopeptidaza, esteraza . subtilis, B. cereus,

B

B

B

B

B

B

B. stearothermophilus
B

B. licheniformis,

B. amyloliquefaciens,
B. megaterium,

B. thermoproteolyticus,
B

. thuringiensis, B. pumilus
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Tabulka 1 —pokracovani: Druhy rodu Bacillus produkujici potravinaisky vyznamné enzymy
(upraveno podle Elshaghabee et al. 2017)

skupina enzymu priklady enzymu druhy rodu Bacillus
lipazy fosfolipaza C, thiaminaza B. licheniformis, B. cereus,
B. anthracis, B. thuringiensis,
B. thiaminolyticus
nukleazy [-laktamaza, B. amyloliquefaciens, B. subtilis,
endo-N-acetylglucosaminidaza, B. cereus, B. megaterium,
exo-N-acetylglucosaminidaza, B. pumilus
endo-N-acetymuraminidaza,
exo-N-acetylglucosaminidaza
fosfatazy alkalicka fosfataza B. amyloliquefaciens,

B. subtilis, B. cereus

3.1.7 Skupina Bacillus cereus

Skupina Bacillus cereus zahrnuje fylogeneticky uzce ptibuzné druhy. Obecné jsou
genomy druhti této skupiny konzervované a maji i velmi podobné sekvence genu
pro 16S rRNA. Mezi nejstudovangjsi zastupce této skupiny patii B. cereus, B. anthracis
a B. thuringiensis. Dale skupina zahrnuje napiiklad B. mycoides, B. pseudomycoides,
B. cytotoxicus a B. toyonensis. Nedavné genomické analyzy vSak naznacuji, Ze skupina
B. cereus muze byt rozdélena do 5 hlavnich vétvi, které neodpovidaji vyse popsanym druhtim
(Ehling-Schulz et al. 2019).

Navzdory fylogenetické piibuznosti zastupcu skupiny B. cereus se jednotlivé druhy
vyznacuji znaén€ odlisnymi fenotypovymi vlastnostmi a patogennim potencialem. Napiiklad
vysoce toxicky B. anthracis zptsobuje ¢asto smrtelné onemocnéni antrax a je tak potencialni
biologickou zbrani. B. thuringiensis produkuje insekticidni krystalické proteiny a thuringiensin,
insekticidni oligosacharid, diky ¢emuz je komeréné vyuzivany jako biologicky pesticid.
B. cereus je oportunisticky patogen, ktery je ¢astou pfi¢inou otrav jidlem (Helgason et al. 2000).
B. toyonensis je vyuZzivan pro své probiotické vlastnosti (Ehling-Schulz et al. 2019).

Druhy skupiny B. cereus se vyskytuji v riznych prostiedich, bézné v padé, vodé

¢i GIT eukaryotickych organismt (Carlin et al. 2010). Jako hlavni rezervoar spor bakterii
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skupiny B. cereus vsak slouzi predev§im puda a organismy Sni spojené. Bakterie jsou
prenaseny na ¢lovéka prosttednictvim zemédeélskych produkti, které se do téla ¢loveéka a jinych

savcl dostavaji zejména pozitim, inhalaci ¢i poranénim kuze (Ehling-Schulz et al. 2019).

3.1.7.1 Bacillus cereus

Bacillus cereus je grampozitivni bakterie Siroce rozsifena v pidé a na vegetaci. Maze
kontaminovat jak syrové, tak i zpracované potraviny (Carlin et al. 2010). Optimalni teplota
pro rust byva 30-40 °C a pH 5,0-8,8 s optimem pii pH 6,0-7,0; psychrotrofni kmeny mohou
rust pii teplotach okolo 4 °C (Grutsch et al. 2018).

Patogenni kmeny B. cereus mohou u ¢lovéka zptsobovat lokalni i systémové infekce
(napfiklad rizné infekce ran, endoftalmitidu ¢i septikémii), k ¢emuZ nejspi§ napomaha i jejich
schopnost adaptace na riizné hostitele a prosttedi (Carlin et al. 2010). Také mohou byt pivodci
otrav jidlem, ackoli n¢které kmeny B. cereus jsou naopak vyuzivany pro své probiotické
vlastnosti. Patogenita je pfi¢itana produkci extracelularnich faktord, jako jsou fosfolipazy,
cereulid (emeticky toxin, Ces), hemolyticky enterotoxin (hemolysin BL, Hbl), nehemolyticky
enterotoxin (Nhe), cytotoxin K (CytK) a hemolysiny I-111 (Berthold-Pluta et al. 2015).

B. cereus muze zpusobit dva rizné typy otravy jidlem, emeticky nebo prujmovy
syndrom. Emeticky syndrom je dusledkem intoxikace, tedy pozitim potraviny obsahujici toxin
cereulid. Projevuje se silnymi nevolnostmi a zvracenim do 5 hodin po konzumaci potraviny
kontaminované cereulidem. Cereulid je cyklicky peptid, ktery je diky své struktuie vysoce
odolny viéi vysokym teplotam, extrémnimu pH i degradaci proteolytickymi enzymy. Neni tedy
inaktivovan ani béhem zpracovani potravin, ani pfi pruachodu GIT (ElZamkan & Mubarak
2017). Ohrozeni ptedstavuji zpravidla potraviny obsahujici > 10° KTJ B. cereus/g (Carlin et al.
2010; Webb et al. 2019).

Prujmovy syndrom vznika po poziti B. cereus v potravé s naslednou produkci
enterotoxinii az v GIT. Infekéni davka zpusobujici tento typ onemocnéni Se odhaduje
na 10° az 108 kolonii tvoricich jednotek (KTJ) (Berthold-Pluta et al. 2015). Inkubacni doba
je 8 az 16 hodin po konzumaci kontaminované potravy a projevuje se bolesti biicha
a prijmem. Samotny pribéh a doba trvani onemocnéni zavisi na schopnosti kmene adherovat
na enterocyty a na tom, jaké toxiny dany kmen nese ve svém genomu (JeBberger et al. 2014;
ElZamkan & Mubarak 2017). Informace Kk obéma typim syndromid zpisobenych

B. cereus shrnuje Tabulka 2.
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Tabulka 2: Dva typy otrav jidlem zptsobené B. cereus (upraveno podle Webb et al.
2019)

prijmovy syndrom emeticky syndrom

nehemolyticky enterotoxin (Nhe),
toxiny hemolysin BL (Hbl), cereulid (Ces)

cytotoxin K (CytK)
infekéni davka > 10° KTJ/g potraviny cca 400 pg cereulidu

produkce cereulidu
konzumace potravin s B. cereus, V potravinach a nasledné

pozadavky pro vznik nasledna tvorba toxinli v tenkém poziti kontaminované
stfeve hostitele potraviny (intoxikace)

inkubacni doba 8-24 h 0,5-5h

doba trvani 12-24 h 6-24 h

misto produkce toxinu v tenkém stfeve hostitele v potravinach

termostabilni cyklicky
termolabilni protein (inaktivovan  peptid (bez ztraty aktivity

vlastnosti toxinu pii 56 °C/5 min), pii 121 °C/90 minut),
inaktivovan proteazami a pH neni inaktivovan
<4,0 proteazovymi enzymy,

stabilni pti pH 2-11

o _ maso, ryby, dritbez, masné Skrobnaté — ryze, téstoviny,
rizikové potraviny vyrobky, polévky, omacky, brambory, peéivo
mlééné vyrobky, zelenina

Vzhledem k tomu, Ze B. cereus patii mezi ¢asté ptivodce onemocnéni z potravin, je jeho
pfitomnost oSetiena legislativné, a to Nafizenim Komise (ES)¢. 2073/2005
o mikrobiologickych kritériich pro potraviny a CSN 56 9609 (Pravidla spravné hygienické
a vyrobni praxe — mikrobiologicka kritéria pro potraviny). Nejvyssi povolené mezni hodnoty
pro pfitomnost B. cereus v potravinach podle Natizeni Komise (ES)¢. 2073/2005
o mikrobiologickych kritériich pro potraviny jsou uvedeny v Tabulce 3. Pfitomnost
enterotoxinu B. cereus by méla byt ve vSech potravinach v hmotnosti (objemu) vzorku

neprokazatelna.
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Tabulka 3: Nejvyssi mezni hodnoty B. cereus v potravinach

mikroorganismus kategorie potravin nejvyssi mezni hodnota
na g (ml)
potraviny neuréené k piimé spotiebé 10°
Bacillus cereus potraviny ur¢ené k piimé spotiebé 10°
potraviny urcené pro kojeneckou 102

a détskou vyzivu

3.1.8 Skupina Bacillus subtilis

Mezi hlavni zéastupce skupiny téchto grampozitivnich sporulujicich bakterii, které
se hojné vyskytuji v padé, patii B. subtilis, B. atrophaeus, B. mojavensis, B. vallismortis,
B. amyloliquefaciens, B. velezensis, B. licheniformis, B. paralicheniformis, B. sonorensis,
B. pumilus a B. safensis (Harwood et al. 2018; Caulier et al. 2019).

Vyuziti bakterii skupiny B. subtilis je rozmanité. B. subtilis je modelovym organismem
pro zkoumani grampozitivnich bakterii (Yu et al. 2012), n€kdy byva oznaCovan za nejlépe
popsanou grampozitivni bakterii viibec (Dijl & Hecker 2013). Nékteré kmeny B. subtilis
se vyuzivaji naptiklad pro studium vyvoje genetického kodu (Yu et al. 2012). B. subtilis,
B. amyloliquefaciens a B. licheniformis jsou z rodu Bacillus nej¢astéji vyuzivanymi druhy
pro produkci enzymu. Jejich vyhodou je schopnost fermentace, vysoka vytéznost cilovych
produktii a skuteénost, ze nevytvaii toxické vedlejsi metabolity (Dijl & Hecker 2013). Tyto
bakterie syntetizuji také dalsi latky, jako jsou vitaminy, aminokyseliny ¢i antibiotika (Harwood
et al. 2018). Diky schopnosti tvorby endospor a produkci celé fady antimikrobialnich slou¢enin
nachazeji bakterie skupiny B. subtilis rovnéZ vyuziti v potravinaiském pramyslu pii konzervaci
potravin ¢i v ochrané plodin jako biopesticidy (Caulier et al. 2019). Nékteré bakterie skupiny
B. subtilis se také vyuzivaji jako probiotika a aditiva do krmiv. B. paralicheniformis produkuje
lantibiotikum formicin, které se vyznacuje Sirokospektralnim u¢inkem proti grampozitivnim
bakteriim Staphylococcus aureus, Clostridium difficile a Listeria monocytogenes (Ahire et al.
2020). Zajimavosti je, ze spory B. subtilis se uplatiiuji v kosmickych experimentech (Horneck
et al. 2010), naptiklad se zkouma jejich schopnost pieziti na Marsu (Wassmann et al. 2012).

Ptitomnost bakterii skupiny B. subtilis v potravinach muze byt nezadouci kvili produkei
enzyml, zejména amylaz, protedz, lipaz ¢i fosfataz. B. subtilis, B. pumilus,
B. licheniformis a B. amyloliquefaciens mohou zpisobovat kazeni naptiklad pekarenskych
a mlécnych produkth (Liicking et al. 2013; André et al. 2017).

21



Nékteré kmeny mohou byt oportunnimi patogeny; mezi symptomy patii naptiklad
podrazdéni oéi, bolest v krku, bolest hlavy, unava ¢i zavraté. B. subtilis produkuje extracelularni
toxin subtilisin zpiisobujici alergické reakce u jedinct, ktefi jsou tomuto toxinu opakované
vystaveni (Yassin & Ahmad 2012). Také byly popsany napiilad sepse zptiisobené B. pumilus
(Kimouli et al. 2012) nebo bakteriémie B. licheniformis (Idelevich et al. 2013). B. subtilis
a B. mojavensis syntetizuji tepelné odolny enzym amylosin zptisobujici onemocnéni z potravin
(Apetroaie-Constantin et al. 2009), stejné tak B. pumilus produkuje pumilacidin (From et al.
2007) nebo B. licheniformis lichenysin A (De Bellis et al. 2015).

3.1.9 Vyskyt zastupci rodu Bacillus v potravinach

3.1.9.1 Vyskyt v mléce a mlécnych vyrobcich

Bakterie rodu Bacillus jsou Casto spojovany s kazenim syrového, ale i zpracovaného
mléka a mlécnych vyrobku (Flint et al. 2017). Mléko a mlécné vyrobky jsou totiz
pro mikroorganismy vybornym rdstovym substratem, diky ¢emuz se navzdory vSem snaham
mikrobialni kontaminace vyskytuje i v kone¢nych vyrobcich (Shaheen et al. 2010; Checinska
et al. 2015). Ktomu pfispivda i neustale rostouci rezistence mikroorganismu, které
se rychle adaptuji na nové metody jejich eliminace. Nékteré mikroorganismy se napiiklad
adaptovaly na nizké teploty, a tak mohou rast v mléénych vyrobcich i pii dodrzovani spravnych
podminek skladovani (Shaheen et al. 2010). Pfi zpracovani mléka a vyrobé mléénych vyrobka,
jejich skladovani a distribuci se vyuzivaji rizna preventivni opatieni proti kazeni. Témi jsou
zejména fizena teplota, snizovani vlhkosti, snizovani pH a specidlni Cistici rezimy. Mnoho
téchto postupti je vSak pro sporulujici bakteric nedostate¢nych. Nékteré bakterialni spory
mohou dokonce piezit UHT zahfev. Potencialnimi vstupnimi body pro kontaminaci mléka
témito bakteriemi mohou byt zatizeni pro dojeni a zpracovani mléka, prostiedi farmy a krmiva
(Flint et al. 2017), napfiklad silaz se sporami bacilt, které pteZziji prichod gastrointestinalnim
traktem zvitete (Checinska et al. 2015).

Mezi vysoce tepelné odolné druhy patii B. sporothermodurans a Geobacillus
stearothermophilus a termotolerantni bakterie jako B. licheniformis. Casto jsou nalézany
v syrech, dehydratovanych ¢i konzervovanych mlé¢nych vyrobcich, coz dokazuje schopnost
spor odolavat oSetfenim za vysoké teploty, tedy pasterizaci a v nékterych ptipadech dokonce
vysokoteplotnimu zahitevu mléka (UHT) (Jindal & Anand 2018). S kaZenim mlé¢nych vyrobku

byvaji casto spojovany druhy B. subtilis, B. coagulans, B. licheniformis, B. pumilus
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¢i B. weihenstephanensis (lvy et al. 2012; Sadiq et al. 2018). Ricotta, cerstvy mekky
syr vyrabény tepelnou koagulaci syrovatkovych proteind, né¢kdy miva nezadouci nariizovélé
zabarveni, zpisobené skupinou B. cereus a rodem Panibacillus (Remize 2016; Sattin et al.
2016). Pomé&rné noveé popsanou sporulujici bakterii vyznamnou Vv mlékarenském pramyslu
je také B. thermoamylovorans (Flint et al. 2017).

Kvalitu mléénych vyrobkti tyto bakterie ovlivituji produkci lipolytickych
a proteolytickych enzymt, které jsou schopny tvofit v potravinach i pii skladovani za nizkych
teplot. Pisobenim téchto enzymui dochazi ke snizeni trvanlivosti produkti, kazeni a naslednym

ekonomickym ztratam (Stoeckel et al. 2016; Martinez et al. 2017).

3.1.9.2 Vyskyt v dalSich chlazenych potravinach

Vyskyt psychrotolerantnich sporulujicich bakterii lze zaznamenat také u dalSich
chlazenych potravin. Naptiklad v surimi (rybi pasté ziskané vafenim rybich kouski se soli,
cukrem a Skrobem), které byva skladovano dlouhodobé pfi nizkych teplotach, jsou casto
nalézany druhy s proteolytickou a amylolytickou aktivitou B. simplex a B. subtilis. Obecné
byvaji u chlazenych zpracovanych potravin s prodlouzenou trvanlivosti Casto také zéastupci

skupiny B. cereus nebo B. pumilus (Remize 2016).

3.1.9.3 Vyskyt v chlebu a dalsich pekarenskych produktech

Nékolik druht rodu Bacillus, zejména B. subtilis, B. licheniformis, B. pumilus,
B. amyloliguefaciens, B. firmus a B. mesentericus, ale také zastupci skupiny B. cereus, se kvuli
své amylasové aktivité a produkci slizovitych extracelularnich polysacharidu podili na vadach
chleba. Tato tzv. nitkovitost chleba se projevuje nepfijemnym ovocnym zapachem, zménénou
barvou stfidky ¢i jeji lepkavosti (Pepe et al. 2003; Remize 2016). Obecné je v pekarenskych
produktech z aerobnich sporulujicich bakterii dominantni B. amyloliquefaciens (André et al.
2017). Problémem v pekarnach byva adheze vegetativnich buné¢k i spor na dopravnikové pasy,

se kterymi jsou pekarenské produkty v kontaktu pomérné dlouhou dobu (Fink et al. 2017).

3.1.9.4 Vyskyt v suSenych potravinach

Schopnost pieziti bakterii v potravinach s nizkou vlhkosti s hodnotami aktivity vody (aw)

pod 0,85 ma pro hodnoceni mikrobialni bezpecnosti potravin velky vyznam (Dinh Thanh et al.
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2018). V suchych potravinach, jako jsou naptiklad kofeni, ¢aje, kakaovy prasek, ale také susené
mléko, syrovatkové proteiny, mouka nebo $krob, je totiz rozsifeni sporulujicich bakterii zna¢né
(El Saleeby et al. 2004; Remize 2016). Napriklad Stoeckel et al. (2016) izolovali z riznych
potravinatskych produktu, jako jsou kakaovy prasek, susené mléko ¢i kofeni, druhy produkujici
termorezistentni spory B. amyloliquefaciens, B. flexus, B. subtilis, B. thermoamylovorans,
B. smithii, Geobacillus pallidus a Geobacillus stearothermophilus.

V kakaovém prasku byvaji ¢asté B. licheniformis, B. cereus, B. megaterium ¢i B. subtilis.
Termorezistentni spory v kakaovém prasku piedstavuji problém zejména pro produkty s jeho
ptidavkem (Lima et al. 2011).

Susené mléko je povazovano za vektor spor. Ke kazeni potraviny dochazi, kdyz je suSené
mléko rekonstituovano, nebot’ v kone¢ném produktu s vyssi aktivitou vody dochazi ke kliceni
spor (André et al. 2017). V suseném mléce se vyskytuje nejéast&ji B. licheniformis, dale
naptiklad B. paralicheniformis, Geobacillus stearothermophilus, Paenibacillus flavithermus
(André et al. 2017; Li et al. 2019) ¢i Brevibacillus brevis (Sadiq et al. 2018).

U suSeného kofeni se ¢asto uvadi vyskyt druht B. cereus, B. thuringiensis, B. mycoides,
B. pseudomycoides, a B. toyonensis (Gurtler & Keller 2019). Vliv na kvalitu kofeni maji rizné
faktory, jako jsou zptsob péstovani, sklizen, zpracovani, baleni, pieprava, skladovani ¢i zem¢
puvodu (Fogele et al. 2018). Vzhledem k tomu, Ze se s kofenim obchoduje po celém svéte
a ze pochazi z regiont s odliSnymi klimatickymi podminkami, ptfedstavuji v ném ptitomné
bakterie produkujici vysoce termorezistentni spory znacnou vyzvu pro vyrobce potravin
(Stoeckel et al. 2016). Problémem u kofeni a kofenicich pfipravka také muze byt skutecnost,
ze s jejich pridavkem do riznych potravin se mohou patogenni mikroorganismy dostat z koteni
do prostiedi. Mohou tak kontaminovat provozy i dal$i suroviny ¢i finalni produkty. Na druhou
stranu rostliny piirozené produkuji sekundarni metabolity, jako jsou silice a jiné slouceniny,
které maji antimikrobialni u¢inky vici ur¢itym mikroorganismtim. Stale vSak zustava nejasné,
zda suSena koteni vykazujici antimikrobialni aktivitu v kapalnych testovacich systémech
mohou ovlivnit preziti mikroorganismu také za podminek nizké vodni aktivity (Dinh Thanh et
al. 2018).
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Alicyclobacillus spp.

3.1.10 Obecna charakteristika rodu Alicyclobacillus

Do rodu Alicyclobacillus jsou fazeny grampozitivni, striktné aerobni, termofilni,
acidofilni ¢i acidorezistentni sporotvorné bakterie tyCinkovitého tvaru (Ciuffreda et al. 2015;
Pornpukdeewattana et al. 2019). Rostou Vv rozmezi hodnot pH od 2,2 do 6,0 a teplot
od 20 do 70 °C, s optimem 35 az 55 °C (Chang & Kang 2004; Anjos et al. 2014).

Alicyklobacily byly z pocatku zatazeny do rodu Bacillus, protoze se vyznacuji, stejné
jako bacily, tvorbou endospor. Zasadni pro jejich budouci samostatné fylogenetické zarazeni
bylo az studium genomu (Ciuffreda et al. 2015). Srovnanim sekvenénich analyz zaloZenych
na 16S ribozomalni RNA (rRNA) byla prokazana odlisnost téchto bakterii od druhti rodu
Bacillus, coz vedlo k vytvoteni samostatného rodu Alicyclobacillus (Smit et al. 2011).

Alicyklobacily se obecné povazuji za nepatogenni organismy, vyznamnou roli ale hraji
V potravinaiském pramyslu, kde se podileji na znehodnocovani potravin. Zptsobuji zejména
kazeni pasterizovanych ovocnych §tav a jinych ovocnych produktt (Smit et al. 2011).
Predpoklada se, ze ke kontaminaci a naslednému znehodnoceni potraviny dochazi
pii zpracovani nedostate¢né ocisténého ovoce, nebot’ zastupci rodu Alicyclobacillus jsou
pienaseni padou (Ciuffreda et al. 2015). Spory jsou schopné piezit pasterizaci, kli¢it a rast
v prostiedi s nizkym pH a produkovat zapachajici slouceniny (napf. guajakol), kterymi
znehodnocuji produkt (Pornpukdeewattana et al. 2019). Produkce guajakolu je spole¢nym
znakem tohoto rodu. Jeho mnozstvi je variabilni a zavisi na poctu zivotaschopnych bunék,
konkrétnim kmenu, teploté skladovani, koncentraci kysliku nebo na koncentraci prekurzora
guajakolu (Ciuffreda et al. 2015). Dalsi nezadouci skupinou slou¢enin produkovanou
alicyklobacily jsou halofenoly (Salomao et al. 2014).

Za odolnost téchto bakterii vici vysokym teplotam a kyselému prostfedi mohou
byt zodpovédné w-cyklohexyl nebo w-cykloheptyl mastné kyseliny piirozené se vyskytujici
Vv lipidové slozce membran (Ciuffreda et al. 2015), kde tvoti az 65 % (Smit et al. 2011). Lipidy
obsahujici tyto mastné kyseliny totiz pravdépodobné stabilizuji membranovou strukturu,
a tim zajistuji bariérové funkce membran prokaryot. Vyjimkou jsou druhy A. pomorum,
A. macrosporangiidus, A. contaminans, A. ferrooxydans a A. aeris, které ve své membrané
omega-alicyklickou mastnou kyselinu neobsahuji, a nejsou proto schopné ristu pii stejné
vysokych teplotach. Maximalni teplota, pfi které jsou schopny ristu, se zpravidla pohybuje
okolo 60 °C, u druhti A. aeris a A. ferroxydans 35-40 °C (Goto et al. 2003, 2007; Jiang et al.
2008; Guo et al. 2009). Adaptace alicyklobacilii na extrémni prostiedi by mohla byt rovnéz
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danad ptitomnosti hopanoidii v bunkach. Hopanové glykolipidy jsou strukturné¢ podobné
cholesterolu a maji kondenzac¢ni G¢inek, ktery pii nizkém pH zabranuje pasivni difuzi protond
pfes membranu, coz usnadnuje udrzeni neutralni hodnoty pH v cytoplazmé (Ciuffreda et al.
2015). Prado et al. (2018) navic ve své studii prokazali, ze bakterie rodu Alicyclobacillus mohou
tvorfit biofilmy, zejména na Spatné¢ dezinfikovaném vybaveni a povrsich. Spory, které
kontaminuji kone¢ny produkt, tak mohou pochazet pravé z téchto biofilma (Dos Anjos et al.
2013).

Kromé klasickych kultivacnich diagnostickych metod existuje zajimavy zpusob
identifikace kontaminace bakteriemi rodu Alicyclobacillus pomoci tzv. elektronického nosu.
Tento pristroj je schopen identifikovat kontaminované produkty jiz pfi velmi nizkych
bakterialnich koncentracich s uspésnosti témé 100 %. Tim, ze identifikace kontaminace
pomoci elektronického nosu neni zaloZena na analyze sekundarnich metabolitl, je umoznéno

rozpoznani kontaminace uz ve velmi rané fazi (Concina et al. 2010).

3.1.11 Alicyclobacillus acidoterrestris

A. acidoterrestris je nejvyznamnéj$im druhem v ramci rodu Alicyclobacillus. Je hlavni
pii¢inou kaZeni kyselych napoju, které se vyznacuji pachuti guajakolu. Pro vyrobce je proto
dulezité ptitomnost A. acidoterrestris kontrolovat, nebot ackoli se jedna o pro ¢lovéka
nepatogenni organismus, jeho pfitomnost v produktu mize vést k vyznamnym ekonomickym
ztratam (Tremarin et al. 2017; Pornpukdeewattana et al. 2019).

Rust tohoto druhu je zna¢né ovlivnén teplotou skladovani, objemem nevyplnéného
prostoru nad obsahem v uzaviené nadob¢ ¢i michanim. Rychlost ristu v ¢astecné naplnénych
nadobach je vys§i neZz ve zcela naplnénych nadobach, coz zdiraziuje aerobni povahu
A. acidoterrestris. Také protiepani vzorku zvySuje detekci rustu A. acidoterrestris, protoze
pti ném dochazi k zaclenéni kysliku z prostoru nad obsahem do napoje, ¢imz se opét potvzuje

aerobni charakter této bakterie (Pornpukdeewattana et al. 2019).
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DalSi aerobni sporulujici bakterie

3.1.12 Paenibacillus spp.

Do rodu Paenibacillus jsou fazeny grampozitivni tyCinkovité pohyblivé bakterie,
jez jsou prevazné fakultativné anaerobni, ptipadné striktn¢ aerobni. Optimalni teplota riistu
téchto bakterii je vrozmezi 28-40 °C a optimalni pH 7,0 (Priest 2015). Vsechny druhy
produkuji ovalné endospory (Priest 2015; Celandroni et al. 2016).

BéZnym mistem vyskytu je plida, zeyjména piidy bohaté na humus a rostlinnou biomasu,
ve kterych napomaéhaji dekompozici organickych latek vylucovanim extracelularnich enzymt
(Priest 2015). Jejich proteazy, lipazy a fosfolipazy negativné ovliviiuji strukturu
a chut’ mléénych vyrobku. Enzym B-galaktosidaza hydrolyzuje laktézu a taktéz ovliviuje
kvalitu mléka (lvy et al. 2012; Grady et al. 2016). P. polymyxa je zminovan v souvislosti
s tim, ze fermentaci laktozy zpusobuje nakyslost a pénivost mléka (De Jonghe et al. 2010).
Pasobenim proteolytickych enzymt je zptisobeno nezaddouci sladké srazeni, tj. srazeni mléka
bez ptidani okyselujiciho ¢inidla (Gopal et al. 2015). Tyto bakterie mohou také vykazovat
lecitinazovou (fosfolipaza C) aktivitu, pti které dochazi k hydrolyze fosfolipidové membrany
globule mlééného tuku. Tim se uvolni malé lipidové castice, které se shlukuji a plovou
na hladin¢ (De Jonghe et al. 2010; Gopal et al. 2015). Tuto nezadouci enzymatickou aktivitu
nicmén¢ nevykazuji vSechny kmeny izolované z mléka. S kazenim mlécnych vyrobkl byvaji
spojovany P. macerans a P. lactis (Sadiq et al. 2018). Dalsi druhy izolované z mlé¢nych
vyrobkt zahrnuji napiiklad P. amylolyticus, P. graminis, P. lactis, P. lentimorbus,
P. lucanolyticus, P. odorifer, P. peoriae a P. stellifer (Ivy et al. 2012; Grady et al. 2016).

Vyznamnym zdrojem kontaminace syrového mléka sporami jsou pravdépodobné
krmiva pro mlé¢ny skot (Scheldeman et al. 2004). Tyto bakterie maji také schopnost tvorby
biofilmu (Gopal et al. 2015); dale také bylo prokazano, ze dokazi rust za nizkych teplot kolem
6 °C (lvy et al. 2012). V mlé¢nych vyrobcich tedy dokazi rust i pii dodrzovani spravnych
podminek skladovani (Shaheen et al. 2010).

Nekteré druhy rodu Paenibacillus jsou oportunni patogeny lidi, jiné jsou dilezitymi
patogeny hmyzu. Ptikladem je P. larvae ssp. larvae zpusobujici fatalni bakterialni onemocnéni
larev v¢éely medonosné, tzv. mor véeliho plodu (Grady et al. 2016).

Lipopeptidy produkované rodem Paenibacillus maji potencial pro 1é¢bu bakterialnich
infekei ¢loveka, naptiklad polymyxiny produkované P. polymyxa maji velmi silnou inhibi¢ni

aktivitu vuci rastu gramnegativnich bakterii (Jeong et al. 2019). Nékteré exopolysacharidy
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produkované témito bakteriemi mohou zase vykazovat antioxidacni a potencialné

protinadorové ucinky (Grady et al. 2016).

3.1.13 Brevibacillus spp.

Rod Brevibacillus sdruzuje grampozitivni, gramvariabilni nebo gramnegativni
ty¢inkovité pohyblivé bakterie, jeZ se vyskytuji jednotlivé, ve dvojicich i v fetizcich. VéEtSina
druht je striktné aerobni. Vytvaii endospory elipsoidniho tvaru, které mohou leZet centraln¢,
paracentralné nebo subterminalné (Logan & Vos 2015). Jedna se o zna¢né rozmanitou skupinu
mikroorganismili, kter¢é mohou byt termofilni 1 psychrofilni a acidofilni 1 alkalofilni
(Panda et al. 2014).

Zastupci rodu Brevibacillus se vyskytuji diky své zna¢né adaptabilité v mnoha rtznych
prostiedich, jako jsou napiiklad voda, prach, skaly ¢i travici trakt hmyzu a vyssich zivocichu
(Panda et al. 2014). Casto byvaji izolovani z pid. Jejich odolné spory mohou piisobit jako
kontaminanty v potravinach a farmaceutickych vyrobcich (Logan & Vos 2015). Kvuli
schopnosti piezit pasteraci a tvorbé biofilmi plsobi problémy v mlékarenstvi (Gopal et al.
2015).

Br. brevis se vyznacuje proteolytickou aktivitou a jeho spory ¢asto kontaminuji susené
mléko nebo vyjimecné 1 produkty osetfené UHT. Kazeni mléEnych vyrobka muze zplisobovat
také Br. parabrevis, nebot’ vykazuje fosfolipazovou aktivitu (Sadiq et al. 2018). Dale byly
zZ potravin izolovany napiiklad Br. centrosporus nebo Br. agri, ktery byl detekovan dokonce
i ve sterilovaném mléce. Br. laterosporus spolu s Bacillus laterosporus byly izolovany
ze zkazeného mléka, chleba ¢i spontanné fermentovanych sdéjovych bobu (Logan & Vos 2015).

Nektefi zastupci tohoto rodu produkuji toxiny. Prikladem mize byt Br. brevis
produkujici termostabilni toxin, jenz se fyzikalné-chemickymi vlastnostmi podoba cereulidu,
ktery tvoti B. cereus (De Jonghe et al. 2010).

Br. agri, Br. brevis, Br. centrosporus, Br. laterosporus a Br. parabrevis mohou
byt pivodci infekci u lidi (Panda et al. 2014; Logan & Vos 2015). Br. centrosporus
a Br. parabrevis byly dokonce izolovany zlidské krve (Logan & Vos 2015), pii¢emz
Br. parabrevis vykazoval hemolytickou aktivitu (Sadiq et al. 2018).
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3.1.14 Lysinibacillus spp.

Bakterie rodu Lysinibacillus jsou tycinkovité grampozitivni, zpravidla aerobni
pohyblivé bakterie. Endospory maji elipsoidni nebo kulovy tvar a jsou umistény terminalné.
Na jednu vegetativni bunku se nevytvaii vice nez jedna spora (Failor et al. 2019).
Kéampfer et al. (2013) uvadi rozmezi pH pro rast 5,5-11,5 a teplotu 10-45 °C.

Obvykle byvaji bakterie tohoto rodu izolovany z ptudy, nékteré jsou také na povrchu
rostlin (Failor et al. 2019). Mohou se vyznacovat proteolytickou aktivitou (De Jonghe et al.
2010).

Nejvice prozkoumanym druhem rodu Lysinibacillus je L. sphaericus, ktery vytvaii
tzv. binarni toxin pusobici jako insekticid (Surya et al. 2016; Kayath et al. 2019). Sadiq et al.

(2018) zminuji tento druh také jako kontaminant mléénych vyrobku.

3.1.15 Halobacillus spp.

Rod Halobacillus zahrnuje grampozitivni sporulujici bakterie s buitkami ve tvaru
ovalnych tyc¢inek a fadi se do né& pohyblivé i nepohyblivé striktné acrobni druhy. Bakterie
tohoto rodu jsou mirné¢ halofilni. Optimum pro jejich rast je pfi koncentracich soli 5-10 %,
teplotach 30-38 °C a pH v rozmezi mezi 7,0-8,0. Endospory jsou vysoce odolné, piezivaji
zahiev 75 °C po dobu 10 minut (Spring 2015).

Hojn¢ se vyskytuji v riznych prostiedich o vy$si koncentraci soli, od zasolenych
pud a sediment az po fermentované potraviny (Spring 2015). Zastupcem rodu s vyuzitim
V potravinafrstvi je H. thailandensis produkujici proteazy, které nejspiSe urychluji zkapalfiovani

ryb nezbytné pro produkci rybi omacky (Namwong et al. 2006).

3.1.16 Sporolactobacillus spp.

Rod Sporolactobacillus tvofi rovné grampozitivni tyCinky, jez jsou fakultativné
anaerobni nebo mikroaerofilni. Vé&tSinou jsou pohyblivé a vyskytuji se jednotlivé, v parech
a zfidka i v kratkych fetézcich. Tvoii endospory, které jsou odolné vuci zahiati na 80 °C

po dobu 10 minut (Yanagida & Suzuki 2015).
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3.1.17 Anoxybacillus spp.

Bakterie tohoto rodu jsou grampozitivni a maji rovné nebo mirné zakiivené ty¢inkovité
buiiky, které se Casto vyskytuji v parech nebo kratkych fetézcich. Jednotlivé druhy v ramci rodu
jsou pohyblivé i nepohyblivé; acrobni, fakultativné acrobni nebo fakultativné anaerobni (Pikuta
2015). Jedna se o termofilni bakterie snasejici i zasadité pH, ve kterém jsou stabilni i jejich
enzymy (Goh et al. 2013). Endospory, jez byvaji kulatého, ovalného ¢i cylindrického tvaru,
jsou umistény na konci bungk, pficemz v buiice nebyva vice nez jedna spora. Spory se vyznacuji
odolnosti proti zahtevu i mrazu (Pikuta 2015).

Je znamo, ze bakterie rodu Anoxybacillus produkuji enzymy rozkladajici sacharidy,
a to zejména enzym amylazu hydrolyzujici skrob. Amylazy tohoto rodu jsou termostabilni,
snaseji 1 alkalické prostfedi a mohou byt vyuzivany v pekafském prumyslu pro vyrobu
maltézového sirupu (Goh et al. 2013). A. flavothermus produkuje a-amylazu vyuzivanou
k vyrobé glukdzového sirupu (Tawil et al. 2012).

Zastupci tohoto rodu byli nalezeni jako kontaminujici bakterie v mléce (Caspers et al.
odolné, a tak prezivaji tepelné oSetfeni mléka; vyznamnd je rovnéz schopnost téchto bakterii
vytvatet biofilmy (Goh et al. 2013).

Do rodu Anoxybacillus patii 10 druht, a to Anoxybacillus pushchinoensis,
A. amylolyticus, A. ayderensis, A. kontaminans, A. flavithermus, A. gonensis, A. kamchatkensis,

A. kestanbolensis, A. rupiensis a A. voinovskiensis (Pikuta 2015).

3.1.18 Geobacillus spp.

Geobacillus spp. jsou grampozitivni, aerobni nebo fakultativné anaerobni bakterie
majici bunky ve tvaru ty€inek, které se vyskytuji bud’ jednotlivé, nebo v kratkych fetézcich
a jsou pohyblivé i nepohyblivé. Vegetativni bunky vytvaii pouze jednu endosporu na bunku;
endospory elipsoidniho nebo valcovitého tvaru jsou umistény terminalné nebo subterminalné.
Jedna se o obligatn¢ termofilni bakterie s optimem ristu pii 55-65 °C a pH 6,2-7,5, které jsou
Vv piirodé hojné rozsitené (Logan et al. 2015; Studholme 2015). Geobacillus byva izolovan
z prostiedi jako jsou horké prameny, ropna pole a hlubinné moiské sedimenty, ale také
z mlékaren a cukrovari (Burgess et al. 2010). Spory lze také paradoxné izolovat

z pud chladnych oblasti a ze sedimentti studenych oceant (Zeigler 2014).
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Bakterie tohoto rodu produkuji vysoce teplotné stabilni enzymy, které zptisobuji kazeni
potravin. Mezi jejich nejvyznamngj$i enzymy patii proteazy, lipazy, B-galaktosidazy,
a-amylazy a esterazy (Sadiq et al. 2018). Nékteré druhy (hlavné G. stearothermophilus) jsou
Castymi kontaminanty suseného mléka a mohou zpisobit znehodnoceni konzervovanych
potravin (André 2017). Kvuli schopnosti spor piezit pasteraci i UHT zahtev a nasledné tvorbé
biofilmi na vyrobnich zafizenich byvaji problémem v mlékarenskych provozech. Zna¢nou
schopnost tvorby biofilmi maji zejména druhy G. stearothermophilus a G. thermoglucosidans
(Gopal et al. 2015). Bakterie rodu Geobacillus také slouzi jako biologicky indikator kontroly
sterility (Durand et al. 2015).
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Metody stanoveni a identifikace

3.1.19 Klasické kultiva¢ni metody

Klasick¢ kultivaéni metody se opiraji o schopnost ristu mikroorganismi
na specifickych médiich. Vlastnimu stanoveni sporulujicich bakterii plotnovou metodou
zpravidla piedchazi zahtati vzorku, ¢imz jsou inaktivovany vegetativni bunky, pii¢emz
selektivni Gi¢inek zavisi na zvoleném case a teploté (Remize 2016).

Pro stanoveni celkového poctu aerobnich sporulujicich bakterii byva ¢asto pouzivan
trypton-sojovy agar (TSA) jako univerzdlni médium podporujici rast Siroké skaly
mikroorganismd (URL 1), ¢i Brain Heart Infusion agar (BHI) (Witthuhn et al. 2011; Liicking
et al. 2013).

Meédia pro selektivni 1izolaci acidotermofilnich sporulujicich bakterii, jako
je Alicyclobacillus acidoterrestris, byvaji okyselena (Baumgart 2003). Témito médii jsou
napiiklad Alicyclobacillus agar (ALI), Bacillus acidoterrestris thermophilic agar (BAT),
K agar, Yeast Starch Glucose agar (YSG) (Anjos et al. 2014), Potato Dextrose Agar (PDA),
Orange Serum Agar (OSA), Malt Extract Agar (MEA) ¢i Wort Agar (Baumgart 2003).

Legislativa vyzaduje monitoring pouze B. cereus, a to u susené pocatecni kojenecké
vyzivy a suSenych potravin pro zvlastni lé¢ebné ucely (dle Natizeni Komise ES ¢. 1441/2007).
Dalsi limity a piipustné mnozstvi B. cereus upravuje CSN 56 9609 — Pravidla spravné
hygienické praxe. Metodika pro stanoveni B. cereus je uvedena v CSN EN ISO 7932 (560092).

Norma CSN EN ISO 7932 (560092) uvadi jako doporu¢ené médium pro stanoveni
B. cereus MYP agar (Mannitol Egg Yolk Polymyxin B). Dal§imi bézné uzivanymi médii
pro stanoveni B. cereus jsou PEMB (Polymyxin Pyruvate Egg Yolk Mannitol Bromothymol
Blue), HiCrome Bacillus agar, Brilliance Bacillus cereus agar ¢i CHROMagar (Chon et al.
2014).

MYP agar odliSuje B. cereus od ostatnich bakterii na zéklad€ rezistence B. cereus
na polymyxin B, jeho neschopnosti fermentovat mannitol a lecitinazové aktivity.
Charakteristické zbarveni kolonii B. cereus je rizové. Emulze z vajeéného Zloutku v tomto
médiu poskytuje lecitin, ktery je hydrolyzovan lecitindzou, ¢imz se vytvaii zona precipitace
kolem kolonii (tzv. ,,halo* efekt). Roztok polymyxinu B inhibuje rlist gramnegativnich bakterii

(URL 2; URL 3). Kolonie B. cereus na MYP agaru jsou zachyceny na Obrazku 3.
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Obrazek 3: B. cereus na MYP agaru (URL 4)

PEMB agar je dalsi selektivni médium pro izolaci a stanoveni pocéti B. cereus.
Indikatorem pH je zde bromthymolova modf. Stejné jako v pfipadé MYP agaru, je do PEMB
média pfidavan polymyxin B jako selektivni ¢inidlo a zloutkova emulze pro detekci
lecitinazové aktivity (URL 5). Obrazek 4 ilustruje B. cereus na PEMB agaru; B. cereus na tomto

agaru tvoii modré kolonie se zonou precipitace.

Obrazek 4: B. cereus na PEMB agaru (URL 6)

HiCrome Bacillus agar je chromogenni médium slouzici k diferenciaci ruznych druht
rodu Bacillus. Slozeni tohoto média vychazi z MYP agaru, navic ale obsahuje chromogenni
substrat specificky pro enzym B-glukosidazu. Organismy schopné fermentovat mannitol, jako
je B. megaterium, tvofi na tomto médiu zluté kolonie, zatimco B. cereus §tépici chromogenni
smés tvofi kolonie modré. B. thuringiensis ma na tomto médiu také modré

az modrozelené kolonie, ale na rozdil od B. cereus jsou jeho kolonie nepravideln¢ ohranic¢ené.
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Pro selektivni stanoveni B. cereus se, stejn¢ jako u MYP, do média ptidava selektivni suplement
s polymyxinem B a bacitracinem (URL 7).

Brilliance Bacillus cereus agar je rovnéz chromogenni médium, které slouzi k detekci
B. cereus ve vzorcich potravin. Obsahuje chromogenni substrat 5-brom-4-chlor-3-indolyl-B3-
glukopyranosid, ktery je §tépen B-glukosidazou ptitomnou v B. cereus, coz vede k tvorbé
modrych az zelenych kolonii. Polymyxin B inhibuje vétSinu gramnegativnich a nékteré
grampozitivni bakterie, véetné¢ nékterych druhti rodu Bacillus, jinych nez B. cereus.
Antibiotikum trimethoprim, které se také pfidava do média, blokuje syntézu kyseliny listové
nezbytné pro produkci DNA, a ti¢inkuje tak proti mnoha grampozitivnim bakteriim. Kombinace
polymyxinu B a trimethoprimu je u¢inné&jsi nez pouziti samotného polymyxinu B (URL 8).

CHROMagar rovnéz umoziuje detekci bakterii této skupiny. B cereus na ném tvoii syté
modré kolonie, kolem kterych je bily, tzv. ,,halo* efekt. Kolonie tvofené ostatnimi druhy rodu
Bacillus jsou modré az bezbarvé, piipadné mohou byt i potlateny. Tento agar ve srovnani
SMYP zna¢né usnadiuje vyhodnoceni, nebot' vyhodnoceni intenzivné modrych kolonii
na prusvitném agaru byva snaz§i. Na rozdil od MYP a PEMB neni tfeba pfidavat emulzi

vajecného zloutku (URL 9).

3.1.20 Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice
s priletovym analyzatorem (MALDI-TOF MS)

MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie je analyticka technika, pii které jsou neutralni
vzorky ionizovany na nabit¢ molekuly a ty nasledn¢ rozd€leny na zakladé molekulové
hmotnosti a velikosti naboje. Jedna se o mékkou ioniza¢ni techniku, pii které nedochazi
ke fragmentaci molekul analytu. Je vhodna pro analyzu biomolekul, jako jsou peptidy, lipidy,
sacharidy nebo jiné organické makromolekuly. Rovnéz je hojn¢ vyuzivana pro rychlou
a spolehlivou identifikaci mikroorganismu, zejména v klinickych laboratofich. Pro ucely
identifikace mikroorganismti je metoda zaloZzena na analyze ribozomadlnich proteini
(Murray 2010).

Vzorky jsou aplikovany na desticku vyrobenou z nerezové oceli a prekryty matrici.
Po umisténi do pfistroje jsou vzorky ionizovany laserem. Ozafeni trva jen kratkou dobu,
aby se zabranilo poskozeni analytu. Matrice energii laserového pulsu absorbuje, ¢imZ dochazi
k jeji desorpci. Zaroven dojde k desorpci a ionizaci molekul analytu pfenosem protonu z matrice
na analyt. Nabit¢ molekuly analytu jsou poté urychleny elektrickym polem a vstupuji

do hmotnostniho analyzétoru doby letu (TOF), ktery méfi dobu, za kterou ionty proleti trubici
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o znam¢é délce. Tato doba se pohybuje zpravidla v mikrosekundach a odviji se od hmotnosti
a naboje molekuly. Lehci ionty leti rychleji, jejich doba letu je tedy kratsi a k detektoru dorazi
drive (Clark et al. 2013; Singhal et al. 2015). Proces MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie
je schematicky zndzornén na Obrazku 5. Vysledkem jsou tzv. hmotnostni spektra, kterd jsou
pro kazdy organismus specifickd. Ziskané spektrum je nasledné softwarem porovnavano
s referen¢ni databazi a kazdému vzorku je ptidéleno tzv. skore identifikace. Hodnoty skore
identifikace MALDI-TOF jsou uvedeny v Tabulce 4.

Vybér spravné matrice je velmi dulezity. Obecné plati, Ze pro zna¢né polarni analyty
je vhodné pouzit vysoce polarni matrice a naopak nepolarni analyty kombinovat s matricemi
nepolarnimi. V soucasné dobé se jako matrice nejcastéji pouzivaji a-Kyano-4-hydroxyskoficova
kyselina, 2,5-dihydroxybenzoova kyselina, 3,5-dimethoxy-4-hydroxy skotficova kyselina
a 2,6-dihydroxyacetofenon (Clark et al. 2013).
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Obrazek 5: Proces MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie (upraveno podle Clark et al. 2013)

Tabulka 4: Skore identifikace MALDI-TOF

skupina  skére identifikace
1 2,300 -3,000  vysoce pravdépodobna identifikace druhu
2 2,000 -2,299  bezpecna identifikace rodu, pravdépodobna identifikace druhu

3 1,700 — 1,999 ﬁravdéiodobné 1dentifikace rodu
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3.1.21 Polymerazova ietézova reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je rychla, vysoce specificka a citliva technika
pouzivana k selektivni amplifikaci cilovych segmenti DNA. Tato metoda slouzi pro detekci,
kvantifikaci a identifikaci riznych mikrobialnich c¢initeld zejména v oblasti klinické
a veterinarni diagnostiky a bezpe¢nosti potravin (Kralik & Ricchi 2017).

Je zaloZena na tfech zakladnich krocich. V prvnim kroku dochézi k zahtevu na teplotu
94-95 °C. Pti této teploté¢ je DNA denaturovana, ¢imz dojde k rozdéleni dvouvlaknové
DNA (dsDNA, z angl. double stranded) a vzniku jednovlaknovych fetézcti (SSDNA, z angl.
single stranded). V druhém kroku, tzv. hybridizaci ¢i annealingu, se teplota snizi obvykle
na 55-65 °C a dochazi k navazani primert (oligonukleotidové fetézce), které nasedaji
na 3" konec komplementarniho vldkna a ohranicuji pozadovany tisek DNA. V poslednim kroku,
nazyvaném elongace nebo téZ extenze, je syntetizovano nové komplementarni vlakno. Tento
proces je zprostiedkovan pomoci enzymu Tagq DNA polymerazy, ktery katalyzuje zaclenovani
volnych nukleotidi do fetézce ve sméru od 3" k 5" konci. Timto dojde ke zdvojeni piivodni
molekuly DNA, ptficemz kazda z novych molekul obsahuje jeden stary a jeden novy fetézec
DNA. Optimalni teplota pro elongaci byva odvozena od konkrétni Taq polymerazy a obvykle
se pohybuje v rozmezi 72-78 °C. Pro ziskani dostate¢ného mnozstvi amplikont se cely proces
analogicky opakuje, pfi¢emz mnozstvi nové vzniklych fragmentd DNA se kazdym cyklem
dvojnasobi. Pocet cykli pak byva ptiblizné 30 az 50. V soucasnosti je proces PCR pln¢
automatizovany a probiha v pfistrojich nazyvanych termocyklery (Ehtisham et al. 2016; Dey
2018).

Na Obrazku 6 je schematicky diagram pribéhu PCR zachycujici denaturaci
dvouvldknové DNA na jednovlaknovou DNA, nasedani primeri a syntézu nového fetézce

DNA.
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Obrazek 6: Pribéh PCR (upraveno podle Dey 2018)

3.1.22 Pulzni gelova elektroforéza

Pulzni gelova elektroforéza je velice citliva metoda vyuzivana pro genotypizaci bakterii.
Metoda zahrnuje Stépeni bakterialni DNA restrikénimi enzymy, separaci fragmentli pomoci
pulzni elektroforetické komory a naslednou typizaci bakterii na zakladé charakteristického
profilu neboli fingerprintu (Lopez-Canovas et al. 2019; Neoh et al. 2019). Princip separace
DNA pomoci pulzni gelové elektroforézy je zalozen na stiidani sméru aplikace elektrického
pole a na schopnosti molekul DNA se v novém sméru elektrického pole pieorientovat.
Cas, ktery molekuly potiebuji pro zménu sméru, zavisi na jejich velikosti. Mensi molekuly
se preorientuji rychleji, ¢imz se migrace vétSich molekul v gelu zpomaluje, a molekuly jsou
tak oddéleny. Piiklad profilu DNA fingerprintll je znazornén na Obrazku 7, elektroforeticky
systém na Obrazku 8.

Vyuziti pulzni gelové elektroforézy v potravinaiském primyslu spociva ve sledovani
bakterialnich kontaminantd v produktech, kdy jsou ziskané fingerprinty porovnavany

s referenénimi fingerprinty vyznamnych patogent (Neoh et al. 2019).
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Obrazek 7: Profil DNA fingerprintt (upraveno podle Liu et al. 2016).
Zobrazeno je 11 kmend B. cereus. M = marker

Obrazek 8: Elektroforeticky systém (URL 10)
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4 Metodika

V praktické casti diplomové prace byl sledovan vyskyt aerobnich sporulujicich bakterii
Vv potravinach rostlinného i zivo¢isného ptvodu.

Material

Seznam testovanych vzorku potravin je uveden v nasledujici Tabulce 5. VSechny tyto
vzorky byly analyzovany v ramci data pouzitelnosti ¢i data minimalni trvanlivosti.

Tabulka 5: Seznam vzorkt potravin

konkrétni vzorek
potraviny
hovézi bujon
hovézi suSené maso natural
syr cottage
7ivoCisné pudingovy dezert
mlécné vyrobky se Slehackou ¢okoladovy
ricotta
tvaroh polotu¢ny
gulasové kotreni
Kari indické sypké
kmin drceny
pepi Cerny mlety
koreni skotice mleta
Zazvor suseny
paprika ¢ervena sladka
bazalka drhnuta
zeleninové ochucovadlo
bylinny ¢aj se ZenSenem
rostlinné bylinné cajove smési Cistici €aj s Cervenou fepou
ovocny ¢aj citronovy
se zadzvorem
kakaovy prasek holandského
typu
kakao a cerealni smési ceredlni kase ¢okolddova
cerealni kase jable¢na
se skofici
ovocne pyre
vyrobky z ovoce a dzusy dZus jablecny
dZus pomerancovy

skupina potravin

vyrobky z masa
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Metody

4.1.1 Mikrobiologicky rozbor

V prvnim kroku byly vzorky dikladné¢ homogenizovany. Nasledné byl asepticky odebran
1 ml u tekutych ¢i 1 gu pevnych vzorkl a toto mnozstvi bylo pfevedeno do 9 ml fediciho média
(masopeptonovy bujon 5 g/, trypton 5 g/l, kvasni¢ny extrakt 2,8 g/l a tween 80 0,5 ml/l).
Vzorky byly opét dikladn¢ homogenizovany na vortexu a pasterovany pii teploté
85 °C po dobu 10 minut ve vodni lazni a nasledné sériové fedény desitkovym fedénim
do hodnoty 10°®.

Pro stanoveni celkového poctu aerobnich sporulujicich bakterii byl pouzit trypton-sdjovy
agar (TSA, Oxoid). Jeden ml z kazdého fedéni byl pfeveden do sterilni Petriho misky, zalit
agarem vytemperovanym na 50 °C a krouzivym pohybem promichan, aby bylo dosazeno
rovnomérného narlstu.

Pro stanoveni poctu Bacillus cereus byl pouzit Bacillus cereus agar base (Himedia)
obohaceny o polymyxin B (2 vialky/l, Himedia) a Zloutkovou emulzi (50 ml/l, Himedia)
dle ISO 7932. Na ptedem priipravené agarové plotny bylo pipetovano 0,1 ml z 1. a 2. fedéni
a rozetteno sterilni mikrobiologickou hokejkou.

Kultivace probihala v obou ptipadech aerobné pti teploté 30 °C po dobu 24 hodin.

4.1.2 Izolace Cistych kultur

Po uplynuti doby kultivace byla popsana morfologie kolonii a jednotlivé kolonie,
dostatecn¢ vzajemné izolované, pak asepticky prevedeny do trypton-sdjového bujonu (TSB,
Oxoid). Kultivace probihala po dobu <24 hodin pti 30 °C. Nasledné byla mikroskopicky
ovéfena Cistota kultur a Cist¢é kmeny byly identifikovany pomoci MALDI-TOF hmotnostni

spektrometrie.

4.1.3 Identifikace pomoci hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci
za ucasti matrice s pruletovym analyzatorem (MALDI-TOF MS)

Pro identifikaci ¢istych kmenii pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie byl
1 ml cerstvé narostlé kultury pieveden do mikrocentrifuganich zkumavek (Eppendorf)
a odstiedén pii 14,5 tis. ot./min po dobu 2 minut. Nasledné byl slit supernatant, pelet
resuspendovan v 0,5 ml 70% ethanolu a opét odstiedén. Proces centrifugace byl zopakovan
dvakrat, aby se zcela odstranily zbytky kultiva¢niho média. Po druhém odstfedéni byl slit

supernatant a pelet se nechal vyschnout nékolik minut pfi laboratorni teploté. Poté byla k peletu
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pridana v poméru 1:1 70% mravenci kyselina a 100% acetonitril (v objemu 15-25 pl v zavislosti
na mnozstvi peletu), smés byla promichana a opét centrifugovana (14 500 ot./min, 2 min).
Nasledn¢ byl 1 pl supernatantu nanesen na MALDI desticku a ihned po uschnuti piekryt
1 ul MALDI matrice (nasyceny roztok Kyseliny o-kyano-4-hydroxyskoficové v 50 %
acetonitrilu, 47,5 % deionizované vody a 2,5 % kyseliny trifluoroctové; Bruker Daltonik).
Pripravena desticka byla vlozena do MALDI-TOF hmotnostniho spektrometru (Bruker
Daltonik). Vlastni identifikace byla realizovana pomoci softwaru FlexControl (verze 3.4)
na zakladé¢ analyzy hmotnostnich spekter S referen¢nimi kmeny, uvedenymi v databazi

softwarem BioTyper (verze 2.0). Méfeni kazdého kmene bylo provedeno dvakrat.

4.1.4 ldentifikace pomoci sekvenovani genu pro 16S rRNA

Kmeny, které¢ nebylo mozné spolehlivé identifikovat pomoci MALDI-TOF MS, byly

identifikovany sekvenovanim genu pro 16S rRNA.

4.1.4.1 Ptiprava bunécného lyzatu pro PCR

Jeden ml Cerstvé narostlé kultury byl sterilni stiikatkou pienesen
do mikrocentrifuga¢ni zkumavky a odstiedén pii 14,5 tis. ot./min po dobu
2 minut. Supernatant byl slit a k bunéénému peletu bylo pipetovano 100 ul PrepMan©
Ultra Sample Preparation Reagent (Applied Biosystems). Nasledné byl vzorek
zvortexovan a zahtat v termobloku na 100 °C po dobu 10 minut. Po zchlazeni
na laboratorni teplotu byl vzorek odstiedén (14,5 tis. ot./min, 2 min) a 50 ul supernatantu
bylo pfemisténo do nové mikrocentrifuga¢ni zkumavky. Takto piipraveny lyzat

byl pouzit pro polymerazovou fetézovou reakci (PCR).

4.1.4.2 Amplifikace genu pro 16S rRNA

Pro amplifikaci 16S rDNA byly pouzity primery fD1 (5" AGA GTT TGA TCC TGG
CTC AG 3") arP2 (5 ACG GCT ACC TTG TTA CGA CTT 3") navrzené ve studii
Weisburg et al. (1991) s o¢ekavanou velikosti PCR produktu okolo 1500 partu bazi (pb).
PCR byla provadéna v celkovém objemu reakéni smési 25 pl, obsahujici 2 pl bunééného
lyzatu, 1 pl kazdého primeru (10uM), 12,5 pl DreamTaq Green PCR Master Mixu
(Thermo Fisher Scientific) a 8,5 ul PCR vody (Thermo Fisher Scientific). Amplifikace
probihala v automatickém termocykleru T100 (Bio-Rad).

Podminky procesu PCR jsou uvedeny v nasledujici Tabulce 6.
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Tabulka 6: Podminky procesu PCR

pocatecni denaturace 92,0 °C 5 min
denaturace 92,0 °C 1 min
hybridizace 52,5 °C 90 s 35 cykla
elongace 72,0 °C 2 min
zavérecna elongace 72,0 °C 5 min

4.1.4.3 Gelova elektroforéza

4.1.43.1 Piiprava gelu

Vznik poZadovaného PCR produktu byl ovéfen elektroforeticky s pouzitim
1% agarozového gelu. Jeden gram agarozy byl smichan se 100 ml 1xTAE pufru (40mM
tris(hydroxymethyl)aminomethan, 20mM octova kyselina, ImM EDTA; Fermentas)
a zahfivan v mikrovinné troubé do uplného rozpusténi, zhruba po dobu 2-3 minut.
Ptipraveny gel byl ponechan pti pokojové teploté mirné zchladnout a poté do né&j bylo
piidano 5 ul barviva GelRed (Biotium). Smés gelu s barvivem byla nalita do plastové
formy s ELFO hiebenem pro vytvofeni jamek k aplikaci vzorkd a gel se nechal

zatuhnout.

4.1.4.3.2 Elektroforéza

Po zatuhnuti byl gel premistén do elektroforetické vany a do kazdé jamky bylo
pipetovano 5 pl PCR produktu. Pro odecteni velikosti vysledného PCR produktu
byl pouzit velikostni marker Mass Ruler DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific),
taktéz v mnozstvi 5 pl na jamku. Separace probihala pfi konstantnim napéti 130 V
po dobu 60 minut. Fragmenty DNA byly v gelu vizualizovany pomoci
UV transiluminatoru (Bio-Rad) a byly pofizeny digitalni snimky. Vzorky s dostate¢né
silnymi bandy, které odpovidaly velikosti a nebyla u nich zaznamenana formace

nespecifickych PCR produktii, byly vybrany pro identifikaci sekvenovanim.

4.1.4.4 Purifikace vzorkl vybranych pro identifikaci sekvenovanim

PCR produkty byly purifikovany E.Z.N.A. Cycle Pure kitem (OMEGA bio-tek).
K 20 pl PCR produktu bylo pfidano 5 objemii CP pufru (100 pl), smés byla dikladné
promichana a napipetovana do HiBind DNA kolonky, umisténé ve sbérné

mikrozkumavce. Vzorky byly odsttedény pii 14,5 tis. ot./min po dobu 60 sekund
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pti laboratorni teploté a filtrat byl ze sbérné zkumavky odstranén. Do kolonky bylo poté
pridano 700 pl promyvaciho pufru a opét probéhla centrifugace za stejnych podminek,
jako je uvedeno vyse. Tento krok byl opakovan dvakrat. Po odstranéni filtratu byla
prazdna kolonka znovu odstfedéna po dobu 2 min, aby doslo k odstranéni zbytkového
etanolu. Nasledné byla kolonka pienesena do nové 1,5 ml mikrocentrifugacni
zkumavky, doprostied kolonky bylo napipetovano 30-50 ul elu¢niho pufru, v zavislosti
na koncentraci PCR produktu, ponechano 2 minuty pii laboratorni teploté a nasledné
odsttedéno po dobu 1 min. Filtrat obsahujici precistény PCR produkt byl pouZit

pro sekvenovani.

4.1.4.5 Sangerovo sekvenovani 16S rDNA

P&t ul precisténého PCR produktu bylo smichano s 5 pl primeru o 5uM koncentraci.
Kazdy vzorek byl namichan dvakrat, jednou s fD1 a podruhé rP2 primerem. Vlastni
sekvenovani 16S rDNA Sangerovou metodou bylo uskute¢néno servisem GATC
spole¢nosti Eurofins Genomics.

Ziskana data byla zpracovana v programech Chromas Lite a BioEdit a s pouzitim
programu BLAST porovndna se sekvencemi publikovanymi V databazi nukleotidii

GenBank (National Center for Biotechnology Information, NCBI).

4.1.5 Statistické vyhodnoceni

Statisticka analyza ziskanych dat byla provedena v programu Statistica 12 (StatSoft).
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5 Vysledky

Celkem bylo hodnoceno 24 vzorkt potravin rostlinného i zivoc¢isného ptivodu. VSechny
vzorky byly pasterovany pii teplot¢ 85 °C po dobu 10 minut. Kontaminace sporulujicimi
bakteriemi byla prokazana v 19 vzorcich, pficemz se tyto mikroorganismy vyskytovaly
ve vSech zkoumanych skupindch potravin. Celkové pocty nebylo mozné stanovit z divodu
Castého prerustani a vysledky tudiz nejsou v praci uvedeny. B. cereus nebyl u zddného vzorku
detekovan. Cetnost vyskytu jednotlivych bakterialnich druhfi v dané potraviné je uvedena
v Tabulce 7.

Izolovano bylo 105 kment bakterii, z nichz bylo metodou MALDI-TOF MS (Bruker
Biotyper) spolehlivé identifikovano 85, nejméné na uroven rodu (36,25 % izolath
identifikovano na urovenn druhu (hodnoty skoére > 2,000), 43,75 % izolati na uroven rodu
(hodnoty skore 1,700-1,999), u 20 % izolatua nebyla identifikace spolehliva (hodnoty skore
< 1,699). Celkem 73 kmenu patiilo mezi sporulujici bakterie a vSechny naleZely do rodu
Bacillus. Tyto byly rozdéleny na zakladé druhu ¢&i skupiny a podrobeny statistickému
hodnoceni. Zbylych 12 bylo identifikovano jako bakterie nesporulujici. Pomoci MALDI-TOF
MS nebylo mozné identifikovat 20 izolatt.

Pro sekvenovani bylo vybrano celkem 9 kmend, z nichz 6 patfilo k izolatim, které
nebylo mozné identifikovat pomoci MALDI-TOF MS. Dalsi 3 vybrané kmeny byly pomoci
MALDI-TOF MS urceny na turoven rodu ¢i druhu a slouzily tedy k ovéfeni shody
obou metod.

Tabulka 7: Seznam vzorku potravin, jejich zafazeni do skupin a vyskyt bakterialni druhd

pozn. k celkem celkem
vzorek potraviny  druh rodu Bacillus danému izolatu izolata
druhu ve vzorku ve skupiné
vyrobky 7 masa
hovézi bujon B. subtilis b 4
B. pumilus a 1 9
B. atrophaeus b 1
hovézi susené B. megaterium a 2
maso natural B. oleronius a 1
mlécné vyrobky
cottage cheese - 0
pudingovy dezert
se Slehackou B. firmus a 3
< A 6
cokoladovy
B. thuringiensis b 1
ricotta B. mycoides b 1
tvaroh polotuény  B. licheniformis a 1
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Tabulka 7 — pokracovani: Seznam vzorkl potravin, jejich zafazeni do skupin a vyskyt

bakterialni druhu

vzorek potraviny druh rodu Bacillus pozn. celkem celkem
k danému izolati izolatu
druhu ve vzorku ve skupiné
koieni
gulasové koteni - 0
kari indické sypké B. subtilis b 5
B. mojavensis b 3
B. pumilus a 1
kmin drceny B. pumilus a 2
B. licheniformis a 1
B. subtilis a 1
pepr ¢erny mlety  B. subtilis b 5
B. pumilus a 2 31
B. atrophaeus b 1
skofice mleta B. mycoides a 2
B. mojavensis b 1
zazvor suseny B. pumilus a 3
B. subtilis a 1
511 %rlil;a cervena B. atrophaeus b 1
bazalka drhnuta - 0
zeleninové B. gibsonii a 1
ochucovadlo B. atrophaeus b 1
bylinné Cajové smési
lv)yhvnny ©aj s¢ B. licheniformis a 1
ZenSenem
Cistici ¢aj s B. subtilis a 2
cervenou fepou B. vallismortis b 1 19
ovocny ¢aj B. pumilus b 11
citronovy se B. safensis b 2
zazvorem B. mojavensis b 1
B. sonorensis b 1
kakao a ceredlni smési
kakaovy prasek B. licheniformis b 4
holandského typu  B. drentensis a 1
cerealni kase B. licheniformis a 1 7
cokoladova
cerealni kase .
. . .. . B.megaterium a 1
jable¢na se skofici
vyrobky z ovoce a diusy
ovocné pyré B. pumilus a 1 1
dzus jable¢ny - 0
dZzus pomerancovy - 0
Pozn.:
a — shodny vysledek identifikace u vSech opakovani a skore
b - shodny vysledek identifikace u vétSiny skore a/nebo vSechny druhy navrzené

pro dany kmen nalezi do stejné skupiny taxonomicky piibuznych druhii
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Nejvyssi pocet riznych druhti byl nalezen u dvou skupin potravin, a to u kofeni
(7 druhd) a bylinnych ¢ajovych smési (7 druhi). Z potravin z masa s vysokym obsahem
proteinti bylo izolovano 5 druht, z mléénych vyrobkt 4 druhy, z kakaa a cerealnich smési
3 druhy a z vyrobka z ovoce a zeleniny 1 druh.

Celkem bylo ziskano 15 riznych druhti rodu Bacillus. Ze statisticky hodnocenych
izolatu patfilo 86,30 % do skupiny B. subtilis, 5,48 % do skupiny B. cereus a 8,22 % izolata
nebylo zatazeno do Zadné z téchto dvou skupin (viz Tabulka 8). Relativni Cetnosti vyskytu
jednotlivych druht bakterii v souhrnu ve vSech vzorcich potravin znazoriiuje Tabulka 8

a Graf 1.

Tabulka 8: Relativni ¢etnosti vyskytu druhd rodu Bacillus souhrnné ve vSech vzorcich

skupina
druh B. subtilis/ pocet izolati* relativni ¢etnost vyskytu

B. cereus/ v %*

nezarazeny druh
B. pumilus B. subtilis 21 28,8
B. subtilis B. subtilis 18 24,7
B. licheniformis B. subtilis 8 11,0
B. mojavensis B. subtilis 5 6,8
B. atrophaeus B. subtilis 4 55
B. firmus B. subtilis 3 4,1
B. megaterium nezafazeny druh 3 4,1
B. mycoides B. cereus 3 4,1
B. safensis B. subtilis 2 2,7
B. drentensis nezafazeny druh 1 1,4
B. gibsonii nezafazeny druh 1 1,4
B. oleronius nezatfazeny druh 1 1,4
B. sonorensis B. subtilis 1 1,4
B. thuringiensis B. cereus 1 1,4
B. vallismortis B. subtilis 1 1,4

* vzhledem k celkovému poctu 73 izolath sporulujicich bakterii
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Vysedovy graf z CETNOST VYSKYTU
Cetnost vyskytu bakterialnich druhti

B. oleronius 1.4 %

B. gibsonii 1.4 %

B. drentensis 1.4 %

B. safensis 2,7 %

B. mycoides 4,1 %

B. sonorensis 1.4 %

B. thuringiensis 1.4 %

B. vallismortis 1.4 %

B. pumilus 28,8 %
B. megaterium 4,1 %

B. firmus 4,1 %

B. atrophaeus 5,5 %

B. mojavensis 6,8 %

B. licheniformis 11,0 % B. subtilis 24,7 %

Graf 1: Relativni Cetnosti vyskytu druhd rodu Bacillus souhrnné ve vsech
vzorcich (vystup z programu Statistica 12, upraveno)

Déle bylo u vybranych druhti bakterii a skupin potravin provedeno testovani nezavislosti
pomoci Pearsonova chi-kvadrat testu, V pfipad¢ testovani zavislosti mezi vyskytem
B. licheniformis a kofenim ¢i bylinnymi ¢ajovymi smésmi pomoci Fisherova faktorialového
testu z divodu malych cetnosti pro pouziti asociacni tabulky. Dané vysledky byly prokazany
na hladiné vyznamnosti a = 0,05.

Neexistuje statisticky vyznamna zavislost mezi vyskytem jednotlivych skupin ¢i druhii
rodu Bacillus a typem potraviny, nebot’ nebyl pozorovan zadny trend. Jediny ptipad, ve kterém
byla nalezena statisticky vyznamna zavislost, byl mezi B. pumilus a rostlinnymi ¢i zivo¢isnymi
potravinami; jednalo se vSak pouze o zavislost se slabou silou (0,2482815). Tabulkovy vystup

z Programu Statistica 12 je uveden v Piiloze 1.
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Vysledky elektroforetické separace vybranych kment

Na Obrazku 9 je znazornén elektroforeogram vysledkid PCR.

— A ——
e -
e
ST
- —
— —

b - - -

FERPERY e S S T ——

Obrazek 9: Elektroforeogram vysledkit PCR

Vysledky sekvenovani vybranych kment

Tabulka 9 uvadi vysledky sekvenovani vybranych kment.

Tabulka 9: Vysledky sekvenovani vybranych kment

vzorek potraviny % shody (podobnosti) druh”
ovocny caj citronovy 100" B. zhangzhouensis
se zazvorem B. safensis subsp. safensis
ovocny Caj citronovy 100" B. zhangzhouensis
se zazvorem B. safensis subsp. safensis
ovocfn}'/ ¢aj citronovy 100 B. siamensis
S€ Zzazvorem
paprika Cervena sladka 99,91 B. subtilis subsp. subtilis
zazvor suseny 99,52 B. pumilus
Cistici €aj s Cervenou 99,91" B. tequilensis
fepou B. subtilis subsp. inagquosorum
hovézi bujon 100 B. velezensis
hovézi bujon 100 B. megaterium

) . B. zhangzhouensis
hovézi bujon 100

B. safensis subsp. safensis

* shoda pro vice druhti
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6 Diskuze

Identifikace jednotlivych druhd rodu Bacillus a jemu ptibuznych rodd byva pomoci
klasickych mikrobiologickych metod Casto obtiznd, nebot’ tzce ptibuzné druhy maji velmi
podobné morfologické, biochemické i genetické charakteristiky. Zejména patrna je tato
skute¢nost mezi ¢leny skupiny B. cereus sensu lato, ktera kromé B. cereus zahrnuje napiiklad
B. anthracis, B. thuringiensis a B. mycoides, jez vykazuji téméi identické 16S rRNA genové
sekvence. Pouziti MALDI-TOF MS pro jejich identifikaci se proto diky schopnosti této metody
rozlisit rizné druhy patiici do stejného rodu zda byt vhodnym fesenim. Vyhodou MALDI-TOF
MS, oproti pracnéjSimu a draz§imu sekvenovani, je také snadnd ptiprava vzorku a nizké
naklady, které byvaji uvadény o dvé tfetiny nizsi oproti konvenénim metoddm (Bohme et al.
2011; Celandroni et al. 2016).

MALDI-TOF MS je spolehlivd a rychlda metoda hojné uZivana pro identifikaci
a klasifikaci mikroorganismu, sporulujici bakterie nevyjimaje (AlMasoud et al. 2014). Nicméné
podminky kultivace a snimi souvisejici tvorba endospor ovliviiuji pfesnost metody.
Pii vyzkumu vlivu rozdilné délky inkubace, teploty a médii bylo zjisténo, ze po 24 hodinach
kultivace jsou ovlivnéna vyslednd hmotnostni spektra tim, ze dochazi k miseni endospor
a vegetativnich bun€k. Toto bylo zaznamenano i pfi naSem vyzkumu. Vzhledem ke skutec¢nosti,
ze endospory maji odliSnou expresi proteinil ve srovnani s vegetativnimi bufikami, jsou tim
ovlivnény profily hmotnostnich spekter. Stejné tak teplota kultivace mé¢la podle Shu & Yang
(2017) vliv na hmotnostni spektra. Naopak nebyly zaznamenany zadné vyrazné rozdily
ve hmotnostnich spektrech pii pouziti riznych elektivnich médii (Shu & Yang 2017). Kontrola
podminek kultivace je proto zasadni pro identifikaci a klasifikaci sporulujicich bakterii pomoci
MALDI-TOF MS (Bshme et al. 2011; Shu & Yang 2017). Uspé&sna identifikace touto metodou
vyZzaduje, aby byly sledované kmeny analyzovany ve stejném fyziologickém stadiu (Schumann
& Maier 2014). V nasem experimentu probihala kultivace aerobné pii teploté 30 °C po dobu
24 hodin. Stejné ¢i podobné podminky jsou uvadény i u jinych autorii, napfiklad B6hme et al.
(2011) uvadgji 24hodinovou aerobni kultivaci pfi 30 ¢i 37 °C a AlMasoud et al. (2014)
pti 37 °C.

V neposledni tadé je jednim z kliCovych pozadavkl pro tspésné hodnoceni pomoci
MALDI-TOF MS sestaveni a aktualizace hromadnych databazi, které umoziiuji charakterizovat
experimentalni data na zakladé odpovidajicich profila (Cherkaoui et al. 2010). Identifikace

neznamého spektra je tak omezena na druhy uvedené v databazi (Béhme et al. 2011). Diky
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vysledkim sekvenovani v ramci nasSeho vyzkumu, které byly v ndvaznosti na stanoveni pomoci
MALDI-TOF MS, by mohla byt univerzitni databdze MALDI-TOF rozsifena o n€kolik druha
rodu Bacillus. Mezi vysledky identifikace pomoci MALDI-TOF a sekvenovanim byla shoda.

Hypotéza o zavislosti vyskytu a druhového zastoupeni aerobnich sporulujicich bakterii
na typu potraviny a zptisobu konzervace nebyla potvrzena. Pfi porovnani nasich vysledki
s vysledky jinych autorti v§ak byly shledany podobnosti ve vyskytu nékterych druhti v danych
potravinach.

V hovézim bujonu jsme zaznamenali vyskyt B. subtilis, B. pumilus, B. atrophaeus
a v suseném mase jsme identifikovali B. megaterium. Nepodafilo se v literatufe pro srovnani
dohledat, zda tyto druhy byly nalezeny i vjiném vyzkumu. Vzhledem k tomu,
ze ur¢ité slozky potravin, jako jsou tuky a soli, mohou ptisobit ochrann¢ proti hydrostatickému
tlaku pii zpracovani a konzervaci potravin, ¢imz zpusobuji zpomalenou ¢i neuplnou inaktivaci
spor a mikroorganismt, je tento vyskyt mozny (Sevenich et al. 2015). Lee et al. (2015) uvadi,
7e v suSeném mase muize byt detekovan také B. cereus kviili znacné schopnosti jeho spor prezit
zpracovani. SuSené maso je vyzivnou potravinou, vyznacujici se diky nizkému obsahu vody
delsi trvanlivosti, kterou ale miize snizovat pravé bakterialni kontaminace (Kim et al. 2010).
Je pravdépodobné, ze vyskyt bakterii v bujonu a suseném mase podporuje vyssi obsah proteint
a lipida v téchto potravindch. Stejn¢ tomu mize byt i u mléénych vyrobki.

Ve skupiné mléénych vyrobku se vyskytoval druh B. firmus, ktery uvadgji také dalsi
vyzkumy (Heyndrickx & Scheldeman 2008; Liicking et al. 2013). V ricotté jsme zjistili druhy
B. thuringiensis a B. mycoides. Oba tyto druhy nalezi do skupiny Bacillus cereus a byly v ricotté
popsany i u jinych autort, kde zpisobovaly jeji kazeni a nezadouci rizové zbarveni (Sattin et
al. 2016). Spanu et al. (2016) zase zkoumali pfirozenou kontaminaci syru ricotta salata pfimo
B. cereus. Zjistili, Ze vyskyt vegetativnich bunék B. cereus se béhem skladovani v chladu snizil.
Jako rizikové vyhodnotili, ze vyroba syru ricotta salata zahrnuje zahfivani syrovatky
nasledované pomalym ochlazovanim srazenin, pii kterém hrozi riziko kli¢eni spor a nasledny
rast bakterii schopnych produkce toxint.

V kofeni se vyskytovaly zejména druhy skupiny Bacillus subtilis, a to konkrétné
B. subtilis, B. mojavensis, B. pumilus, B. licheniformis a B. atrophaeus. Také vsak byl nalezen
druh B. mycoides patiici do skupiny Bacillus cereus nebo B. gibsonii, ktery neni zafazen
do zadné z téchto dvou skupin. Pfitomnost nékterého z uvedenych druht v koteni uvadéji i dalsi
autofi, napiiklad B. subtilis, B. atrophaeus (Gurtler & Keller 2019) a B. licheniformis
(Klimesova et al. 2015). Frentzel et al. (2018) uvadi, ze spory druhii skupiny Bacillus cereus

jsou castym kontaminantem v potravinach véetné koteni. Kontaminaci kofeni druhem B. cereus
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uvadi také Fogele et al. (2018). Bohata mikrobialni kontaminace kofeni byva disledkem mnoha
faktord, které ovliviuji kvalitu produktu. Mezi tyto faktory se fadi zemé ptvodu, zplsob
péstovani a sklizné, zpracovani, baleni, doprava a skladovéni. Kofeni je zpravidla péstovano
v oblastech s teplym a vlhkym podnebim. Ackoli byva skladovano v suchu, pti kontaktu
se vzduchem o vyssi vlhkosti hrozi riziko vyssi pravdépodobnosti mikrobialniho znehodnoceni
(Fogele et al. 2018). V nasem experimentu byly zvoleny levnéjsi obchodni znacky kofeni,
u kterych lze predpokladat, ze nebylo na vySe zminéné faktory prevence kontaminace tolik
dbano. Z tohoto divodu bylo patrné ze skupiny kofeni ziskdno nejvice izolatl ze vSech
zkoumanych skupin potravin. V poctu izolatd nésledovaly bylinné ¢ajové smési, které byly
rovnéz voleny v levnéjsi cenové kategorii a obecné pro né plati podobné faktory ovliviujici
kvalitu.

Bylinné ¢ajové smési byly na rozmanitost bakteridlnich druht, stejné jako koteni,
bohaté. Zaznamenany byly druhy B. licheniformis, B. subtilis, B. pumilus, B. safensis,
B. mojavensis, B. vallismortis a B. sonorensis. Vsechny tyto druhy se fadi do skupiny Bacillus
subtilis. Vyskyt prvnich tfi uvedenych druhti v ¢erném a zeleném ¢aji kromé dalSich zastupci
skupiny Bacillus subtilis i Bacillus cereus zminuji naptiklad Carraturo et al. (2018). Stejné jako
v pfipad¢ kotfeni, 1 u Caji a bylinnych ¢ajovych smési byvaji vzduch a usazeny prach
V zafizenich na zpracovani Casto kontaminovany bakteriemi, ¢imz se jen zvySuje prvotni
kontaminace komodity uz z prvovyroby (Tournas & Katsoudas 2008).

Ve skupiné kakaa a ceredlnich smési se vyskytovaly B. licheniformis, B. megaterium,
B. drentensis, pfi¢emz prvni dva uvedené druhy jsou pomérné bézné, stejné jako B. subtilis
(Limaet al. 2011). Pereira & Sant’Ana (2018) také uvadéji vyskyt B. firmus béhem fermentace
kakaovych bobi, je tedy mozny i jeho pienos do vysledného produktu. Aerobni sporulujici
bakterie jsou v tomto piipad¢ nezadouci kvili produkci pektinolytickych enzymu a dalSich
sloucenin, které mohou prispivat ke kyselosti kakaovych bobli nebo dokonce vést ke vzniku
nezadouci chuti. Mezi tyto pro chut’ nepfiznivé slouceniny se fadi naptiklad octova a mlécna
kyselina, butan-2,3-diol ¢i tetrametylpyrazin, které jsou produkované rodem Bacillus.
B. subtilis, B. cereus a B. megaterium produkuji také volné mastné kyseliny s kratkym fetézcem,
které¢ se vyskytuji b&hem aerobni fize fermentace a rovnéz zplsobuji nezadouci
chut’ (Pereira & Sant’Ana 2018).

V ovocném pyré byl detekovan B. pumilus, v ovocnych dzusech byl vyskyt negativni,
coz by mohlo byt zpiisobeno dobrou kvalitou vstupni suroviny nebo vyssim stupném pasterace
dzustl, nebot” Aneja et al. (2014) uvadeji v Cerstvé pripravenych nepasterovanych dzusech

vyskyt B. subtilis i B. cereus, Igbal et al. (2015) také B. subtilis. Vysledky skladovacich pokust
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provedenych Sevenich et al. (2015) dokazuji ptitomnost bakterii rodu Bacillus také v détskych
presnidavkach. Mezi kritické faktory ovliviiujici mikrobialni kazeni dzust a pyré patii hodnota
pH, oxida¢né-redukéni potencial, aktivita vody, dostupnost zivin, pfitomnost antimikrobialnich
latek a konkuren¢ni mikrobioty (Aneja et al. 2014). Pii testovani dzust se predpokladal rist
zejména acidotolerantnich ¢i acidofilnich bakterii, napiiklad z rodu Alicyclobacillus, které
se vSak izolovat nepodafilo. MoZznym feSenim pro izolaci téchto bakterii pfi dal§im vyzkumu
by bylo vhodné upravit médium okyselenim.

Rozhodné 1ze oc¢ekavat, ze cileny vyzkum zaméfeny na vyskyt aerobnich sporulujicich
bakterii v riznych potravindich muize pfispét k lepsimu zpracovani a optimalizaci kvality

potravinaiskych produkti.
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1 Zaveér

V praktické ¢asti prace byla u vybranych druhl potravin rostlinného i zivocisného
puvodu zkoumana kontaminace aerobnimi sporulujicimi bakteriemi a zavislost vyskytu
a druhového zastoupeni téchto bakterii na typu potraviny a zpusobu konzervace.

Kontaminace t€émito mikroorganismy byla prokadzana v 19 ze 24 vzorkul, piicemz
se aerobni sporulujici bakterie vyskytovaly ve vSech zkoumanych skupinach potravin. Celkem
bylo identifikovano 15 riznych druhti a vSechny naleZely do rodu Bacillus. Nejvyssi pocet
riznych druhi byl nalezen u kofeni a bylinnych ¢ajovych smési. Nicméné zddny druh
se nevyskytoval u vSech zkoumanych skupin potravin. Nejrozsitenéjsimi druhy byly B. pumilus
(28,8 %), B. subtilis (24,7 %) a B. licheniformis (11,0 %). Do skupiny B. subtilis bylo zatazeno
86,30 % izolatd, do skupiny B. cereus 5,48 % a 8,22 % nebylo zatazeno do zadné z téchto dvou
skupin. B. cereus nebyl detekovan.

S ohledem na skute¢nost, ze v testovanych vzorcich nebyl zjistén zadny primarné
patogenni druh, neni zdravotni riziko pravdépodobné.

Zavislost vyskytu adruhového zastoupeni bakterii na typu potraviny a zptisobu
konzervace nebyla potvrzena, nebot’ nebyl pozorovan zadny trend.

Piestoze v souCasnosti obsahuje databaze MALDI-TOF okolo 100 druht bacila,
nepokryva vSechny druhy bézné se vyskytujici v potravinach a méla by byt pro ucely spolehlivé
identifikace rozsifena. Konkrétn¢ se jedna o druhy B. siamensis, B. tequilensis, B. velezensis,

B. zhangzhouensis a dalsi.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbola

DNA — deoxyribonukleova kyselina (z angl. Deoxyribonucleic Acid)

GIT — gastrointestindlni trakt

KTJ — kolonie tvorici jednotka (z angl. CFU — Colony Forming Unit)

MALDI-TOF MS — hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ti¢asti
matrice s pruletovym analyzatorem (z angl. Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization
Time-of-Flight Mass Spectrometry)

PCR — polymerazova fetézova reakce (z angl. Polymerase Chain Reaction)

RNA - ribonukleova kyselina (z angl. Ribonucleic Acid)

UHT — vysokoteplotni oSetieni (z angl. Ultra High Temperature)
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Graf 1: Relativni ¢etnosti vyskytu druhi rodu Bacillus souhrnné ve vSech vzorcich
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11 Samostatné piilohy

Priloha I

Tabulkovy vystup z programu — chi kvadrat (asocia¢ni tabulka):

Testovani nezavislosti mezi vyskytem B. pumilus a rostlinnymi ¢i Zivo¢iSnymi potravinami

2-rozmérna tabulka: Pozorované Cetnosti (StatSoft) |
vyskyt | vyskyt | Radk.
skupina potravin ano ne soucty
rostlinné 20 38 58
ZivocisSné 1 14 15
Celk. 21 52 73

Tabulkovy vystup z programu — testovani, zavislosti:

Statist. : skupina potravin(2) x vyskyt(2) (StatSoft) |

Statist. Chi-kvadr. | sv | p
Pearsontv chi-kv. 4,499991 Hdf=1 =,03390
M-V chi-kvadr. 5,5634338 df=1| p=,01865

Fi pro tabulky 2 x 2

D

Tetrachoricka korelace

248281
5426952

Kontingenc¢ni koeficient

,2409656




Priloha 11

Podrobné vysledky MALDI-TOF MS

identifikace

Bacillus licheniformis

Bacillus vallismortis

not reliable identification

Bacillus subtilis

identifikace

vzorek - potravina

Bacillus licheniformis

Bacillus mojavensis

cerealni kase ¢okoladova

Bacillus megaterium Bacillus megaterium cerealni kaSe jable¢na se skofici

Cistici ¢aj s Cervenou fepou

not reliable identification

Cistici ¢aj s Cervenou fepou

Bacillus subtilis

Cistici ¢aj s Cervenou fepou

Bacillus subtilis

not reliable identification

not reliable identification

not reliable identification

not reliable identification

Bacillus subtilis

not reliable identification

Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Cistici ¢aj s Cervenou fepou

not reliable identification

gulaSové koteni

not reliable identification

gulaSové kofeni

not reliable identification

hovézi bujon

not reliable identification

hovézi bujon

Bacillus subtilis

hovézi bujon

not reliable identification

hovézi bujén

Bacillus subtilis

hovézi bujon

not reliable identification

not reliable identification

1,899 Bacillus pumilus 1,856 Bacillus pumilus hovézi bujon
1,83 Bacillus subtilis 1,789 Bacillus mojavensis hovézi bujon
Bacillus atrophaeus 1,809 Bacillus vallismortis hovézi bujon

not reliable identification

hovézi bujén

not reliable identification

hovézi bujén




Bacillus subtilis

not reliable identification

hovézi bujon

not reliable identification

not reliable identification

hovézi bujon

Bacillus megaterium

Bacillus oleronius

Bacillus megaterium

Bacillus oleronius

hovézi jerky natural

hovézi jerky natural

Bacillus megaterium 1,745 Bacillus megaterium hovézi jerky natural

Bacillus drentensis 1,923 Bacillus drentensis kakaovy prasek holandského typu
Bacillus licheniformis Bacillus licheniformis kakaovy prasek holandského typu
Bacillus licheniformis Bacillus licheniformis kakaovy prasek holandského typu
Bacillus licheniformis not reliable identification kakaovy prasek holandského typu
Bacillus licheniformis 1,729 Bacillus licheniformis kakaovy prasek holandského typu
Bacillus mojavensis 1,92 Bacillus subtilis kari indické sypké

Bacillus mojavensis Bacillus mojavensis kari indické sypké

Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

kari indické sypké

Bacillus subtilis Bacillus subtilis kari indické sypké
Bacillus subtilis Bacillus subtilis kari indické sypké
Bacillus subtilis Bacillus subtilis kari indické sypké
Bacillus pumilus Bacillus pumilus kari indické sypké
Bacillus mojavensis Bacillus subtilis kari indické sypké
Bacillus subtilis Bacillus subtilis kari indické sypké
Bacillus subtilis Bacillus subtilis/Bacillus mojavensis kmin drceny
Bacillus licheniformis Bacillus licheniformis kmin drceny
Bacillus pumilus 1,765 Bacillus pumilus kmin drceny
Bacillus pumilus 1,87 Bacillus pumilus kmin drceny
Bacillus pumilus 1,803 Bacillus pumilus ovocné pyré
Bacillus pumilus 1,807 Bacillus pumilus ovocny ¢aj citronovy se zdzvorem
Bacillus safensis 1,834 Bacillus safensis ovocny ¢aj citronovy se zazvorem

Bacillus safensis

not reliable identification

ovocny ¢aj citronovy se zdzvorem
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Bacillus pumilus 1,847 Bacillus pumilus ovocny ¢aj citronovy se zdzvorem
not reliable identification not reliable identification ovocny ¢aj citronovy se zdzvorem
not reliable identification not reliable identification ovocny ¢aj citronovy se zdzvorem
not reliable identification not reliable identification ovocny ¢aj citronovy se zdzvorem

1,872 Bacillus pumilus 1,801 Bacillus pumilus ovocny ¢aj citronovy se zdzvorem
1,807 Bacillus pumilus 1,762 Bacillus pumilus ovocny ¢aj citronovy se zdzvorem
2,04 Bacillus pumilus 1,833 Bacillus pumilus ovocny &aj citronovy se zazvorem
1,922 Bacillus pumilus 1,725 Bacillus pumilus ovocny &aj citronovy se zazvorem
1,704 Bacillus pumilus not reliable identification ovocny &aj citronovy se zazvorem
1,765 Bacillus sonorensis not reliable identification ovocny &aj citronovy se zazvorem
not reliable identification not reliable identification ovocny ¢aj citronovy se zdzvorem
Bacillus pumilus Bacillus pumilus ovocny ¢aj citronovy se zdzvorem
not reliable identification not reliable identification ovocny &aj citronovy se zazvorem
1,817 Bacillus pumilus 1,797 Bacillus pumilus ovocny &aj citronovy se zazvorem
1,819 Bacillus pumilus 1,771 Bacillus pumilus ovocny ¢aj citronovy se zdzvorem
1,8 Bacillus pumilus not reliable identification ovocny ¢aj citronovy se zdzvorem
not reliable identification not reliable identification ovocny ¢aj citronovy se zdzvorem
2,096 Bacillus mojavensis 2,007 Bacillus vallismortis ovocny ¢aj citronovy se zdzvorem
1,834 Bacillus pumilus 1,772 Bacillus pumilus pepr Cerny mlety
2,144 Bacillus subtilis 2,141 Bacillus subtilis pepr Cerny mlety
1,975 Bacillus subtilis 1,907 Bacillus mojavensis pepr Cerny mlety
not reliable identification not reliable identification pepr Cerny mlety
2,067 Bacillus subtilis 2,05 Bacillus subtilis pept Cerny mlety
1,845 Bacillus atrophaeus 1,793 Bacillus mojavensis pept Serny mlety
2,031 Bacillus subtilis 1,997 Bacillus subtilis pepi éerny mlety
1,923 Bacillus pumilus 1,905 Bacillus pumilus pepi Gerny mlety
2,088 Bacillus subtilis 2,073 Bacillus subtilis epf Serny mlety
1,981 Bacillus firmus 1,871 Bacillus firmus pudingovy dezert se §lehackou Cokoladovy
1,972 Bacillus firmus 1,953 Bacillus firmus pudingovy dezert se §lehackou Cokoladovy
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Bacillus firmus

Bacillus thuringiensis
Bacillus mycoides

Bacillus firmus

Bacillus mycoides

vy dezert se Slehackou ¢okoladovy

ricotta

Bacillus thuringiensis

ricotta

1,938

Bacillus mycoides

1,894

Bacillus mycoides

skofice mleta

1,963

Bacillus mycoides

1,857

Bacillus mycoides

skofice mleta

Bacillus mojavensis

Bacillus subtilis

skofice mleta

Bacillus licheniformis

not reliable identification

not reliable identification

Bacillus pumilus

Bacillus licheniformis

tvaroh polotu¢ny

not reliable identification

not reliable identification

tvaroh polotucny

tvaroh polotuény

Bacillus pumilus

zé&zvor suseny

Bacillus subtilis 1,974 Bacillus subtilis zAazvor suSeny
1,822 Bacillus pumilus 1,753 Bacillus pumilus zAazvor suSeny
1,791 Bacillus pumilus 1,785 Bacillus pumilus zAazvor suSeny
1,976 Bacillus gibsonii 1,955 Bacillus gibsonii zeleninové ochucovadlo
1,712 Bacillus atrophaeus not reliable identification paprika ¢ervena sladka
1,757 Bacillus atrophaeus not reliable identification zeleninové ochucovadlo
not reliable identification not reliable identification paprika ¢ervena sladka
not reliable identification not reliable identification bazalka drhnuta
1,994 Bacillus licheniformis 1,965 Bacillus licheniformis bylinny ¢aj s ZenSenem




