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Vyskyt bakterii rodu Bacillus v potravinach

Souhrn

Aerobni sporulujici organismy piedstavuji velkou vyzvu v potravindiském primyslu.
Diky schopnosti tvorby spor prezivaji pasteracni teploty, nékteré termorezistentni druhy i
oSetfeni UHT. Jsou také schopné piezivat vysoky osmoticky tlak a nizkou vodni aktivitu.
Ve vhodnych podminkach pak spéry kli¢i a vegetativni formy mohou znehodnocovat potraviny
¢innosti enzymd ¢i zptsobovat alimentarni onemocnéni produkei toxint. Jednim z hlavnich a
nejcastéji se vyskytujicim rodem v potravinach je rod Bacillus. Cilem diplomové prace byl
monitoring vyskytu téchto bakterii v riznych typech potravin jako je mléko a mlé¢né vyrobky,
med, maso a rizné dehydratované vyrobky a jejich ndsledna druhova identifikace.

Pocty aerobnich sporulujicich bakterii byly stanoveny kultivaéni metodou na trypton
s6jovém agaru. Dale byly izolovany Cisté kultury, které byly nasledné identifikovany pomoci
MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie.

V praci bylo celkem testovano 36 vzorku, ze kterych bylo 17 pozitivnich na piitomnost
Bacillus spp. Celkem bylo izolovano a identifikovano 103 bakterialnich kmenut. Bacillus byl
zastoupen v 52,4 %, kdy nejcastéji se vyskytoval B. subtilis. Dal§imi izolovanymi druhy byly
B. mojavensis, B. cereus, B. megaterium, B. pumilus, B. licheniformis, B. vallismortis, B.
atrophaeus, B. altitudinis a B. mycoides. Z izolovanych kolonii byly zjistény i nesporulujici
bakterie, nejvice zastoupené druhy Lelliottia amnigena a Hafnia alvei. Zadny z druhii nebyl
nalezen ve vSech typech vzorkd, pii¢emz nejrozsitenéjsi byl B. subtilis. Tento druh byl nalezen
u 4 skupin potravin, zatimco dal$i druhy se vyskytovaly u 1 az 3 skupin.

Z vysledkd vyplyva, ze vyrobKy osetfené vysokou teplotou, s Vysokym osmotickym
tlakem nebo nizkou vodni aktivitou obsahuji spory rodu Bacillus. Dale zalezi na tom, o jaky
typ potraviny se jedna. Proto by bylo vhodné, zavést pravné vymahatelné kontroly jeho vyskytu
u vSech potravin, jelikoZ v soucasnosti je vyskyt sledovan pouze u suSené pocate¢ni kojenecké

vyZzivy a suSenych dietnich potravin pro kojence.

Kli¢ova slova: Bacillus, kazeni potravin, alimentarni onemocnéni, enteroroxiny, emeticky

toxin



Prevalence of Bacillus spp. in foodstuff

Summary

Aerobic spore forming bacteria represent a big challenge in the food industry. Due to
their ability of spore formation, they can survive pasteurization temperatures. Some
thermoresistant species are also able to survive UHT treatments. These organisms can also
survive high osmotic pressure and low water activity. In appropriate conditions, spores
germinate and vegetative forms can degrade food by enzymatic action. They are also the cause
of foodborne diseases because of their ability to produce toxins. One of the important and most
common genus in food is the genus Bacillus. Thus, the aim of this thesis was monitor the
occurrence of these bacteria in various types of food such as milk and dairy products, honey,
meat and various dehydrated products and their subsequent species identification.

The counts of aerobic spore forming bacteria were determined by the cultivation method
on tryptone soybean agar. Furthermore, pure cultures were isolated and subsequently identified
by MADI-TOF mass spektrometry.

From 36 tested samples, 17 were positive for Bacillus spp. A total of 103 bacterial
strains were isolated and identified. Bacillus was represented in 52.4 % with B. subtilis being
the most common species. Other isolated species were B. mojavensis, B. cereus, B. megaterium,
B. pumilus, B. licheniformis, B. vallismortis, B. atrophaeus, B. altitudinis and B. mycoides. Out
of non-spore forming bacteria, species of Lelliottia amnigena and Hafnia alvei, were isolated
in highest counts. None of the Bacillus species were found in all types of samples, with B.
subtilis being the most prevalent. This species was found in 4 groups of food, while the other
species were found in 1 to 3 groups.

Results show that high temperature, high osmotic pressure or low water activity don’t
affect the occurrence of Bacillus spores in food. It was found that the occurrence and species
diversity depend on type of food. Therefore, it would be appropriate to introduce legally
enforceable controls on its occurrence for all foodstuffs, as currently the incidence is only

monitored for dried infant formulas and dried dietary foods for infants.

Keywords: Bacillus, food spoilage, foodborne illness, enterotoxins, emetic toxins
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1 Uvod

Rod Bacillus zahrnuje prakticky vSudypiitomné bakterie s obrovskym vyznamem pro
¢loveéka. Je to rozsahla skupina grampozitivnich bakterii, které se bézné vyskytuji v piidé,
vzduchu, vod¢, rostlinnych a zivocisnych materidlech, odkud se pomoci endospér §iii pies
kontaminované suroviny dale do potravin. Zde nékteré druhy zpiisobuji kazeni, a to i piesto, ze
existuji kroky, které by mély rozvoj mikroorganismi potlacit. Ve forme spér mohou piezivat
inekolik let a jejich aktivace na vegetativni formy je mozna béhem par minut. Z tohoto diivodu
je pro zachovani kvality a bezpe¢nosti velmi dulezity monitoring bakterii rodu Bacillus
V potravinach.

Nejvyznamnéj$im patogennim druhem tohoto rodu, a zaroven 3. nejcastéjSim
bakterialnim pivodcem nemoci Vv Evropé, je Bacillus cereus, ktery zptsobuje dvé odlisné
formy onemocnéni: prijjmové a emetické. Pfiznaky t€chto onemocnéni jsou mirné a kratkodobé
a pro jejich vznik je zapottebi alespori 10° KTJ/g potraviny. Mezi nej¢astéji napadané potraviny
Ize naptiklad fadit bézné pouzivané mléko a mlé¢né vyrobky, dehydratované vyrobky a maso.
V soucasnosti existuje Nafizeni Komise (ES) ¢. 1441/2007, které stanovuje predpokladany
vyskyt B. cereus pouze u susené pocatecni kojenecké vyzivy a u susenych dietnich potravin pro
kojence, jelikoz déti jsou nachylng&jsi k tomuto onemocnéni. Dale také existuje CSN 56 9609,
ktera doporucuje monitoring B. cereus v lahudkarskych vyrobcich s majonézou 1 bez ni,
v pekaiskych a cukrafskych vyrobcich (chlazenych i zmrazenych), mlé¢nych pudincich,
krémech a dezertech.

Na druhou stranu, né&které bacily jsou povazovany za zadouci a prospesné.
V potravinafstvi se vyuzZivaji pro vyrobu tradi¢nich fermentovanych potravin. V téchto
procesech jsou uplatnovany mikrobidlni enzymy, které napomahaji vzniku typickych
senzoricky aktivnich latek. Nékteré druhy ¢i kmeny bacilt také produkuji antimikrobidlni latky,
které piisobi konzervacné. Z téchto maji v potravinaistvi uplatnéni zejména organické kyseliny

a bakteriociny.



2 Cil prace a hypotéza

Hypotéza:
Vybrané druhy potravin budou obsahovat bakterie rodu Bacillus a jejich vyskyt a druhové

zastoupeni bude zavislé na typu potraviny a zpusobu konzervace.

Cilem diplomové prace je monitoring vyskytu bakterii rodu Bacillus v riznych
potravinach a jejich druhova identifikace. Vysledky prace budou porovnany s dostupnou

literaturou.



3 Literarni reSerse

3.1 Charakteristika rodu Bacillus

Bacillus je rozsahly rod bakterii kmene Fimicutes, tfidy Bacilli, fadu Bacillales a celedi
Bacillaceae. Byl ustanoven némeckym biologem Ferdinandem J. Cohnem v roce 1872 a v roce
2017 sdruzoval 318 platnych druht (Fan et al. 2017). Tento pocet se prubézné méni, v zavislosti
na rekvalifikaci stavajicich ¢i zaclenéni nové popsanych druhti. Mezi druhy objevené v loniském
roce (2018) patti B. alkalilacus (Singh et al. 2018), B. alkalitolerans (Liu et al. 2018b), B.
camelliae (Niu et al. 2018), B. catenulatus (Sultanpuram et al. 2017; Oren & Garrity 2018), B.
fermenti (Hirota et al. 2018), B. kexueae, B. manusensis (Sun et al. 2018),
B. marinisedimentorium (Guo et al. 2018), B. populi (Liu et al. 2018a) a B. tamaricis (Zhang et
al. 2018).

Buniky maji tvar pravidelnych az mirn¢ zahnutych ty¢inek se zakulacenymi konci o
velikosti 0,5 1,2 x 2,5 — 10 um. Vyskytuji se samostatné, v parech, fetizcich nebo dlouhych
vlaknech (Obrazek 1). Mohou byt pohyblivé i nepohyblivé. Pohyblivé druhy jsou vybavené
peritrichnimi bi¢iky (Obrazek 2) (Bron et al. 1990; lurlina et al. 2006; Griffiths 2010; Caamano-
Antelo et al. 2015; Contesini et al. 2018; Grutsch et al. 2018). Bakterie tohoto rodu jsou bud’
aerobni nebo fakultativné anaerobni, byly ale popsany i striktné anaerobni druhy (B. infernus,
B. arseniciselenatis). Vétsina druhd roste v rozmezi teplot 10 — 50 °C s optimem mezi 28 a
37 °C (napt. B. subtilis, B. pumilus nebo B. cereus). Dale tento rod zahrnuje druhy
hypertermofilni — optimum rustu nad 60 °C (B. stearotermophilus, B. sporothermodurans),
termofilni — optimum ristu 40 °C a vice (B. coagulans, B. flavothermus) a psychrofilni — rist
do 20 °C (B. weihenstephanensis, B. mycoides). Podle hodnoty pH, v niZ mohou rst, jsou
bacily rozliSovany nejcastéji na neutrofilni (pH 4,4 — 9,0), alkalofilni (pH > 9) a acidofilni
(pH < 4,6) druhy. Zastupce neutrofilnich druhti je B. cereus, alkalofilnich druhd naptiklad
B. horti (Yumoto et al. 1998) a acidofilnich druhi B. acidocaldarius ¢i B.pumilus (Darland &
Brock 1971). Existuji ale také druhy Bacillus, které maji velkou adaptac¢ni schopnost, ktera jim
umoziuje rast v nejruznéjSich podminkach. Minimalni vodni aktivita (Aw) pro rust Se
pohybuje mezi 0,91 a 0,93. Nékolik druhti je aktivnich i pfi koncentraci chloridu sodného 10 %
(Bron et al. 1990; Albert et al. 2005; Akel et al. 2009; Griffiths & Schraft 2017; Grutsch et al.
2018; Osimani et al. 2018).



P

Obrazek 1 - Bacillus (vlastni fotodokumentace) Obrazek 2 — Peritrichni uspotradani bi¢ikt (URLL)

Bacillus patii mezi sporulujici organismy, které tvoti velmi odolné refraktilni endospory
ovalného nebo kulatého tvaru. Jednd se o dormantni staddium, které bakterie chrani pred
nepfiznivymi teplotnimi podminkami, konzerva¢nimi metodami (napi. pasterace, UHT), nizké
vodni aktivit, ionizujicimu zafeni a velkému mnozstvi dezinfekénich prostiedkd. Mnoho ¢lent
Bacillus vytvati spory ve chvili, kdy jsou nepfiznivé podminky pro rist v daném prostiedi. Tyto
spory se vytvareji uvniti matetskych bunck a uvolnuji se do okolniho prostiedi za souc¢asného
rozpadu matetské buiky. V bunce se tvofi vzdy jen jedna spora. Pti kli¢eni ztraceji svou
odolnost vuéi teplu, radiaci a Skodlivym chemikaliim. Poprvé byly popsany Cohnem
v B. subtilis. Endospéry mohou byt umistény centraln€, subterminalné nebo terminalné, viz
Obrazek 3. Podle tvaru endospory a zda zdutuji mateiskou bunku, ¢i ne, Ize Bacillus délit do 3
morfologickych skupin. I. morfologickd skupina ma endospory ovalného tvaru, které
neztlust'uji matefskou bunku (B. subtilis, B. anthacis, B. cereus, B. licheniformis, B. mycoides,
B. thuringiensis), II. morfologicka skupina také tvofi endospory ovalného tvaru, ale vzdy
dochazi ke ztlusténi matefské bunky (B. circulans, B. coagulans, B. alcalophilus, B.
azotoformans) a III. morfologicka skupina ma endospory kulovitého tvaru a vzdy dochazi ke
ztlusténi mateiské bunky (B. pasteuri, B. sphaericus, B. schlegelii, B. fusiformis). Mimo to,
hydrofobni charakter spor umoziuje jejich pfilnuti k riznym povrchiim a naslednému Siteni do
ruznych prostiedi véetné potravin (Bron et al. 1990; Slepecky & Hemphill 2006; lurlina et al.
2006; Sedlacek 2007; Logan 2011, Svirakova et al. 2014; Caamano-Antelo et al. 2015; Savini
2016; Griffiths & Schraft 2017; Brozova et al. 2018; Grutsch et al. 2018; Osimani et al. 2018).



Terminalni centralni subterminalni

Obrazek 3 - Umisténi endospor (URL2)

Zastupci rodu vykazuji mimofadnou metabolickou rozmanitost. Kmeny rodu Bacillus
produkuji enzym Kkatalazu, ktery je pomaha odlisit od rodu Clostridium. Vsechny druhy
Bacillus metabolizuji organické substraty, mezi néZ mizeme fadit aminokyseliny, organické
kyseliny a cukry (Bron et al. 1990; Albert et al. 2005; Akel et al. 2009; Griffiths & Schraft
2017; Grutsch et al. 2018; Osimani et al. 2018).

Mezi riznymi druhy bacil probiha oboustranna komunikace nazvana quorum sensing
(QS). Bakterie mezi sebou komunikuji vylu¢ovanim a pfijimanim chemickych signalnich
molekul. U grampozitivnich bakterii se jedna pifedev$im 0 bioaktivni oligopeptidy. Bakterie
timto zptisobem reguluji expresi faktord virulence, sporulaci, tvorbu biofilmu a produkci ATB,
toxinll ¢i enzymd. QS je zavislé na hustoté bunétné populace v daném prostiedi. Studie
prokazaly, ze bakterie nejsou omezeny pouze na komunikaci mezi stejnymi druhy, ale mohou
reagovat i na signalni molekuly jiného druhu. Tato komunikace je dulezita pro jejich pteziti a
interakci v pfirodnich stanovistich. Diky QS lze bakterie vyuZzivat i jako alternativni moznost
1é€by infekEnich chorob, jelikoz virulence je ovlivnéna bez dopadu na Zzivotaschopnost
bakterialnich bun¢k a nedochazi tedy ke vzniku rezistence (Miller & Bassler 2001; Cutting
2016; Paldrychova et al. 2017).

3.1.1 Druhy vyznamné v potravinaistvi

Bakterii rodu Bacillus je rozpoznano mnoho druhti. Obecné se déli na dvé zakladni

skupiny B. subtilis a B. cereus.

3.1.1.1 Skupina Bacillus subtilis

Skupina B. subtilis zahrnuje mezofilni bakterie s buitkami uz§imi nez 1 um, které jsou
si fylogeneticky blizce ptibuzné. Sporangia nebyvaji buclata a spory mivaji tvar elipsy. Mezi
pivodni ¢leny skupiny byly fazeny pouze B. subtilis, B. licheniformis a B. pumilus. Ostatni
druhy byly popsany v poslednich desetiletich. Naptiklad Ize uvést B. amyloliquefaciens (1987),
B. atrophaeus (1989), B. mojavensis (1994), B. vallismortis (1996), B. sonorensis (2001),



B. axarquiensis (2005), B. tequilensis, B. safensis (2006), B. siamensis (2010), B. xiamenensis
(2014), B. paralicheniformis (2015) a B. nakamurai (2016) (Griffiths 2010; Fan et al. 2017).

3.1.1.1.1 Bacillus subtilis

B. subtilis je prvnim objevenym a popsanym bakterialnim druhem vibec (Ehrenberg
1835; Whitman et al. 2012). Je to grampozitivni, acrobni bakterie tyCinkovitého tvaru 0
velikosti 0,7-0,8 x 2-3 um. Vyskytuji se samostatné, ve dvojicich i v fetizcich. Vytvaii spory
ovalného tvaru, které se vyskytuji bézné v pade¢ a jejich tvorba je aktivovana teplotou 65-70 °C.
Kli¢eni spér je iniciovano smési zivin asparaginu, glukozy, fruktézy a iontd drasliku. Tento
druh je také schopen rustu v anaerobnim prostiedi, pfi¢emz akceptorem elektronu je v tomto
piipadé dusik. Zdrojem dusiku mtize byt amonny kationt, dusi¢énany, AMK, moc¢ovina, kKyselina
mocova a peptidy. Optimalni riistova teplota je 28-30 °C a pH 5,5-8,5. Roste v pfitomnosti az
7% NaCl, ale existuji 1 druhy tolerujici 10% NaCl. Je kataldza a Voges-Proskauer pozitivni
(Ghosh et al. 2018; Grutsch et al. 2018).

Obecné je tento druh povazovan za nepatogenni a nékteré kmeny jsou dokonce
vyuzivany jako probiotika nebo aditivum do krmnych smési. Nékteré kmeny jsou ale naopak
davany do souvislosti s alimentarnimi otravami. Onemocnéni zpisobené B. subtilis vykazuje
kratkou inkubac¢ni dobu, v rozmezi 10 minut az 14 hodin. Akutni faze jsou kratkodobé a trvaji
1,5-8 hodin. Nejcastéjsim ptiznakem je zvraceni, ale Casto se vyskytuje také prijem ¢i biisni
ktece. Mezi neobvyklé pfiznaky pak patii nevolnost, zarudnuti, poceni a bolest hlavy. Jednim
z faktort virulence je produkce enzymu zvaného subtilisin. U né&j bylo prokazano, ze pokud je
piitomny ve velkém mnozstvi, vyvolava alergické reakce (Dodd 2017; Grutsch et al. 2018).

B. subtilis se vyskytuje se v potravinach s masem nebo rybami podavanych s ptilohami
na bazi obilovin (chléb, pecivo, ryze, nadivka) ¢i v mléku pro kojence. Nej€astéji byva otrava
B. subtilis spojena s pekafskymi vyrobky, které zptisobuji vysoké mnozstvi chorob s typickymi
ptiznaky (Whitman et al. 2012; Dodd 2017).

3.1.1.1.2 Bacillus pumilus

B. pumilus je to grampozitivni, aerobni bakterie, Ktera tvoii spory. Dobfie roste pii
nizkych teplotach (10-15 °C). Stejn¢, jako u B. subtilis se jedna o béZznou environmentalni
bakterii, ktera byva s alimentarnim onemocnénim spojovana jen ziidka. Nekteré kmeny jsou
Siroce pouzivany V prumyslové mikrobiologii (napf. pfi vyrobé fermentovanych potravin)

(Kusmiatun et al. 2015; Abbas & Amran 2018).



Onemocnéni zplsobené patogennimi kmeny B. pumilus obvykle nastava kratkou dobu
po konzumaci (15 minut az 11 hodin), v nékterych ptipadech také ale az po nékolika dnech.
Typickymi ptiznaky jsou zvraceni a zavraté, nasledované bolesti biicha, kieCemi a prijmem.
Projevovat se mize také bolesti zad, hlavy ¢i zimnici. Bé€Zné je nalézan v pecivu plnéném

masem nebo vafené a znovu ohtaté ryzi (Dodd 2017).

3.1.1.1.3 Bacillus licheniformis

B. licheniformis je fakultativné anaerobni pohyblivy druh. Buiiky obvykle dosahuji
velikosti 0,6-0,8 x 1,5-3 um a vyskytuji se bud’ samostatn¢, v parech nebo fetizcich. Roste
v rozmezi teplot 15-55 °C a hodnotach pH 5,7-6,8. Byl zaznamenan i izolat z geotermélniho
prostiedi s maximalni ristovou teplotou 68 °C. Jedna se o potravinatsky vyznamny druh, ktery
se nejéastéji nachazi v mléku. Diky odolnosti spor byva detekovan nejen v syrovém mléce, ale
také ve vSech fazich jeho zpracovani. Déle se nachazi v pud¢, farmovém prostiedi (krmivo,
hntj) a vriznych nezpracovanych potravinach. Vegetativni rast se muze vyskytnout
Vv potravinach udrzovanych pfi teploté 30-50 °C. Obvykle je arginindihydrolasa pozitivni a patfi
mezi bacily s malou proteolytickou aktivitou (Banyké & Vyletélova 2009; Kalhotka et al. 2011;
Whitman et al. 2012).

Tento druh mize byt taktéZ zodpovédny za alimentdrni onemocnéni. Onemocnéni
zpusobené B. licheniformis se projevuje nevolnosti, zvracenim, prijmem a Zzalude¢nimi
kie¢emi, ke kterym dochézi 5-12 hodin po konzumaci. Pfiznaky maji kratkodobé trvani (6-
24 hodin). Zodpovédny za toxickou aktivitu je cyklicky lipoheptapeptid zvany lichenysin.
Lichenysin je termostabilni a odolava 1 teploté varu. Z dlivodu odolnosti viic¢i kyselinam a
alkaliim neni odbouravan ani pti prichodu zazivacim traktem. MizZe byt piitomen napiiklad ve
zmrzling, dezertech, masovych kolaccich a sendvicich nebo syrovém mléku. Infekéni davky
pro patogenni B. licheniformis se uvadgji v rozmezi 3 x 10° az 1 x 108 KTJ (Dodd 2017;
Grutsch et al. 2018).

3.1.1.2 Skupina Bacillus cereus

Druhy patfici do skupiny B. cereus se vyznacuji buiikami Sirokymi nejméné 1 pm

s elipsoidnimi sporami. VétSina z nich je snadno rozeznatelna od ostatnich sporulujicich

bakterii, diky své neschopnosti utilizovat mannitol. Tuto schopnost maji v ramci skupiny pouze

druhy B. anthracis, B. thuringiensis a B. mycoides. Dalsimi zastupci této skupiny jsou B. cereus,

B. pseudomycides, B. gaemokensis (2010), B. manliponensis (2011), B. cytotoxicus (2013),

B. bingmayongensis (2014) , B. toyonensis (2014) (Bassi et al. 2016; Rasigade et al. 2018) a
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dalsich 9 nové popsanych druhii v ramci studie Liu et al. (2017). V literatufe je také mozné se
setkat s drunem B. weihenstephanensis, ktery byl vSak v roce 2018 reklasifikovan a v soucasné
dobé je povazovan za psychrofilni kmen B. mycoides. VétSina patogennich druhti bacila patii
pravé do této skupiny, pficemz nejvyznamnéjsimi jsou B. cereus a B. anthracis

B. anthracis, B. thuringiensis a B. mycoides produkuji lecithinazu, ktera patii do skupiny
fosfolipaz a je povazovana za toxin poskozujici sttevni sliznici. B. cereus a B. thuringiensis
jsou obvykle pohyblivé, a zaroven B. cereus, B. thuringiensis a B. mycoides jsou hemolytické
a odolné vuci penicilinu (Whitman et al. 2012; Grutsch et al. 2018; Porcellato et al. 2018a).

3.1.1.2.1 Bacillus anthracis

B. anthracis je fakultativné anaerobni druh s velikosti bun¢k 1-1,5 x 3-10 um. Jeho
Spory jsou vysoce odolné vici neptiznivym podminkam, diky ¢emuz mohou zistat v ptdé
zivotaschopné po mnoho let (od 60 do 200 let) (Spencer 2003; Whitman et al. 2012; Grutsch et
al. 2018).

Tento druh je puvodce vazného onemocnéni zvané¢ho antrax. Primarné postihuje
byloZravce, miize ale zpiisobit t€Zké onemocnéni i1 u lidi. Obecné jsou rozeznavany 3 formy —
gastrointestinalni, kozni (skrze odérky) a plicni (inhalaci spér). U lidi dochdzi ke
gastrointestinalni formé obvykle po konzumaci masa a masnych vyrobktl z infikovaného
zvitete. Plicni a gastrointestinalni formy antraxu se vyznacuji vysokou umrtnosti. B. anthracis
po priniku do téla pronika do lymfatického systému a dale prostiednictvim krevniho fecisté a
vnitinich organt., kde se pomnozi a za¢ne produkovat toxiny. Exotoxin B. anthracis je
komplexni latka slozena ze 3 proteinovych komponentti: protektivni antigen (PA), edémovy
faktor (EF) a letalni faktor (LF). Dal§im faktorem virulence zodpovédnym za patogenitu této
bakterie je kapsula slozena z polymeru poly-y-D-glutamové kyseliny. Geny kodujici toxin a
enzymy zodpoveédné za syntézu kapsule jsou nesené plazmidy pXO1 a pXO2. Exprese toxind
je zvySena pii vySsi koncentraci COz a v rozmezi teplot 35-37 °C (Dodd 2017; Grutsch et al.
2018).

Projevy tohoto onemocnéni jsou nevolnost, zvraceni (hlavné krvavé), prijem (také az
krvavy), bolesti zaludku s otokem bficha a vyskytnou se zhruba 1-7 dni po nakaZeni. Tyto
ptiznaky mohou byt doprovazeny také horeckou, zimnici, bolestmi v krku, zc¢ervenanim
obliceje a o¢i. Mira imrtnosti je velmi vysoka, ale pii rychlé 1é€bé antibiotiky se miize snizit
na méné nez 40 %. NejcCastéji tyto piipady pochazeji z venkovskych komunit, kde jsou

konzumovéna i1 uhynula zvifata. Pocet hlaSenych piipadii tohoto onemocnéni zplisobenych



potravinami, ve Srovnani s jinymi otravami, je velmi maly. Ptipady antraxu byly hlaseny
naptiklad z Thajska, Indie, iranu, Gambie a Ugandy (Dodd 2017; Grutsch et al. 2018).

3.1.1.2.2 Bacillus cereus

Tento druh byl poprvé popsan v roce 1887 Franklandem et al. Buiky dosahuji délky 3-
5 um a §iiky 1-1,2 pm. Casto se vyskytuji v fetizkach viz Obrazek 4. Optimalni teplota pro riist
je 30-40 °C a optimalni pH 6,0 az 7,0. Druhy B. cereus lze odlisit od jinych druht Bacillus
pozitivni lecitinazovou reakci, neschopnosti produkovat kyselinu z mannitolu, schopnosti ristu
v anaerobnim prostiedi, pozitivni Voges-Proskauerovy reakci a odolnosti vaci 0,001 %
lysozymu (Griffiths & Schraft 2017). V potravinafstvi se jedna o nejvyznamngéjsi zastupce rodu
Bacillus a je jedinym druhem, ktery ma byt dle zdkona a statnich norem v potravinach

monitorovan (blize v kapitole 3.4. Legislativa).

Obrazek 4 - Bacillus cereus (URL3)

3.1.1.2.2.1 Onemocnéni zpasobené Bacillus cereus

Bacillus cereus je 3. nejcastéjsi bakterialni pivodce onemocnéni z potravin v Evropé
(Glasset et al. 2018). Celosvétove tvoti onemocnéni zpusobené B. cereus 1,4 az 12 % vsech
pfipadi alimentarnich otrav. Autofi také uvadeji, ze se jednd o znacné podhodnocenou
statistiku, protoze fada pfipadd neni nahlasena (Grutsch et al. 2018). V letech 2007 az 2014

bylo nahlaSeno c¢lenskymi staty Evropské Unie 413 potravin obsahujicich B. cereus, které

Tirloni et al. (2017) uvadéji v tomto obdobi celkem 453 infikovanych potravin s mirou
hospitalizace 5,3 %. Nakazy B. cereus jsou nej¢astéji hlaseny v Evropé a Cing (Hui Juan et al.
2016).



3.1.1.2.2.1.1 Prijmové onemocnéni

Prvni prikaz priajmového onemocnéni zptisobeného B. cereus byl popsan v Norsku
vroce 1955 béhem experimentu, kdy jedinec zkonzumoval omécku s vysokym poctem
B. cereus (108 KTJ/ml). Vysledkem byly bolesti bficha a silny prijem (Logan 2011; Griffiths
& Schraft 2017). Infekéni davky se pritom pohybuji jiz od 10* bunék. Onemocnéni ma rychly
kratkodoby prab¢h, obvykle tedy nevyzaduje zadnou 1é¢bu. Nastupuje 8-16 hodin po poziti
kontaminované¢ho jidla a obvykle mizi do 24 hodin. Je pro néj charakteristickd bolest bficha
spolu s vodnatym prijmem. Typické potraviny, které jsou zdrojem nakazy, jsou maso a masné
produkty, zelenina, kofeni ¢i vajicka (Logan 2011; Griffiths & Schraft 2017; Osimani et al.
2018).

Bacillus cereus produkuje fadu proteinovych toxint, z nichz 3 se podileji pravé na
prujmovém onemocnéni (hemolyzin BL, nehemolyticky enterotoxin a cytotoxin K). Byly ale
izolovany 1 dalsi 3 enterotoxiny (T, FM a S), u kterych zatim patogenita nebyla prokézana. Po
poziti potravin, s uréitym mnozstvim spor, je vV tenkém stfevé produkovan jeden nebo vice
enterotoxind, které poskozuji integritu membran epitelovych bunék. Produkce enterotoxinu
muze probihat v teplotnim rozsahu 10-43 °C s optimem 32 °C (Logan 2011; Griffiths & Schraft
2017; Osimani et al. 2018).

Hemolyzin BL (Hbl) je produkovan zhruba 60 % kmeni B. cereus, mize byt ale
produkovan i nékterymi kmeny jinych druhti skupiny B. cereus jako B. thuringiensis nebo
B. mycoides. Hbl se sklada ze tii slozek (frakce B a lytickych slozek L1 a L2), ty se vaZzou na
cilovou buriku a tvofi komplex, ktery zptisobuje rozklad bun€k skrze formaci pori v bunééné
membrané. Hbl ma hemolytickou, cytotoxickou a dermonekrotickou aktivitu. Zaroven ma také
schopnost ménit permeabilitu krevnich cév. Pro biologickou aktivitu jsou potieba vSechny 3
slozky Hbl (Visiello et al. 2016).

Nehemolyticky enterotoxin (Nhe) je produkovan téméf vsemi kmeny B. cereus a je tedy
povazovan za jeden z hlavnich faktori virulence. Skladé se ze tfi jednotlivych proteinovych
komponentli (NheA, NheB a NheC), kdy funkce NheC neni plné objasnéna, ale povazuje se za
nezbytnou pro kone¢nou syntézu toxinu. Komplexni Nhe pak zptisobuje rozklad membran
bunck stievniho epitelu formaci pérti ve fosfolipidové dvojvrstveé, coz vede k celkové lyze
bun¢k vlivem koloidné-osmotického tlaku. I pfes oznaceni nehemolyticky vykazuje
hemolytickou aktivitu vici erytrocytim riznych savct. Maximalni enterotoxicka aktivita byla
zjisténa pii poméru jednotlivych komponentd - NheA, NheB a NheC 10:10:1 (Doll 2012;
Visiello et al. 2016).
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Cytotoxin K (CytK) ¢asto byva oznacovan také jako hemolysin IV. Je to jednoslozkovy
protein s cytotoxickymi a hemolytickymi vlastnostmi. Pfesné mechanismy G¢inku zatim nebyly
plné objasnény, ale je znamo, Ze vytvaii pory v buikach epitelu, coz opét vede k jejich
usmrceni. Dosud byly popsany dva geny, které koduji dva rizné typy cytotoxinu K, CytK-1 a
CytK-2. Rozdily v sekvencich téchto gent byly vyuzity pro taxonomické ucely a daly vzniknout
novému druhu B. cytotoxicus, ktery nese CytK-1, zatimco B. cereus nese CytK-2 (Doll 2012;
Castiaux et al. 2015; Visiello et al. 2016).

3.1.1.2.2.1.2 Emetické onemocnéni

Emetické onemocnéni neboli intoxikace, je charakterizovano nevolnosti a zvracenim 0-
5 hodin po jidle. Délka trvani je pak obvykle 6-24 hodin. Nastava hlavné po konzumaci
ryzovych pokrmu, pasterované smetany, mlééného pudinku, téstovin nebo kojenecké vyzivy a
je zpusobeno jedinym toxinem zvanym cereulid. Cereulid je cyklicky dodekapeptid, jehoz
struktura je tvofena tfemi opakovanimi 4 aminokyselin a/nebo oxokyselin (D-O-Leu-D-Ala-L-
O-Val-L-Val)s. Diky své cyklické struktufe je vysoce termostabilni. Pfeziva i tepelné oSetieni
pii 121 °C po dobu 2 hodin. Nelze ho tedy z potravin odstranit zadnym naslednym zpracovani
¢1 oSetfenim typu vafeni, smazeni €1 prazeni. Je také odolny vii¢i kyselému prostiedi zaludku a
enzymatickému traveni. K akutnimu projevu intoxikace dochazi po poziti 8-10 pg toxinu na kg
télesné hmotnosti. Uvadi se, ze dostatenou koncentraci pro intoxikaci dosp€lého ¢lovéka
B. cereus vyprodukuje, pokud je v potraviné pfitomen v poétu 10° — 108 bunék/g. Produkce
toxinu neni spojena s procesem sporulace, ale vétsinou k ni dochazi v ¢asné stacionarni fazi
rustu. Cereulid je produkovdn za aerobnich a mikroaerobnich podminek, ne vSak za
anaerobnich. Optimalni teplota pro produkci cereulidu je 12-37 °C (Logan 2011; Doll 2012;
Visiello et al. 2016; Griffiths & Schraft 2017; Grutsch et al. 2018).

Shrnuti zakladnich informaci o onemocnénich zplsobenych Bacillus cereus je uvedeno

v Tabulce 1.
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Tabulka 1 - Piiznaky onemocnéni Bacillus cereus (upraveno dle Griffiths & Schraft 2017)

Prijmové onemocnéni Emetické onemocnéni
Inkubaéni doba 8-16 h 0,5-5h
Délka nemoci 12-24 h (n¢kdy > 24 h) 6-24 h
Infekéni davka 10°-107 bungk 10°-10® bunék na g jidla
Symptomy Bolest  bficha, vodnaty | Nevolnost, zvraceni, obCasny

prijem, ob¢asna nevolnost | prijem

Nejcastéjsi produkty Masné vyrobky, polévky, | Ryze, téstoviny, nudle,
mléko a mlééné vyrobky, | pe€ivo

zelenina, pudinky a omacky

3.1.1.2.2.1.3 Dalsi onemocnéni zptisobené B. cereus

Kromé otravy jidlem muze vyvolavat také lokalni infekce. Jako ptiklady lze uvést
septikémii, pneumonii, meningitidu, encefalitidu nebo o¢ni infekce (Glasset et al. 2018).

Zanétlivé onemocnéni plic (pneumonie) zptisobené B. cereus je podobné antraxu a muize
mit velice tézky pribéh. VétSina hlaSenych piipadl pneumonie je fatdlni, a to 1 pres
antibiotickou 1é¢bu. Piedpoklada se, ze k infekci dochazi skrze ustni dutin bud’ vdechovanim
spor nebo vegetativnich bunék a poté Sifenim do sousednich tkéani pfes krevni ob&h. Presné
mechanismy pasobeni u této formy onemocnéni jsou vSak stale nejasné (Savini 2016).
Vyskytuje se zejména u drogové zavislych, predCasné narozenych déti a pacientd s poruchou
imunity (Shimoyama et al. 2017).

Popsany byly také infekce mékkych tkani (Koelbl et al. 2018).

3.2 Vyskyt Bacillus spp.

Bacily jsou prakticky vSudypfitomné organismy. Jejich rozSifeni je mimo jiné
dasledkem schopnosti vytvaret spory, které bacily chrani vii¢i nepfiznivym podminkdm a
umoznuji prenos do ruznych prostiedi (Amodio-Cocchieri et al. 1998; Griffiths 2010). Zastupci
rodu jsou Siroce rozsifeni v suchozemskych i vodnich stanovistich. Mnoho druhti se bézné
vyskytuje v pade, vzduchu, vodg, rostlinnych a zivo¢isnych materialech, odkud se poté pomoci
kontaminovanych surovin (zelenina, kofeni, obili) dostavaji do potravin. Na obrazku 5 jsou

uvedeny mozné prenosové cesty lidského patogenu Bacillus cereus (Bron et al. 1990; Amodio-
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Cocchieri et al. 1998;lurlina et al. 2006; Griffiths 2010; Caamano-Antelo et al. 2015; Grutsch
et al. 2018; Osimani et al. 2018).

rhizosféra

= 1.
Lidské télo

Obrazek 5 - Prenos Bacillus cereus (Doll 2012)

Bacily se také vyznamné podili na kontaminaci nemocni¢niho prostredi, hlavné katetrq,
zafizeni pro filtraci a ventilaci vzduchu, roztokii na bazi alkoholu, rukavic, tub na odbér vzorkii,
gaz S impregnovanou naplasti a mnoho antiseptik. Bylo zjisténo, Ze je schopen pietrvavat i pies

rutinni postupy ¢isténi (Glasset et al. 2018; Grutsch et al. 2018).
3.2.1 Vyskyt v potravinach

Jedna se o jednu z hlavnich bakterii, ktera se podili na alimentarnich onemocnénich a
na kazeni potravin. Kontaminace potravin je zplisobend rozmanitou Skéalou prostiedi, kde
mohou prezivat a nejCastéji napadanymi potravinami jsou mlécné produkty, maso, détské
prikrmy, ryze, zelenina, kofeni a ceredlie. Proto je jejich monitoring velmi dualezity pro
zachovani kvality a bezpecnosti potravin. Mezi jednu z nejkontrolovangjsich komodit patii
pravé détské piikrmy, jelikoz déti jsou nachylngjsi k infekci zptisobené rodem Bacillus, a to
z divodu méné vyvinutého imunitniho systému a nedostatku konkurenc¢ni stfevni mikrobioty

(Bron et al., 1990; Caamano-Antelo et al., 2015; Contesini et al., 2018; Sadek et al. 2018).

3.2.1.1 Vyskyt v mléce a mléénych vyrobcich

Zastupci rodu Bacillus jsou uvadéni jako soucast zakladni mikrobioty syrového mléka.
Ke kontaminaci mize dochazet skrze krmivo nebo podestylku obsahujici spory, které se
dostavaji do kontaktu s vemeny. Mléko miiZze byt dale kontaminovano béhem transportu anebo
v mlékarn¢ béhem zpracovani. Pocet spdr v syrovém mléce se méni v prubehu celého roku,
obecné jsou ale nejvyssi v zim¢, kdy jsou dojnice ustajeny. Porcellato et al. (2018b) zase uvadi,
7e mnozstvi bakterii skupiny B. cereus neni ani tak ovlivnéno druhem mléka nebo ro¢nim
obdobim, ale predevsim teplotou a dobou skladovani. Kazdopadné se jedna o proces nezadouci,
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jelikoz rizné druhy Bacillus sp. produkuji fadu proteolytickych enzymu schopnych degradovat
slozky mléka a tim ho ¢init nepfijatelnym pro konzumaci (Grutsch et al. 2018; Porcellato et al.
2018a). V mléce a mlécnych vyrobcich se nejcastéji vyskytuji B. cereus, B. subtilis a B.
licheniformis (Kalhotka et al. 2011).

Byla také testovana schopnost kliceni spor Vv ruznych typech mlécnych vyrobku
(neochuceny jogurt, syr Taleggio, syr mascarpone a syrové a pasterizované mléko) a ristu 2
kment B. cereus (klinicky izolat a izolat z mlééného produktu). V jogurtu nebyl pozorovan
zadny rust a to nejspiSe v dasledku kombinace nizkého pH (< 5) a piitomnosti jogurtové
kultury. Inhibi¢ni ucinek ptirozené mikrobioty byl také zjistén v syru Taleggio a syrovém
mléce, kde dominuji pfedevsim bakterie mléEného kvaseni. V pasterizovaném mléce a syru
mascarpone, kde nebyla pfitomna Zzadna piirozena mikrobiota, dochazelo k rychlému
pomnoZeni, a to az na 107 KTJ/g. B. cereus je ¢asto nalézan piedevsim ve zmrzling, suSeném
mléce, dale pak ve fermentovaném a pasterovaném mléce. Prevalence jeho vyskytu v téchto
produktech byla ve studiich (Wong et al. 1988; Tirloni et al. 2017; Cadirci et al. 2018; Yusuf
et al. 2018) zjisténa v rozmezi 2 — 52 %, kdy nejvétsi % vyskytu bylo u zmrzlin (52 %), dale
potom u suSené¢ho mléka 29 %, fermentovaného mléka 17 % a u pasterovaného mléka pouze
2 %. V mléce se B. cereus vyskytoval také v téchto studiich Bartoszewicz et al. 2008; Zhou et
al. 2008a; Banyko & Vyletélova 2009; De Jonghe et al. 2010; Yu et al. 2018; Yusuf et al. 2018.
Dal$imi nalezenymi druhy jsou B. pumilus (De Jonghe et al. 2010), B. licheniformis (Banyko
& Vyletélova 2009; De Jonghe et al. 2010), B. thuringiensis (Zhou et al. 2008a), B.
weihenstephanensis (bazonym B. mycoides) (Bartoszewicz et al. 2008) a B. mycoides (Zhou et
al. 2008a). Dokonce byl nalezen i Bacillus sporothermodurans v UHT mléce (Tabit 2018).

3.2.1.2 Vyskyt v dehydratovanych vyrobcich

Podle vyhlasky ¢. 398/2016 o pozadavcich na kofeni, jedlou stl, dehydratované
vyrobky, ochucovadla, studené omdacky, dresinky a hoicici jsou dehydratované vyrobky
charakterizovany jako potravina vznikla smisenim slozek se snizenym obsahem vlhkosti,
pastovité nebo sypké konzistence, kterd se pfed konzumaci obnovi zejména tekutinou. Tyto

vyrobky obsahuji nejvyse 15 % vody a fadi se sem produkty, které jsou uvedené v Tabulce 2.
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Tabulka 2 — Dehydratované vyrobky (Vyhlaska ¢. 398 / 2016)

Dehydratované vyrobky Polévka

Omacka

Bujon

Vyvar

Stava

Zaklad pokrmu

Smés pro ptipravu hotového pokrmu
Smés pro ptipravu dresinkil
Sm¢és pro ptipravu zalivky
Smés pro ptipravu dezertu
Sm¢és pro ptipravu krému
Sm¢és pro ptipravu polevy
Smeés pro ptipravu zmrzliny
Ptisada do polévky

Tato vyhléaska zaroven uvadi i smyslové pozadavky na jejich jakost a hodnoti se vzdy
po pripravé dle ndvodu. Vzhled, barva, konzistence, chut’ a viin€ musi byt charakteristické pro
druh vyrobku oznaceny na jeho obalu. Chut’ a viiné musi byt vlastni, bez cizich pfimési, nebo
jinak zménéné chuti a ving.

Dehydratované vyrobky maji nizkou aktivitu vody, vici které jsou spory odolné, a proto
dochdzi k jejich kontaminaci piedev§im sporulujicimi mikroorganismy. Dehydrované
potraviny, ve kterych je ¢asta pfitomnost spor, mohou byt po rehydrataci vhodnym substratem
pro nasledné pomnozeni Bacillus spp. ¢i zdrojem kontaminace dalSich pokrmi. Mezi slozky
s velkym potencidlem kontaminovat Sirokou Skdlu produktii patfi kofeni a riizné byliny
(Székacs et al. 2018), kde Ize celkem nalézt az 108 KTJ v1 g (Spiced 2016). Nékteré
dehydratované potraviny vcetn€ suSené pocate¢ni kojenecké vyZivy a suSenych dietnich
potravin jsou konzumovany potencialn¢ choulostivymi spotiebiteli, a proto, v souladu se
stanoviskem EFSA by mély byt pocty spor B. cereus v téchto komoditach co mozna nejnizsi a
kromé osvédcenych postupll ur€enych ke zmenSeni Casové prodlevy mezi piipravou a
spotiebou by mélo byt stanoveno kritérium hygieny vyrobniho procesu (Natfizeni Komise (ES)
¢. 1441/2007). Kontaminace mikroorganismy muize nastat v mnoha fazich vyrobniho procesu
a distribuce, viz Obrazek ¢. 6, a mohou pro spotiebitele pfedstavovat vazné riziko (Székacs et
al. 2018).
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Obrazek 6 - Dodavatelsky fetézec kofeni a bylin (Spiced 2016)

V ramci EU byl zaveden projekt ,,SPICED* financovany Evropskou unii, jehoz cilem
bylo zabezpeceni koteni a bylinek v Evropé€, od primarni vyroby az po potraviny ptipravené ke
konzumaci spotiebitelem, proti umyslné, ndhodné nebo pfirozené biologické a chemické
kontaminaci a tim i ochrané zdravi evropskych spotiebitelti. Tento program byl zahajen v roce
2013 s cilem zvysit bezpecnost dodavatelskych fetézcti v Evropé. SPICED se zaméfilo na
potravinaiské piisady s nizkou vlhkosti, suSené¢ bylinky a kotfeni. VétSinou se tyto komodity
dovazi jako susené suroviny ze zemi mimo EU. Projekt trval celkem 3 roky a stal 4 586 455
eur. Spolupracovalo na ném celkem 11 partnertt ze 7 zemi EU (Némecko, Rakousko, Litva,
Nizozemi, Mad’arsko, Irsko a Slovensko). Konsorcium vybralo produkty ke zkoumani
v zavislosti na mnozstvi vyrobeném nebo spotfebovaném v Evropé, potencidlu zabranit
kontaminaci a ¢etnosti oznameni tykajicich se kontaminace. Mezi vybrané druhy patfily pepf,
paprika, muSkatovy ofiSek, nové koteni, vanilka, petrzel, oregano a bazalka. V centru sledovani
byla kontaminace Bacillus spp., Salmonella spp. a Escherichia coli.

Diky tomuto projektu vznikly tdaje o kontaminaci na narodni, evropské a mezinarodni
urovni. Zainteresované strany tak byly podpoteny pii identifikaci kritickych kontrolnich mist
s cilem omezit Sifeni kontaminantii. Vetejnosti byly na vzdélavacich seminafich a konferencich
poskytnuty dulezit¢ informace o bezpecnosti potravin a védecké vysledky tykajici se
soucasného stavu. Tento projekt byl zavrSen sympoziem v Berling, kde diky v§em provedenym
analyzam, byl prezentovan uceleny piehled 0 kontaminaci téchto potravin. Ze skupiny
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B. cereus, bylo nalezeno 59 izolati. Kromé jednoho izolatu, ktery byl identifikovan jako
B. mycoides, nesly vSechny ostatni kmeny geny kodujici jeden ¢i vice toxind. Nejcastéji §lo 0
toxiny, zpusobujici priajmové onemocnéni (Hbl, NheA a CytK). Toxin zpusobujici emetické
onemocnéni (cereulid) byl nalezen jen u jednoho izolatu. Déle dosli k zavéru, Ze pocet B. cereus
se spravnym zpusobem skladovani snizuje v prumeéru o logio 0,39 £ 0,15 za 50 tydna (Spiced
2016).

3.2.1.3 Vyskyt v ostatnich potravinach

V piipadé medu, se jeho fyzikalné-chemické vlastnosti, jako je pH, obsah vody,
oxidacné-redukeni potencial, antimikrobidlni slozky a koncentrace cukru, stavaji vhodnymi pro
pteziti mikroorganismi tvoticich spory. Také existuji informace o pfitomnosti Bacillus spp. na
rybich produktech. Rybi svaly jsou obvykle sterilni, ale mikroorganismy jsou obsazeny na kizi,
zabrach a v zazivacim traktu a pii Spatné manipulaci dochazi ke kontaminaci masa. Mnozstvi
mikroorganismi zavisi na prostedi, kde byla ryba ulovena (lurlina et al. 2006; Griffiths 2010;
Grutsch et al. 2018).

Krom¢ medu a ryb se muze Bacillus vyskytovat také v ryzi, tofu, ¢aji nebo tieba
téstovinach. V ryzi byly nalezeny druhy B. cereus (Ankolekar et al. 2009; Kim et al. 2014;
Hwang & Huang 2019), B. thuringiensis (Ankolekar et al. 2009; Kim et al. 2014), B. mycoides
(Ankolekar et al. 2009). V tofu byly zjistény B. cereus, B. thuringiensis, B. megaterium a B.
subtilis (Lee et al. 2017a). A dalsi nalez B. cereus byl hlasen v zeleném ¢aji (Zhou et al. 2008b).

3.3 Vyuziti Bacillus

Nékteré druhy ¢i kmeny Bacillus spp. jsou naopak vyuzivany pro vyrobu
fermentovanych potravin, jako aditivum pro vyzivu zvifat nebo jako probiotika. Dale se
vyuzivaji v riznych odvétvich primyslu pro vyrobu 1é¢iv, enzymu ¢i surfaktantt (lurlina et al.,

2006; Contesini et al., 2018).
3.3.1 Probiotika

Probiotika jsou definovana jako zivé mikroorganismy, které v pripad¢, ze jsou podavany
v odpovidajicim mnozstvi, poskytuji hostiteli zdravotni piinos (Hill et al. 2014). Druhy Bacillus
jsou pro vyuziti jako probiotika velice atraktivni, jelikoz jsou schopny vydrzet v Kyselém
prostiedi Zaludku a maji schopnost dlouho ptezit v prostiedi traviciho traktu (Cutting 2011;

Logan 2011; Jeon et al. 2018). Mezi dalsi vyhody Bacillus spp, oproti vS§em bézné vyuzivanym
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kmenam (napi. Lactobacillus), patii schopnost uchovavani v susené formé neomezen¢ dlouhou
dobu bez jakéhokoliv nezadoucimu vlivu na jejich Zivotaschopnost. (Logan 2012; Lakshmi et
al. 2017; Jeon et al. 2018). Produkuji také fadu biologicky aktivnich latek, které vykazuji
antagonistické vlastnosti proti patogennim bakteriim. Dale se uvadi, ze zmirnuji alergické
symptomy a zanétliva infekéni onemocnéni gastrointestinalniho traktu (Lee et al. 2017b).

Jako probiotika je Bacillus vyuzivan po dobu nejméné 50 let v italském produktu
Enterogermina, zaregistrovaném v roce 1958 (Obrazek 7). Obsahuje spory B. clausii a
jeho ucelem je piedchazet prijmim. Dalsi piiklady probiotik obsahujici Bacillus jsou
Bactisubtil, Bio-Kult, Biosporin, Biovicerin, Bispan, Sustenex, Lactospore, Neolactoflorene
nebo Domuvar (Cutting 2011; Logan 2011; Lakshmi et al. 2017; Majeed et al. 2018). Tato
probiotika jsou zobrazena na Obrazku 8. V Tabulce ¢.3 je shrnuto, ktery druh Bacillus dané
probiotikum obsahuje a lze z ni vy¢ist, Ze nejcastéji jsou do probiotik vyuzivany B. cereus, B.
subtilis nebo B. coagulans.

B. subtilis vykazuje prospésné probiotické ucinky, véetné tvorby antimikrobialnich
latek, stimulace imunitniho systému a celkového zlepseni stievni mikrobioty. Maji také historii
pouziti pii ptipravé nckolika tradi¢nich fermentovanych potravin (mlééné vyrobky, kimchi,
sojové fermentované potraviny a fermentované maso). Konzumace téchto potravin je spojena
s mnoha zdravotnimi pfinosy, jako je zvySena imunita a antialergické ucinky (Lefevre et al.

2017; Lee et al. 2017b).
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Obrazek 7 - Enterogermina (Cutting 2011) Obrazek 8 — ostatni probiotika (Google)
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Tabulka 3 - Probiotika rodu Bacillus pro lidské vyuziti (Cutting 2011)

Probiotikum Druh Bacillus
Bactisubtil B. cereus
Bio-Kult B. subtilis
Biosporin B. subtilis

B. licheniformis
Biovicerin B. cereus
Bispan B. polyfermenticus
Sustenex B. coagulans
Lactospore B. coagulans
Neolactoflorene B. coagulans
Domuvar B. clausii

B. subtilis

Mnohé kmeny Bacillus byvaji aplikovany jako probiotika pro zvifata (Abbas & Amran
2018). Pouzivaji se pro podporu rustu a jako prevence proti infekcim (Cutting 2016). Mezi
probiotika aplikovana pfi vyziveé zvifat patii produkty: AlCare (B. licheniformis) a Esporafeed
Plus (B. cereus) pro prasnice, BioGrow (B. licheniformis a B. subtilis), Lactopure (B.
coagulans) a Neoferm BS 10 (B. clausii) se vyuzivaji pro drubez, telata a prasnice, BioPlus (B.
licheniformis a B. subtilis) pro prasata, kutata a kriity a Toyocerin (B. cereus) je uréen pro
druibez, telata, kraliky a prasnice (Cutting 2011). Probiotika jsou téz vyuzivana v akvakultuie,
kde pomahaji zlepsit rist a zdravi ryb ¢i ke zvySeni odolnosti proti chorobam u krevet (Cutting
2016). Znama probiotika vyuzivana v akvakultufe jsou BaoZyme-Aqua (B. subtilis), Biostart
(B. megaterium, B. licheniformis, Paenibacillus polymyxa, B. subtilis) a Promarine (B. subtilis)
(Cutting 2011).

Vzhledem k patogennimu potencialu nékterych druht ¢i kment je nezbytné prokazat
absenci faktorl virulence a zdravotni nezdvadnosti dfive, neZ miiZze byt dany organismus uznan,
jako probiotikum (Horackova 2010). Nékteré kmeny, byt’s probiotickym potencialem a absenci
faktori virulence nelze vyuzit z dvodu rezistence vici antibiotikiim. Pozadavky na citlivost
viuci konkrétnim latkdm a minimalni inhibi¢ni koncentrace stanovuje EFSA (2008). Studie
zamétena na charakterizaci B. clausii s cilem vyuzit dany kmen jako probiotikum prokazala
rezistenci na tii antibiotika (klindamycin, erythromycin a chloramfenikol). Geny, které

rezistenci koduji, byly ale lokalizovany na chromozomalni DNA, nikoliv na mobilnim

19



genovém elementu, tudiz byl pfenos rezistence na jiny organismus shledan jako
nepravdépodobny a konzumace B. clausii pro ¢lovéka bezpecna (Lakshmi et al. 2017).

B. cereus probiotika nesou ¢asto enterotoxinové geny. Z tohoto dtvodu byl produkt
Paciflor, ktery byl pouzivan v krmivech, stazen z trhu v EU. Stale pouZzivané jsou napiiklad

Toyerocin a Bactisubtil, které ale obsahuji stejny kmen B. cereus jako Paciflor (Cutting 2011).
3.3.2 Antimikrobialni latky

Je znamo, ze nékteré druhy Bacillus produkuji Sirokou Skalu antimikrobialnich latek.

Témi jsou antibiotika nebo bakteriociny (Collins et al. 2016).

3.3.2.1 Bakteriociny

Bakteriociny jsou malé antimikrobialni peptidy produkované grampozitivnimi i
gramnegativnimi bakteriemi. Na rozdil od antibiotik jsou syntetizovany ribozomalné a nejen ve
stacionarni fazi rustu. Jejich spektrum ucinku je obvykle tizké, pfi¢emz inhibovany byvaji
bakterie stejného nebo blizce piibuzného druhu. Hraji dualezitou roli v potravinaiském
primyslu, kde mohou poskytovat vyhody v oblasti kvality a bezpecnosti potravin. Nejvice se
vyuzivaji k inhibici rastu bakterialnich patogenu, jako jsou Listeria monocytogenes, Bacillus
cereus, Bacillus thuringiensis, Salmonella nebo Staphylococcus aureus. Dale se vyuzivaji také
ve zdravotnictvi jako alternativa antibiotik (Collins et al. 2016; Jamaluddin et al. 2018).

Celkem jsou popsany 3 zakladni tfidy bakteriocint, které se pak dale déli do podtiid.
Prvni zahrnuje posttranslaéné modifikované peptidy. Druha tiida jsou bakteriociny, u kterych
po procesu translace nedochazi k posttransalénim modifikacim a do treti tfidy se fadi velké
termolabilni proteiny (Collins et al. 2016; Jamaluddin et al. 2018). Z hlediska vyuziti pro
potravinaiské Ucely jsou doposud nejvyznamnéjsi skupinou bakteriociny tfidy Ia, takzvana

lantibiotika.

3.3.2.1.1 Lantibiotika

Lantibiotika se fadi do I. tfidy bakteriocint (3-10 kDa). Jsou ribozomaln¢ syntetizovana
jako inaktivni prekurzory a posttranslaéné modifikovana na jejich biologicky aktivni formy.
Obsahuji neobvyklda modifikovana rezidua aminokyselin, kterymi jsou lanthionin a
methyllanthionin (Caetano et al. 2011). Lantibiotika ptsobi proti riznym grampozitivnim
bakteriim, pficemz mechanismus G¢inku spoc¢iva Vv inhibici syntézy peptidoglykanu bunééné
stény. Jind (napf. nisin) zase zpusobuji vznik pért v cytoplazmatické membrané (Kotlafova
2009; Lee & Kim 2011;).
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Jednd se o skupinu, kterd je obecné¢ povazovdna za bezpeCnou pro pouziti
V potravinarstvi. Zejména nisin, produkovany bakterii Lactococcus lactis, ma dlouhou tradici
ve vyuziti jako konzervant, s ozna¢enim E234. Mezi znama lantibiotika ziskana z Bacillus spp.
patii lichenicidin, produkovany B. licheniformis a skladajici se ze dvou peptidd, blia a blif.
Tyto peptidy jsou zobrazeny na Obrazku 9. Komplex lichenicidin je wéinny proti
Staphylococcus aureus a Listeria monocytogenes, které jsou rezistentni vac¢i meticilinu
(Caetano et al. 2011).
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Obrazek 9 - Peptidy lantibiotik lichenicidin (Caetano et al. 2011)

Dalsim popsanym bakteriocinem této tfidy je clausin, ziskany z probiotického kmene
B. clausii. Pasobi proti grampozitivnim, ale z €asti i proti gramnegativnim bakteriim.
Specificky se vaze na lipidy, které tvoii peptidoglykan a ostatni polymerybakterialni stény
(Kotlafova 2009; Collins et al. 2016). Siroce je vyuzivan hlavné v Italii a to jiz od 60. let 20.
stoleti. PouZziva se ptedevs§im pro 1écbu virovych prijmi (Frithauf et al. 2016).

Nasledujicim lantibiotikem je subtilin produkovany B. subtilis. Sklada se z 32 AMK, z
nichZ je 8 modifikovano (Lee & Kim 2011). Dalsi lantibiotika produkovana B. subtilis jsou
naptiklad ericin A, ericin S, mersacidin a sublancin (Lawton et al. 2007).

V roce 2016 byl z Bacillus paralicheniformis izolovan formicin, nové dvou peptidové
lantibiotikum. Je mnohem mén¢ hydrofobni nez jakékoliv ekvivalentni lantibiotikum. Ma také
Siroké spektrum ucéinku proti grampozitivnim patogeniim, napi. Staphylococcus aureus,
Clostridium defficile, Listeria monocytogenes (Collins et al. 2016).

Dalsim lantibiotikem je thusin, ziskany z B. thuringiensis. Sklada se z peptidt Thsa a
Thsp. Je vysoce tepelné stabilni (100 °C po dobu 30 minut) a pH tolerantni (pH 2,0 — 9,0).
Vykazuje u¢innost proti grampozitivnim bakteriim a riznym bakterialnim patogentim (Bacillus
cereus, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Staphylococcus sciuri, Enterococcus
faecalis a Streptococcus pneumoniae). Je schopny také inhibovat kli¢eni spor B. cereus. Diky

silné antimikrobialni aktivit¢ ma potencial pro vyvoj novych léciv (Li et al. 2016b).

21



B. halodurans produkuje lantibiotikum zvané haloduracin. Jedna se o Sirokospektralni
dvoupeptidové lantibiotikum. Je u¢inné proti velkému poctu grampozitivnich bakterii véetné
laktokokti a bakterii rodu Listeria, Streptococcus, Enterococcus, Bacillus ¢i Pediococcus
(Lawton et al. 2007).

3.3.2.2 Antibiotika

Antibiotika jsou nizkomolekuldrni antimikrobidlné¢ puasobici latky, produkované
mikroorganismy ve staciondrni fazi rustu. Po chemické strance to jsou latky velice riiznorodé a
na rozdil od bakteriocinli jsou syntetizovany multienzymovymi komplexy, nikoliv
ribozomalné. Mezi nejznaméjsi antibiotika produkovana rodem Bacillus patiéi polymyxiny.
Nejcastéji vyuzivanymi jsou polymyxin B (PMB) a kolistin (polymyxin E) produkované
bakterii Paenibacillus (Bacillus) polymyxa. Vyuzivaji se do farmaceutickych pfipravkl a zajem
o n¢ roste. Je stdle malo znalosti o tom, jak je optimalné pouzivat, a proto jsou t0 vétSinou
antibiotika posledni volby, pro zivazné infekce, které se nedaji jinak vylégit. Uginkuji proti
gramnegativnim bakteriim (nejcastéji Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii a
Klebsiela pneumoniae). Rezistence téchto gramnegativnich bakterii vuéi polymyxinim je
V soucasnosti nizka. Vysokd rezistence na polymyxiny by znamenala naprosty nedostatek ATB
pro 1é¢bu zivot ohrozujicich infekci zptisobenych danymi gramnegativnimi bakteriemi (Velkov
et al. 2010). B. polymyxa produkuje i nasledujici antibiotika: gatavalin, jolipeptin, gavaserin ¢i
saltavalin (Pichard et al. 1995).

Dalsim antibiotikem je bacitracin ziskany z B. subtilis a nékterych kment
B. licheniformis. Je pH neutralni, ve vodé rozpustny, netoxicky a tepeln¢ stabilni. Plisobi hlavné
proti grampozitivnim organismiim, gonokoktim a na jeho ptisobeni jsou citlivé i meningokoky.
Pouziva se také jako Sirokospektralni antibiotikum proti bakteriim zptsobujicim kozni infekce
(Johnson et al. 1945; Radeck et al. 2016).

Mezi antibiotika produkovana Bacillus patii dale kanosamin, zwittermicin A, ituriny,
gramicidin, fengycin, plipastatin ¢i kurstakin. Syntéza kanosaminu byla prokazana u nékolika
druhd, napt. B. pumilus, B. subtilis nebo B. cereus. Ma silnou inhibi¢ni aktivitu proti plisnovym
patogenim Oomycetes a mirnou proti Ascomycetes (Aspergillus flavus, Botrytis cinerea nebo
Sclerotinia spp.), Basidiomycetes (Rhizoctonia solani, Ustilago maydis) a Deuteromycetes
(Alternaria spp., Helminthosporium spp., Fusarium spp.). Zwittermicin A je antibiotikum
produkované B. cereus. M4 Siroké spektrum inhibi¢ni aktivity proti ur€itym grampozitivnim a

gramnegativnim bakteriim nebo eukaryotickym organismim. Ituriny jsou velkd skupina
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antibiotickych sloucenin zahrnujici bacillomycin D a F, bacillopeptin, itulin A a C a
mykosubtilin. Jeho syntéza byla prokéazana napt. u B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, B.
pumilus a B. subtilus. Fengycin je uzite¢ny pii biologické likvidaci larev komart a rostlinnych
patogenti degradujicich jejich bunécnou strukturu a permeabilitu membran. Mohou také
inhibovat tvorbu biofilmu nékterych bakterii a degradovat polycyklické aromatické
uhlovodiky. Je produkovan druhy B. subtilis, B. amyloliquefaciens nebo B. licheniformis.
Kurstakiny jsou neribozomalni syntetizované lipoproteiny, produkované B. thuringiensis a
jinymi druhy ze skupiny Bacillus cereus. Vyjimkou jsou B. anthracis a B. cytotoxicus, u kterych

produkce tohoto antibiotika doposud popsana nebyla (Kevany et al. 2009; Alina et al. 2015).
3.3.3 Ostatni vyuziti

Nekteti zastupci rodu Bacillus jsou vyuzivany k vyrobé produkti na ochranu rostlin,
K vyrob¢é enzymii nebo k vyrobé fermentovanych potravin. Vyuziti ale nasel i pfi vyrobé
Samponu pro psy, kdy je do vyrobku pfidavan probioticky kmen B. subtilis. Tento Sampon
slouzi k rozkladu riznych pachnoucich molekul, vylu¢ovanych mikrobiotou kiize (URL4).
jeho kmeny pouzivaji v insekticidnich pfipraveich. Jako biopesticid se pouziva diky své
schopnosti syntetizovat insekticidni proteiny béhem sporulace a vegetativni faze. Jiné druhy
zase produkuji silné extracelularni enzymy, diky kterym se pouZivaji v biologickych
jeho oblast ptsobeni z oblasti insekticidi do oblasti konzervace potravin (Blackburn &
McClure 2009; Lee & Kim 2011; Huang et al. 2016; Kimura & Yokoyama 2019).

Druhy, jako je B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. alkalophilus a B.
lentus maji vlastnosti, které se daji vyuzit ve fermentacnim prumyslu potravin. Ve vychodni
Asii se jednd hlavné o produkty na bazi soji, lusténin, zeleniny a produkujici riizné
antimikrobialni peptidy, které vykazuji antibakterialni nebo antifungalni aktivity (Blackburn
& McClure 2009; Lee & Kim 2011; Kimura & Yokoyama 2019).

3.4 Legislativa

V roce 2005 bylo vydano komisi Evropského Gtfadu pro bezpec¢nost potravin (EFSA)
stanovisko k Bacillus cereus a dalsim Bacillus spp. v potravinach. EFSA zde dospéla k zavéru,
ze jednim z hlavnich kontrolnich opatieni je kontrola teploty a zavedeni systému zalozeného

na zasadach analyzy rizika a kritickych kontrolnich bodt (Nafizeni Komise (ES) ¢. 1441/2007).
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V soucasnosti Nafizeni Komise (ES) ¢. 1441/2007 stanovuje limity pouze pro vyskyt B. cereus
u susené pocatecni kojenecké vyzivy a susenych dietnich potravin pro zvlastni 1écebné tcely
uréené pro kojence do Sesti mésici. Konkrétni limity pro tyto potraviny jsou uvedeny v Tabulce
¢.4. Toto nafizeni je zavazné a pravné vymahatelné. Dale jsou limity pro pfipustné mnozstvi
B. cereus V riiznych typech potravin uvedeny v éeské technické normé CSN 56 9609 — Pravidla
spravné hygienické praxe — Mikrobiologicka kritéria pro potraviny. V soucasné dobé jsou
technické normy kvalifikovanych doporucenim, které neni zévazné. Jejich pouzivani je
dobrovolné, avSak vyhodné k udrzeni vysokych standarda pro kvalitu a bezpecnost potravin.
Monitoring B. cereus se doporucuje v potravinach typu lahidkarské vyrobky s majonézou i bez
ni, pekatské a cukratské vyrobky, mlé¢né pudinky, krémy ¢i dezerty. Obecné byvaji ptipustna
mnozstvi B. cereus v rozmezi 10° az 10° kolonie tvoficich jednotek (KTJ) na 1 gram & mililitr

vzorku, v zavislosti na konkrétni komodité. Né&které oblasti vSak stanovily ptisnéjsi limity: na

Tchaj-wanu je povoleny limit pro viechny potraviny 102 KTJ/g (ml) (Li et al. 20164a).

Tabulka 4 — Piedpokladany vyskyt B. cereus u susené pocatecni kojenecké vyzivy a susenych
dietnich potravin (Nafizeni Komise (ES) €. 1441/2007)

Plan odbéru Limity Analyticka | Faze, na niZ se Opatieni, v pripadé
vzorki referen¢ni kritérium nevyhovujicich
n C m M metoda vztahuje vysledku
5 1 50 500 | EN/ISO Konec vyrobniho | Prevence opétovné
KTJ/g | KTJg | 7932 procesu kontaminace, zlepSeni
hygieny vyroby, vybér
surovin

n = pocet jednotek tvoficich vzorek, ¢ = pocet jednotek vzorku, jejichz hodnoty lezi mezi m a M,

m = mnozstvi MO pfipustné u vSech jednotek n, M = mnozstvi MO u vzorkl s rozsahem < ¢

3.5 Metody stanoveni a identifikace

Jak jiz bylo vySe uvedeno, dle platnych pravnich piedpisi a norem, je vyzadovan
monitoring vyskytu pouze B. cereus. CSN EN ISO 7932 (560092) doporuéuje stanoveni po&tu
presumptivnich B. cereus kultivacni metodou za pouziti Mannitol Yolk Polymyxine B agar
(MYP). K identifikaci bakterialnich druhd se nejcastéji pouzivaji techniky: kultivacnich a
sérologickych metod, polymerazova tetézova reakce (PCR), pulzni gelova elektroforéza nebo
hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice s priletovym

analyzatorem (MALDI-TOF MS) (Grutsch et al. 2018).
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3.5.1 Kaultivaéni metody

Pro detekci a izolaci jsou komeréné dostupnd chromogenni média, ktera dokazi odlisit
jednotlivé mikroorganismy (MO) na arovni rodi i druht. RozliSuji je na zakladé specifické
reakce MO se slozkami média, kterd se projevi odpovidajici barvou jejich kolonii. Piikladem
chromogennich médii jsou CHROMagar, Brilliance Bacillus cereus agar nebo HiCrome
Bacillus agar (Demnerova 2012).

CHROMagar slouzi k detekci a stanoveni skupiny B. cereus, kterd zde vytvari
intenzivni modré kolonie s bilym ,,halo efektem* okolo, zatimco ostatni druhy Bacillus vytvaii
kolonie modré az bezbarvé, které mohou byt Gplné potlaéeny. Umozniuje detekovat Bacillus ve
vzorcich jiz béhem 24 hodin pii kultivaci o teploté 30 °C (URLDS).

Brilliance Bacillus cereus agar je chromogenni médium pro izolaci a diferenciaci B.
cereus ze vzorkl potravin. Agar obsahuje chromogenni substrat, ktery je St€épen enzymem [3-
glukosiddzou, pfitomnym u B. cereus. Diky tomu vznikaji na agaru modro-zelené kolonie.
Polymyxin B, ktery se do agaru pfidava, inhibuje ostatni druhy Bacillus. Spolehlivé odlisit na
tomto médiu ovSem nelze nékteré blizce ptibuzné druhy skupiny B. cereus, diky identickému
biochemické profilu. Takovym druhem je napt. B. thuringiensis. Pro potvrzeni piislusnosti
k danému druhu jsou pak tfeba nasledné konfirmaéni testy. Vysledky jsou odecitany po 24
hodinové kultivaci pfi teploté 37 °C (URLS).

HiCrome Bacillus Agar je pouzivan pro izolaci a diferenciaci riznych druht Bacillus
z potravin, a to jak klinickych, tak i neklinickych vzorkt. Organismy fermentujici mannitol
rostou na tomto agaru jako zluté kolonie, zatimco B. cereus tvoii ploché modré kolonie
s modrymi stfedy. B. thuringiensis vytvaii kolonie modro-zelené s nepravidelnymi okraji.

Charakteristiky jsou pozorovatelné po inkubaci trvajici 24-48 hodin pii teploté 30 °C (URL7).
3.5.2 Sérologické metody

Kromé Zivotaschopnych bakterialnich bun¢k, 1ze také detekovat toxiny pfitomné ve
vzorcich. K tomu slouzi komerén€ dostupné kity, zaloZzené na reverzni pasivni latexové
aglutinaci (napt. BCET-RPLA "SEIKEN" pro detekci enterotoxinu — citlivost 1 ng/ml) nebo na
bazi imunologickych metod ELISA (naptf. Duopath® Cereus Enterotoxins pro soubé&znou
detekci hemolysinu BL (HBL) a nehemolytického enterotoxinu (Nhe) (Beecher & Wong 1994,
Day et al. 1994, Beattie & Williams 1999; Kotiranta et al. 2000).

ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) je enzymova imunoanalyza na pevné

fazi. Jedna se o vysoce specifickou a citlivou metodu. Casto se pouziva pro rutinni detekci B.
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cereus V klinickych a vyzkumnych laboratofich. Je zaloZzena na komeréné dostupnych
protilatkach a jejich reakei s antigenem. Protilatka je pfi této metod¢ ptichycena na pevny nosic,
kam je pridan vzorek interagujici s protilatkou. V dal§im kroku se aplikuje druha protilatka
znacena enzymem. Finalni detekce se uskuteciiuje enzymovou reakei, kdy je bezbarvy substrat
pfeménén na barevny produkt a méii se intenzita zbarveni. Princip této metody je zndzornén na

Obrazku 10 (Demnerova 2012; Xu et al. 2016).

Jamka mikrotitracni desticky ~ Imobilizace protilatky Vazba antigenu

>4 AL

Vazba druhé protilatky Inkubace s chromogennim Stanoveni produktu

S navdzanym enzymem substratem enzymu enzymové reakce

Obrazek 10 - Princip ELISA (Kodicek 2007)

3.5.3 Polymerazova ietézova reakce (PCR)

Techniku polymerazové fetézové reakce (PCR) vynalezl v roce 1985 americky chemik
Kary Mullis a v roce 1993 za ni obdrzel Nobelovu cenu. Jedna se o proces, ktery napodobuje
ptirozeny proces replikace DNA v podminkach in vitro. Diky této metod¢ lze vytvofit miliony
kopii cilového fragmentu DNA zjediné templatové molekuly (Grutsch et al. 2018).
Zjednodusené lze fict, ze umoziuje citlivou detekci a analyzu i nepatrného mnoZzstvi
nukleovych kyselin ve vzorku. Je zalozena na tiech zakladnich krocich. V prvni fazi se DNA
zahfiva na teplotu 94 az 98 °C. Pii této teploté dochazi k denaturaci dvojtetézce DNA a vzniku
jednotlivych vlaken. Ve druhém kroku tzv. hybridizaci ¢i annealingu dochazi k navéazani
primert (oligonukleotidovych sekvenci), které ohranicuji poZzadovany tisek DNA. Hybridizaéni
teplota zavisi na sekvenci a délce primerti. Obvykle se pohybuje v rozmezi 40 az 60 °C. Béhem
posledniho kroku je teplota opét mirn¢€ navysena na 70 az 72 °C a za ucasti enzymu taq DNA
polymerdzy je syntetizovano nové komplementarni vldkno. Tato fdze je oznafovéna jako
elongace ¢i extenze. Pro ziskani dostatecného mnozstvi klonli byva cely cyklus opakovan 30
az 50 krat, pticemz pocet kopii se po kazdém cyklu zdvojnasobi. Doba trvani jednotlivych

krokt se muze pohybovat od 10 sekund az po nékolik minut, v zavislosti na objemu a slozeni
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reakéni smési, délce pozadovaného useku, primarni sekvenci templatové DNA a typu taq DNA
polymerazy. Namnozenou DNA je pak mozné vizualizovat na agar6zovém gelu pomoci UV
zateni a vhodného barviva. Tento princip PCR je zobrazen na Obrazku 11 (Whitney et al. 2004;
Evans 2009; Yeung et al. 2009; Miotto et al. 2019).

Vznik jednofetézcovych
molekul DNA

Syntéza DNA

Vznik dvouviaknové
molekuly DNA

Obrazek 11 - princip PCR (URLS)

PCR je zdkladem mnoha metod a ma Siroké uplatnéni v praxi. Rutinné se vyuziva v
diagnostice onemocnéni lidi i zvitat a kontrole potravin. V zavislosti na ucelu analyzy jsou
zvoleny primery, které ohrani¢uji poZzadovany usek. Pro identifikaci mikroorganisma je hojné
vyuzivan jako universalni biomarker gen kodujici malou ribozomalni podjednotku — 16S rDNA
u prokaryot a 18S rDNA u eukaryot. U nékterych velmi blizce ptibuznych druhli ov§em nema
vzdy dostate¢nou diskriminacni schopnost a proto mohou byt jako biomarkery také pouzity
nékteré protein kodujici geny (Yeung et al. 2009; Miotto et al. 2019). Pro identifikaci ¢i prukaz
konkrétniho mikroorganismu se pouzivaji primery rodové ¢i druhové specifické. Dalsi
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moznosti vyuziti PCR je detekce gentl, které koduji faktory virulence (viz kapitola onemocnéni
zpusobené Bacillus cereus). Tyto geny je mozné detekovat ve smésném vzorku DNA nebo v
DNA cisté kultury a tim stanovit patogenni potencial daného kmene. Jednou z modifikaci PCR,
hojné vyuzivanou pro studium patogenniho profilu mikroorganismu, je multiplex PCR. Pti této
technice je béhem jedné reakce amplifikovano vice cilovych useki DNA (genl) zaroven.
Obvykle se ale nekombinuji vice nez 4 cilové sekvence, protoze je obtizné optimalizovat PCR
podminky pro vice parG primert tak, aby byla zajiSténa dostatecna citlivost specificnost a
ucinnost metody. Dalsim divodem je usnadnéni interpretace vysledku (Evans 2009).

Kvantitativni PCR nebo téz PCR v realném case (QPCR, RT PCR) je dalsi uzitecny
nastroj v mikrobiologii. Pouziva se pro pfesnou, automatizovanou a kvantitativni detekci
raznych MO ve vzorku. V tomto ptipadé probiha detekce vzniklych produktt jiz v pribéhu
vsech cyklu. Amplifikace DNA se monitoruje pomoci fluorescen¢niho signalu, ktery se méfti
po kazdém cyklu. Jeho intenzita odrazi okamzité mnozstvi DNA amplikont ve vzorku, v daném
Case a zvySuje se spolu s mnozstvim DNA. Sila signdlu je pfistrojem automaticky
zaznamenavana do kiivek. Jako fluorescenéni ¢inidla jsou pouzivané bud’ specifické, nebo
nespecifické sondy. Specifickymi jsou oligonukleotidové sondy znacené fluorescencné, které
se vazou na specificky usek DNA. Nespecifické sondy jsou zalozeny na fluorescenénich
(interkala¢nich) barvivech, které se pridavaji do smési a vazou se nespecificky do
dvoutetézcové DNA (Evans 2009; Demnerova 2012; Navarro et al. 2015; Kralik & Ricchi
2017; Miotto et al. 2019).

Dalsi variantou PCR jsou fingerprintové metody. Ty Se pouzivaji pro genotypizaci
bakterii, tedy pro studium jednotlivych genotypt. Jedna se o velice citlivou techniku, diky které
je mozné odlisit riizné kmeny v rdmci jednoho druhu (Demnerova 2012; Draganic¢ et al. 2017).
Mezi fingerprintové metody patii ndhodna amplifikace polymorfni DNA (RAPD),
interrepetitivni PCR (REP-PCR) nebo multilokusova sekvencni typizace (MLST). RAPD
(random amplification of polymorphic DNA) je pouZivana zejména pro analyzu DNA v oblasti
genotoxicity. Jedna se o citlivou metodu, schopnou detekovat i malé odchylky v profilech
genomu. Zahrnuje amplifikaci fragmenti DNA pomoci nahodné zvoleného primeru (8-12
nukleotidi). Produkt se vytvofi za piedpokladu, Zze existuji dvé podobna mista pro nasednuti
primeru, které jsou od sebe vzdaleny 3-4 kb. Tato metoda je uzitetna pro studium a
charakterizaci organismu v lékafstvi nebo potravinaistvi. Obdobnou technikou je REP-PCR
(repetitive element palindromic PCR). Metoda je cilena na nekddujici repetitivni sekvence,
které jsou rozptyleny v celém bakterialnim genomu. Rozdily mezi kmeny jsou vyhodnocovany
pomoci délek amplifikovanych tsek. Amplifikované DNA fragmenty predstavuji genomovy
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otisk prstu, ktery mize byt pouzivan k rozliseni poddruhit a vymezeni jednotlivych kmena
bakterii. MLST (multilocus sequence typing) je technika molekularni typizace na zaklad¢ tzv.
,housekeeping* gent. Pii této metodé je sekvenovan soubor vybranych protein koédujicich
gend, z nichz je pak vytvoien profil. Je to mezinarodné uznavana, rychla a spolehliva metoda
pro typizaci patogennich mikroorganismi a k prizkumu genetického vyvoje. Pro MLST profily
byla zfizena mezinarodni databaze, ktera slouzi k mapovani svétového rozsifeni klinicky
vyznamnych druha bakterii (http://www.mlst.net/databases/default.asp) (Nilsson et al. 1998;
Hiett & Seal 2009; Demnerova 2012; Dogan et al. 2016; Yang et al. 2016; Dragani¢ et al. 2017,
Hercos et al. 2017; Tofalo & Corsetti 2017; Rabha et al. 2018).

3.5.4 Pulzni gelova elektroforéza

Pulzni gelova elektroforéza je elektroforeticka metoda, ktera taktéz umoznuje rychlou a
spolehlivou genotypizaci mikroorganismi, nicméné se neopird o PCR. Pro separaci se pouziva
chromozomalni DNA, ktera je $tépena restrikénimi enzymy na fragmenty o velikosti nad 50 kb.
Takto velké fragmenty od sebe nelze oddélit pomoci klasické gelové elektroforézy. Separace
tedy probihd v elektrickém poli, které periodicky méni orientaci mezi tfemi riznymi sméry.
Cim je molekula delsi, tim déle trv4, nez piizpiisobi svou orientaci novému poli a rychlost jeji
migrace se zpomaluje. Takto Ize piesné detekovat i malé odchylky v genomech (Grutsch et al.
2018).

Pulzni gelova elektroforéza je povazovana za zlatou standardni techniku pro studium
genotypu a od roku 2004 je spole¢né s dal§imi metodami Siroce pouZzivana k detekci ohnisek a
stopovych zdroji patogenti v Cing. Existuje také snaha o zavedeni standardizovaného
protokolu. Vétsina laboratoii totiz pouziva rizné kritické parametry, jako jsou rtizné restrikéni
enzymy a elektroforetické podminky. Pfijetim tohoto protokolu by mohlo byt dosazeno
vytvoreni mezinarodni databaze jako je tomu u MLST (Hui Juan et al. 2016; Akindolire &
Ateba 2018).

355 MALDI-TOF

Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice
S priletovym analyzatorem (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight mass
spectrometry MALDI-TOF MS) je o jednoducha, vysoce piesna a rychla technika pro
identifikaci mikroorganisma (Huong et al. 2014; Patel 2015; Grutsch et al. 2018; Karolski et
al. 2018; Shannon et al. 2018; Sriram et al. 2018).
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Vzorky jsou aplikovany na desticku z nerezové oceli (Obrazek 12) a piekryty matrici.
Jako matrice jsou obvykle pouzivany aromatické organické kyseliny. Po umisténi desticky do
hmotnostniho spektrometru jsou vzorky s matrici ozafovany kratkymi pulsy laseru. Energie
laseru je absorbovana molekulami matrice, ¢im dochazi k jeji desorpci. Soucasné dochazi
k desorpci analytu a jeho nasledné ionizaci, pfenosem protonu z matrice. lonty jsou v letové
trubici oddélovany na zakladé poméru hmotnosti ku naboji (m/z) a analyzovany v detektoru,
ktery méfi Cas letu. Na zakladé ziskanych informaci je generovéano charakteristické spektrum,
znamé jako hmotnostni. Srovnani tohoto hmotnostniho spektra se spektry referen¢nich kment
v databazi umoznuje identifikaci organismu. Vyhodnoceni probihd pomoci specialnich
softwarovych systémil, které vypoditiva hodnoty skore. Cim vyssi je hodnota skore, tim
spolehlivgjsi identifikace viz nize. MALDI-TOF (Obrazek 13) hmotnostni spektrometrie je
Siroce pouzivana hlavné v nemocnicich a klinickych laboratotich, pro rychlou identifikaci
patogent (Huong et al. 2014; Patel 2015; Grutsch et al. 2018; Karolski et al. 2018; Sriram et al.
2018).

16 S04 masaton e SN 0504

Obrazek 12 -MALDI desticka (URL9) Obrazek 13 - MALDI-TOF (vlastni fotodokumentace)

Ziskané identifikace jsou rozdéleny do nasledujicich skupin:

Tabulka 5 - Identifikace MALDI-TOF
Skupina Skore Identifikace

1,700 — 1,999 | Pravdépodobna identifikace rodu
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4 Material a metody

Prakticka ¢ast diplomové prace byla zaméfena na detekci bakterii rodu Bacillus v bézné
dostupnych potravinach, které diky svym vlastnostem mohou byt kontaminovany spérami

prave téchto bakterii.
4.1 Testované vzorky

Vzorky potravin pouzité pro zjisStovani piitomnosti bakterii rodu Bacillus jsou uvedeny
Vv nasledujici Tabulce ¢.6. Jednalo se o skupiny potravin: mléko a mlééné vyrobky, kofeni,
bylinné Caje, pfilohy, sypké smési pro pfipravu napoji a omacek, potraviny s vysokym
obsahem proteint, détskou vyzivu, dzem, marmeladu a med. VSechny rozbory byly provedeny

v obdobi od unora do cervna 2018. Vzorky psané kurzivou byly pied rozborem jesté

v

pasterovany. Detailngjsi informace (typ potraviny, datum pouzitelnosti a datum rozboru) jsou

uvedeny v priloze, Tabulka ¢. 1.

Tabulka 6 - Seznam pouzitych vzorkl

Bylinné ¢ajové smési

Koreni

Miéko + mlééné vyrobky

Bylinny caj s Zensenem

Bazalka drhnuta

Kozi bio mléko

Cistici Caj s Cervenou repou

Chilli mleté

Kravské mléko

Dehydratované omacky

Chilli papricky Thai Pride

Ov¢i bio mléko

Gulas

Instantni polévka — koreni

Ovci jogurtovy napoj

Svickova omacka

Majoranka drhnutd

Susené mléko

Détské vyzivy

Muskatovy orisek

Potraviny s vysokym

obsahem proteini

Détska zeleninova vyziva Paprika Hovézi bujon
Détska kruti vyziva Pepr cerny cely Susené maso — Beef jerky
DZem, marmelada, med Pepr cerny mlety Prilohy

Dzem jahodovo-jable¢ny

Zazvor mlety

Rosicke testoviny

Marmeléda Zeleninové ochucovadlo RyzZe

Med Sypké smési pro pripravu
napoju

Med kvétovy Horka cokolada

Nescafé 3 v 1 classic
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4.2 Mikrobiologicky rozbor

Vzorky, které nebyly pasterované v priibéhu vyrobniho procesu, byly pfed vlastnim
rozborem osetfeny teplotou 80 °C po dobu 10 min. Pouze vzorky medu, byly analyzovéany jak
po pasteraci, tak bez tepelného zasahu. U tekutych potravin byl stiikackou odebran 1 ml vzorku
a preveden do vialky s9 ml trypton-soéjového bujonu (TSB, Oxoid). V ptipadé sypkych a
tuhych vzorki, byl odvazen 1 g vzorku a taktéz asepticky preveden do zkumavky s 9 ml TSB,
pficemz tuhé vzorky byly nejdiive rozdrceny ¢i rozemlety. VSechny vzorky byly dikladné
homogenizovany na vortexu a sériové nafedény10°. Z kazdého fedéni byl odebran 1 ml,
prenesen do sterilni Petriho misky a ptelit pfisluSnym agarem. Pro stanoveni aerobnich
sporulujicich bakterii obecné byl pouzit trypton-sojovy agar (TSA, Oxoid), pro selektivni
stanoveni bakterii skupiny B. cereus byl pouzit Bacillus cereus agar base (Himedia), obohaceny
o Polymyxin B selektivni suplement (2 vialky/l, Himedia) a Zloutkovou emulzi (50 ml/l,
Himedia), dle CSN ISO 7932.

Misky prelit¢ TSA byly kultivovany aerobné pfi teplote 30 °C po dobu 24 hodin.
Presumptivni B. cereus byly kultivovany pfi stejné teplot¢ po dobu 48 hodin anaerobné.

Anaerobni kultivace bylo docileno pomoci vyvijece anaerobniho prostredi (AnaeroGen, Oxoid

viz Obrazek 14), ktery byl spolu se vzorky vlozen do anaerostatu - polykarbonatové nadoby od
firmy Oxoid (Obrazek 15).

Obrazek 14 - vyvije¢ anaerobniho prostredi (vlastni fotodokumentace) Obrazek 15 — polykarbonatova nadoba (URL10)
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4.3 Izolace Cistych kultur

Po uplynuti doby kultivace byly na Petriho miskach spocitany kolonie tvotici jednotky
(KTJ). Poté byly odebrany samostatné kolonie, ptevedeny do vialek s trypton-sdjovym
bujonem a kultivovany dalSich 24 h.

Po kultivaci bylo mikroskopicky ovéfeno, zda nejsou kultury kontaminované. Cisté

kmeny byly dale identifikovany MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii.

4.4 ldentifikace pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie

Jeden ml pIn¢€ narostlé kultury byl odebran do mikrocentrifuga¢nich zkumavek
(Eppendorf) o objemu 1,5 ml. Ty byly odstfedény pii 14 500 ot./min po dobu 2 minut a po
odstfedéni byl slit supernatant. Pelet byl resuspendovan v 0,5 ml 70% ethanolu a opét
odstfedén. Tento proces byl opakovan dvakrat, aby bylo dikladné odstranéno veskeré
kultivaéni médium. Ptipravené vzorky byly opét centrifugovany pii 14 500 ot./min po dobu 2
minut, nasledné byl slit supernatant a pelet ponechan pii pokojové teploté nékolik minut
vyschnout. K peletu bylo pfidano 15 pl 70% kyseliny mravenéi a 15 pl acetonitrilu. Ve bylo
dikladné promichano a poté centrifugovano po dobu 2 minut. Nakonec se 1 pl supernatantu
nanesl na MALDI desticku a ponechal uschnout (Obrazek 16). Po uschnuti byl prekryt 1 ul
MALDI matrice (kyselina a-cyano-4-hydoxy-skoticova v 50% acetonitrilu s 2,5 % kyseliny
trifluoroctové, Bruker Daltonik) a analyzovdny pomoci MALDI-TOF hmotnostniho
spektrometru (Bruker Daltonik GmbH) softwarem FlexControl verzi 3.4. Identifikace byla

provedena na zakladé porovnani hmotnostnich spekter softwarem BioTyper verze 2.0.

3
| ' |
A
(/‘00«<v(§

( )

Obrézek 16 - Detail desti¢ky na MALDI-TOF (URL11)
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5 Vysledky

Celkem bylo testovano 36 vzorkd, z nichz 26 bylo kontaminovano mikroorganismy.
Z téchto vzorka bylo izolovano celkem 103 kmeni bakterii. Jejich druhové zastoupeni je
uvedeno v Grafu 1. Nejcastéji identifikovanym druhem byla bakterie Bacillus subtilis, ktera
meéla procentualni zastoupeni 13,59 %. Ve stejném mnozstvi byly identifikovany i nesporulujici
bakterie Lelliottia amnigena a Hafnia alvei. Stanovené pocty aerobnich mikroorganismu jsou

uvedeny v priloze v tabulce II.

Graf 1 — Cetnost vyskytu jednotlivych druhti bakterii
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Bakterie rodu Bacillus zaujimaly 52,4 % z celkového mnozstvi izolatd. Nejéastéji se
vyskytovaly v kofeni typu Cervena paprika, muskatovy ofisek, chilli, zdzvor mlety, majoranka,
bazalka & v zeleninovém ochucovadle. Cetnost bakterii identifikovanych jako Bacillus
v danych vzorcich je uvedena v Grafu 2. Zadny druh tohoto rodu nebyl nalezen u vsech
zkoumanych skupin, kterymi byly kofeni, bylinné ¢ajové smési, potraviny s vysokym obsahem
proteind, dZzem, marmelada a med, dehydratované omacky, ptilohy, mléko, sypké smesi pro
piipravu napoju a détské vyzivy. Nejrozsifenéjsim druhem byl B. subtilis, ktery byl nalezen ve
4 skupindch a to v kofeni, bylinnych cajovych smésich, ptilohdch a dehydratovanych

omackach.
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Vétsina nalezenych druhti se vyskytovala ve 2-3 skupinach a jen 2 druhy byly nalezeny
v ur¢ité skuping (B. altitudinis v kofeni a B. mycoides ve skupin¢ marmelad a medu). Nejvetsi
pocet riznych druhti (n=9) byl zjistén u koteni, pricemz celkovy pocet izolati, identifikovanych
jako Bacillus spp., byl 31. Nejvyssi diverzita byla ale pozorovana u potravin s vysokym
obsahem proteind, kde bylo nalezeno pouze 5 raznych druhli, ale celkovy pocet
identifikovanych kment byl 7. Pét riznych druhti bylo nalezeno také v bylinnych ¢ajovych
smésich z celkového poctu 9 izolath. Ve skupiné dzemu, marmelad a medu byly nalezeny 2
rizné druhy ze 4 izolat. V dehydratovanych omackach se podafilo spolehlivé identifikovat jen
maly pocet kolonii (n=2), kdy kazdy izolat odpovidal jinému druhu. U pfiloh byla pouze jedna
kolonie izolovana jako Bacillus, zatimco v mléce, sypkych smésich pro pfipravu napoji a
détskych vyzivach nalezen nebyl.

Vsechny vysledky s pocty nalezenych bakterii jsou uvedeny v Piiloze v Tabulce Illa a
Iib.

Graf 2 — Cetnost vyskytu Bacillus v danych potravinach
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5.1 Bylinné ¢ajové smési

V této kategorii nebyl nalezen zadny spolecny druh pro zkoumané vzorky. U bylinné
Cajové smési se zazvorem byl identifikovan hlavné Bacillus megaterium (n=2). Dal$imi
nalezenymi byly B. cereus, B. pumilus, B. licheniformis a Lysinibacillus fusiformis, od vsech
druhti po jedné kolonii. V ¢ajové smési s ¢ervenou fepou byl nalezen pievazujici pocet Bacillus

subtilis (n=4) a Paenibacillus polymyxa (n=1).
5.2 Dehydratované omacky

Bacillus subtilis byl identifikovan u smési na pfipravu svickové, zatimco ze smési na

gulas byl izolovan Bacillus pumilus, spolu s Pantoea agglomerans.
5.3 Détské vyzivy

Studii byly podrobeny také dvé détské vyzivy. Zeleninova vyziva byla kontaminovana
velkym mnozstvim aerobnich mikroorganismu, a proto se nepodafilo odebrat a identifikovat
zadny Cisty kmen. Ptesto, Ze vyziva s kritim masem méla pocet mikroorganismi mnohem nizsi

nez zeleninova vyziva, podafilo se z ni uréit jeden druh, a to Hafnia alvei.
5.4 Koreni

Mezi dehydratované vyrobky, ve kterych byl zjistovan vyskyt Bacillus, patfily zejména
lidmi velice vyuZivané druhy kofeni. Primémy pocet sporulujicich bakterii byl
2,03 x 108 KTJ/g. Nejéastéji se zde vyskytoval B. subtilis, ktery byl nalezen ve vyrobcich typu
mleté chilli, majordnka, muskatovy ofiSek, paprika a zeleninové ochucovadlo. Déle byl
izolovan B. megaterium, spolu se Staphylococcus aureus, ktery se vyskytoval jen u bazalky.
Bacillus cereus také patfil mezi izolované druhy a nalezen byl v bazalce a majorance. U chilli
papricek, muskatového ofisku a v zeleninovém ochucovadlu byl nalezen druh B. mojavensis,
poté byl v majorance se zeleninovym ochucovadlem nalezen B. licheniformis. Dalsi druhy byly
nalezeny po jedné kolonii v ruznych vzorcich. V chilli to byl B. altitudinis, v paprice B.

atrophaeus a v zeleninovém ochucovadle B. vallismortis.
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5.5 Marmelada, dZem, med

Nejvice se v této skupiné vyskytovala Hafnia alvei, nalezend u marmelady, dzemu i
medu. U marmelddy a dzemu se jednalo o jediny identifikovany druh. U medu byly dale

nalezeny i dalsi druhy - B. cereus a B. mycoides.

5.6 Miléko

V mléce bylo nalezeno v priméru 5,3 x 10* bakterii, z nichz Zadn4 nenaleZela rodu
Bacillus. Ve vsech vzorcich mlék byla piitomna bakterie Hafnia alvei, zatimco v kozim a ovéim
mléce byly nalezeny spole¢né druhy Lelliottia amnigena a Lactococcus lactis. V kozim mléce
byly dale zjistény druhy Pseudomonas koreensis, Micrococcus luteus a Leuconostoc
mesenteroides, a u kravského mléka Raoultella ornithinolytica. Celkem bylo identifikovano 39
kolonii.

Poslednimi vzorky z této kategorie byly jogurtové mléko a susené mléko. Ani u jednoho

z téchto dvou vzorki nebyla zjisténa kontaminace sporulujicimi bakteriemi.
5.7 Potraviny s vysokym obsahem proteint

Z potravin tohoto typu bylo zkoumano suSené hovézi maso a hovézi bujon. V suseném
hovézim mase byly nalezeny druhy B. megaterium a B. licheniformis. V bujonu byly nalezeny
rozdilné druhy, a to B. mojavensis, B. vallismortis a B. atrophaeus. Primérna kontaminace

mikroorganismy byla 1,045 x 10° KTJ.
5.8 Prilohy

Dale byly testovany piilohy (ryze a téstoviny), kdy v kazdé z nich byla nalezena pouze

jedna kolonie. V ryzi to byl B. subtilis a v téstovinach Lactococcus lactis.
5.9 Sypké smési pro pripravu napoji

Z této skupiny byla zkoumani podrobena instantni horka ¢okoldda a Nescafé 3 v 1
classic. Priimérny pocet sporulujicich organism@ byl 2,345 x 102 KTJ, ale nepodafilo se

spolehlive identifikovat zadny druh.
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6 Diskuze

Potravinami, které byvaji nejcastéji kontaminovany Bacillus spp. jsou mlé¢né produkty,
dehydratované vyrobky (v€etné kofeni), maso, ryze ¢i détské piikrmy. V této praci bylo
zkoumano 36 vzorku téchto typu potravin a u 17 z nich byla zjisténa kontaminace sporami rodu
Bacillus.

U zadného zkoumaného druhu mléka nebyl zjistén vyskyt rodu Bacillus. Jeho
ptitomnost ovSem nelze zcela vyloucit, jelikoz ve vzorcich byly ve vysokych poctech zjistény
nesporulujici bakterie ¢eledi Enterobacteriaceae. Ty mohly izolaci méné pocetnych skupin
mikroorganismli znemoznit. VSechny testované vzorky mlék byly na trh uvedené jako
pasterované. Proces pasterace ovSem piezivaji pouze spory bakterii Clostridiales a Bacillales,
nebo jen nékolik termotolerantnich druhd z fadu Lactobacillales (Porcellato et al. 2018b).
V této praci se vSak u vSech zkoumanych mlék vyskytovaly pouze nesporulujici druhy, a to
v poétech pohybujicich se v rozmezi 5 x 10% az 1,1 x 10° v 1ml vzorku. Poéet mikroorganismi
v pasterovaném kravském mléce (1,1 x 10°) byly dokonce vys§i, nez povoluje Natizeni Komise
(ES) &. 853/2004, které uvadi, ze celkové podty mikroorganismil nesmi byt vyssi nez 10°.
V ptipadé Enterobacteriaceae je u Sti vzorkd ptipustné mnozstvi <1 KTJ/g, z nichz je ve dvou
ptipadech jesté piipustné mnozstvi 5 KTJ/g. Obé& tyto skutecnosti svéd¢i o Spatné vyrobni a
hygienické praxi, pti¢emz nejpravdépodobnéjsi pficinou byl nedostatecny pasteracni proces.
V kozim a ovéim mléku byl nalezen také Lactococcus lactis, ktery ale mize byt vii¢i pasteraci
odolny (Tamime 2009). To potvrzuje i nas vysledek rozboru rosickych téstovin, které byly
pasterovany po dobu 10 minut pti 80 °C, ale piesto v nich byl tento druh nalezen. L.lactis patii
mezi bakterie mlééného kvaseni a je soucasti startovaci smetanové kultury, vyuzivané k vyrobé
kysanych mlék, zakysané smetany, tvarohu nebo cCerstvych syri. Je schopen produkovat
kyselinu mlé¢nou, diky niz se mléko stava kyselé (Tamime 2009). Dale muze zpusobovat
kovovou ptichut’ mléka (Lidmilova 2016). Tento druh produkuje bakteriocin nisin a nékteré
dalsi biologicky aktivni latky, které inhibuji rist nékterych mikroorganismi rezistentnich vaci
antibiotikiim a chrani proti infekcim. Je u¢inny proti Candida, Aspergillus a dal$im plisnim.
Funguje 1 jako pfirozeny posilova¢ imunity, kdy miZe pomoci pfedchazet pneumokokové
infekei €i snizit poskozeni plic (URL12).

Sosnowski et al. (2016) detekovali Vv pasterovaném kozim mléce bakterie celedi
Enterobacteriaceae, které jsou Siroce pouzivany jako hygienické indikatory. Do této Celedi
patii mimo jiné rody Enterobacter, Serratia, Citrobacter a Hafnia, které se fadi k béZznym

kontaminantim mléka (Tamime 2009). Hafnia alvei je druh, ktery byl izolovan ve vsech
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vzorcich pasterovanych mlék, testovanych v této praci. Vyskytuje se hlavné v mléce, mase ¢i
rybich produktech a je povazovana za bézny bakterialni kontaminant (Souza Viana et al. 2009).
Dale ji mizeme najit ve stolici ¢lovéka a jinych Zivocicht, v odpadnich vodach, ptde, vode a
byvaji pomérné hojné. Pro ¢lovéka je to oportunni patogen (Sedlacek 2007). Dalsi nalezené
bakterie v mlékach byly Pseudomonas koreensis, Leuconostoc mesenteroides, Micrococcus
luteus nebo Raoultella ornithinolytica. Poéty zjisténych bakterii v danych vzorcich jsou
uvedeny v piiloze v Tabulce Illb.

V CR Dbyl zkouman vyskyt bakterii v erstvém a pasterovaném kozim mléce.
V pasterovaném kozim mléce byly nalezeny bakterie Staphylococcus aureus a Bacillus cereus
(Cupakova et al. 2012), kdy oba druhy jsou schopny piezit pasteraci (Necidova &
Bogdanovicova 2015). V dalsi studii byla hodnocena mikrobiologicka kvalita mléka
Z restauraci ve Spanélsku, kdy ve vice nez 30 % vzorkdl bylo zjisténo nadlimitni mnozstvi
Enterobacteriaceae, coz mohlo byt zplisobeno nespravnou manipulaci s mlékem a
nedostate¢nou dezinfekci nadob. Dvé procenta zkoumanych vzorkd bylo pozitivnich na
Escherichia coli, zatimco vSechny byly negativni na pfitomnost S. aureus, Listeria
monocytogenes nebo salmonely (Sospedra et al. 2009), které se v naSich vzorcich mléka také
nevyskytovaly. Porcellato et al. (2018b) prokazali, ze se v pasterovaném mléce Se nejvice
vyskytuje Bacillus, coz je vrozporu s vysledky této prace. V jiné studii zase zjistili, ze
pasterované kozi a kravské mléko neobsahovalo zadné mikroorganismy, ale v Cerstvém
kravském mléce z automatu se jiz mikroorganismy nachazely. Pomoci MALDI-TOF byly
identifikovany jako Lysinibacillus fusiformis (Ruzickova 2016). Tato bakterie byla v ramci této
prace objevena pouze u bylinné ¢ajové smési se zazvorem. Rozbor suseného mléka byl v této
préci prosty od mikroorganism, stejny vysledek byl zjistén 1 v jiné praci (Taborska 2009).

Zkoumani bylo podrobeno také 50 vzorki syra, kdy 20 z nich bylo kontaminovano
bakteriemi rodu Bacillus. Z 50 % se jednalo o bakterie B. cereus. Dalsim nejhojnéjsim druhem
ve vzorcich syra byl B. pumilus (lurlina et al. 2006).

Kofeni je konzumovano mnoha lidmi, véetné potencialné citlivych spotiebitelt.
Pritomné spory Bacillus, které¢ kli¢i po zvySeni vodni aktivity, mohou zpuUsobit rtizna
studie prokazala velké mnozstvi bakterii rodu Bacillus v potravinach se snizenym obsahem
vlhkosti typu dehydratované produkty a kofeni. Bylo zkoumano celkem 11 druhd kofeni, z
nichz 8 jich bylo kontaminovano praveé bakteriemi rodu Bacillus. Mezi tyto kontaminované
typy kofeni patiily bazalka, mleté chilli, celé chilli papricky, majoranka, muskatovy ofisek,
paprika, mlety zdzvor a zeleninové ochucovadlo (vegeta). Nejvice vyskytujici se druh byl B.
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subtilis, nasledovany B. mojavensis a B. pumilus. Nejobavangjsi Bacillus zptsobujici
onemocnéni, B. cereus, byl zjistén jen ve 2 vzorcich kotfeni (bazalka a majordnka) a u 3
zkoumanych vzork se neprojevila zadna kontaminace. Z toho vyplyva, Ze dané potraviny byly
dobie oSetfeny a néasledné skladovany za spravnych podminek.

Vyrazné zmény vyskytu Bacillus v kofenich mohou byt zaznamenany mezi znackami i
mezi vzorky stejné znacky. Mc Kee (1995) uvadi, ze nékolik druht koteni (paprika, cerveny
pepft, ¢erny pept, tymian a kari) byva vysoce kontaminovano B. cereus, coz je opét v rozporu
s vysledky této prace. V této praci byly testovany z vySe uvedenych paprika a Cerny pepf,
v zadném ze vzorku ale B. cereus detekovan nebyl. Nalezen byl pouze v bazalce a majorance.
V bazalce byla dale nalezena i jedna kolonie S. aureus. Tento druh se nejcastéji vyskytuje na
ktzi lidi, coZ znaci, ze ke kontaminaci vzorku doslo v pritbéhu manipulace. Neni ale jasné, zda
K ni doslo jiz pti vyrob¢ a baleni kofeni, anebo béhem laboratorni prace. Jelikoz se ale jedna o
jedinou narostlou kolonii, tohoto druhu, ve vSech zkoumanych vzorcich, 1ze predpokladat, ze
ke kontaminaci doslo jiz ve fazi vyroby. Kromé toho byla popsana odolnost tohoto organismu
vuci pasteracnim teplotdm (Necidova & Bogdanovicova 2015), coz je s touto teorii v souladu.
Absence B. cereus v aktualné studovanych kotenich by mohla byt vysvétlena s ohledem na
piirozené odchylky vyskytu a parametry, o kterych je zndmo, Ze ovliviiuji mikrobialni
kontaminaci, jako je zdroj kofeni, vyrobni proces, stafi a druh kofeni. Ve studii, provedené
autory Frentzel et al. (2018) bylo nalezeno né&kolik kolonii B. cereus v kotenich druhu bazalka,
oregano, nové koteni, petrzel a pept. V novém koteni identifikovali jesté B. toyonensis, zatimco
Vv pepii byly dale nalezeny B. weihenstephanensis (bazonym B. mycoides) a B. thuringiensis.
Posledni zminény druh identifikovali také v kofeni typu paprika. To jsou odlisné vysledky, nez
které byly zjistény v této praci, kde v paprice byl nejvice zastoupen B. subtilis, spolu s B.
atrophaeus a B. pumilus. Ze vzorku pepte se nepodaftilo identifikovat Zadny organismus presto,
ze byla izolovana cista kultura. To mohlo byt zplsobeno tim, ze dany druh neni
soucasti databaze pro MALDI-TOF, anebo se jedna o taxon, ktery zatim nebyl validné popsan.
Pocet sporulujicich bakterii byl ale stanoven na 4,18 x 10° KTJ/g v mletém pepfi, Coz je vyssi
hodnota, neZ kterou zjistili ve studii Fogele et al. (2018), kde nejvice kontaminovany byl pravé
gerny mlety pepf, a to v praméru 3,1 x 102 KTJ/g. Dale také zjistili, Ze skofice, kmin, hiebicek,
rozmaryn ¢i tymidn mély nizkou koncentraci B. cereus, coz obsahejme pravdépodobné déno
pfirozenym obsahem silic a éterickych oleju, které puisobi antimikrobialné. Celkové byly
pozorovany vyssi hladiny kontaminace ve vzorcich z trhu nez ze supermarketu. Nejmensi
zjisténou kontaminaci vykazovala hoi¢ice a to 10! KTJ/g. Mezi dalsi vzorky patfila bazalka,

tymian, kopr, rozmaryn a petrzel, z nichz nejmensi mnozstvi B. cereus méla petrzel ze
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supermarketu a nejvice ho bylo v bazalce, také ze supermarketu. Zjisténo bylo mnozstvi
9,55 x 102 KTJ/g (Fogele et al. 2018), coZ je ale opét nizsi pocet, nez ktery byl zjistén v této
préci.

Dalsi studium bylo provedeno v Argentiné na 30 vzorcich kofeni. Prevalence vyskytu
Bacillus byla 100 %, kdy primémé poéty byly 2,2 x 10 KTJ/g v oreganu, 1,4 x 10° KTJ/g u
gerného pepie, 2,7 x 10% KTJ/g u papriky, 2,8 x 102 KTJ/g u bobkového listu a 2,5 x 10* KTJ/g
u mletého pepie. Vsechny druhy kofeni obsahovaly B. mycoides, kdy nejvétsi mnozstvi bylo
zjisténo v ¢ervené mleté paprice (lurlina et al. 2006). V této praci nebyl B. mycoides nalezen
V z4dném druhu kofeni.

Také ve studii Hariram & Labbé (2015) zkoumali vyskyt Bacillus v chilli, bazalce,
muskatovém ofisku, kurkumé, tymianu, oreganu, novém koteni, kari, mleté cibuli, ¢erném a
bilém pepfi, zazvoru, majorance, paprice, skofice nebo tieba ¢esneku. V bazalce byl nalezen
jen B. cereus, stejné jako Vv chilli, éerném pepfi, zazvoru, majorance, muskatovém ofisku nebo
skofici. To je v rozporu s vysledky této prace, kde v chilli bylo nalezeno nékolik druhii Bacillus,
ale ani jeden nebyl B. cereus, také v muskatovém ofisku nebyl B. cereus nalezen. V paprice a
¢esneku byl spolu s B. cereus zjistén i B. thuringiensis. V této praci se dospélo u majoranky ke
stejnému vysledku jako v piedchozi studii, ktera zjistila, Ze B. cereus byl dominantni druh.

V jiné praci zabyvajici se mikrobiologickou analyzou koteni zjistili, Ze ve vzorcich jasné
dominoval druh B. subtilis. Z 294 izolovanych kmenti rodu Bacillus se jednalo o B. subtilis ve
166 pripadech. Dale byly identifikovany druhy B. pumilus (n=45), B. cereus (n=37) a
B. licheniformis (n=32) (Little et al. 2009). V této praci byl z celkového poétu 54 bakterii
identifikovanych jako Bacillus sp., zastoupen B. subtilis 14 kmeny, B. pumilus 6, B. cereus 8 a
B. licheniformis 4 izolaty. Dale byly identifikovany druhy B. mojavensis (n=8), B. megaterium
(n=7), B. vallismortis (n=3), B. atrophaeus (n=2), B. altitudinis (n=1) a B. mycoides (n=1).
Witkowska et al. (2011) zjistili, ze z 30 kofenicich pfipravki 80 % obsahovalo sporulujici a
termofilni bakterie, ale jen majoranka obsahovala B. cereus. V této praci byla majoranka také
jednim ze dvou druhii, ve kterym se B. cereus vyskytoval.

V dalsi studii byl zkouman vyskyt B. cereus v susenych kojeneckych mlécich ze
Saudské Arabie a Egypta, kde byl nalezen predevsim B. licheniformis spolu s dalsimi druhy,
jako je B. sphaericus, B. subtilis a B. polymyxa (Organji et al. 2015). To je v rozporu s vysledky
Heini et al. (2018) , kteti v kojenecké vyzivé zakoupené ve Svycarsku zjistili B. cereus v 7
vzorcich z9. Dale jeho vyskyt zkoumali v Cing, kde pro tyto produkty neexistuji
mikrobiologicka kritéria. Snazili se tedy dospét k vysledkiim, které by poskytly udaje
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pouzitelné pro zajisténi bezpecnosti. U nas ma suSend kojeneckd vyziva vyskyt B. cereus
limitovany legislativou. V dané praci bylo zjisténo, ze 7,53 % vyrobkl (ze 31 vzorkl) bylo
kontaminovano B. cereus v mnozstvi > 10 KTJ/g a 1,11 % v mnozstvi > 102 KTJ/g (Pei et al.
2018). Viechny tyto vyrobky by tedy v CR spliiovaly predepsand kritéria. V dal$im vyzkumu
bylo testovano 205 vzorkl kojeneckych vyziv osmi riznych znacek ziskanych na trzich
v Kéhife a Gize. U vzorkl byla zjisténa kontaminace aerobnimi bakteriemi. Kojenecka vyziva
na bazi pSeni¢ného mléka byla kontaminovana bacily v 95 % piipadech, jidla ,,ready to eat*
s ovocem z 60 % a se zeleninou z 65 %. Ukazalo se, Ze nejcastéj$im kontaminantem tohoto
typu potravin je B. subtilis, nasledovan B. circulans a B. licheniformis, zatimco B. cereus se
vyskytoval jen v 10,2 % z celkového poctu izolati. Nejvice se vyskytoval v potravinach
s ovocem a zeleninou, poté medem, ryzi a pSenici. Ackoliv se objevil jen v niz§im mnozstvi, je
povazovan za jeden z nejskodlivéjsich (Sadek et al. 2018). V této praci byl B. subtilis také
stanoven jako nejcastéjs$i kontaminant potravin. Tento druh byl také zjistén ve vzorcich
celozrnné mouky (lurlina et al. 2006). V této praci byly rozboru podrobeny dva détské pokrmy,
které mohou zpusobit onemocnéni nejnachylnéjsi skupiny. Tyto pokrmy mély po minimalnim
datu trvanlivosti, ale stale byly dostupné v obchodé. Cistd kolonie se podafila odebrat jen
z jedné presnidavky a byla identifikovana jako Hafnia alvei, ktera je jiz popsana vyse.

V této praci byla dale zkouména smés pro piipravu gulase a svickové, kde byl nalezen
B. pumilus a Pantoea agglomerans u smési na gulas, zatimco u smési k ptipravé svickové se
vyskytoval pouze B. subtilis. Pfitomnost Bacillus se diky vlastnostem produktu pfedpokladala,
ale P. agglomerans je gramnegativni bakterie ¢eledi Enterobacteriaceae, ktera neodolava
pastera¢nim teplotdm. Vysvétlenim proto mize byt nedostate¢nd homogenizace vzorku. Bunky
mohly byt skryty mezi slepenymi ¢asteckami, kde byly chranény pfed tepelnym oSetfenim. P.
agglomerans byva pfitomen predevsim na rostlinach a je pouze oportunistickym patogenem
lidi a zvirat (Mardaneh et al. 2013). Dal§im zkoumanym vzorkem byl hovézi bujon, kde byly
izolovany druhy B. mojavensis, B. vallismortis a B. atrophaeus. Jelikoz je bujon dehydratovany
vyrobek, tak se u néj predpokladal vyskyt sporulujicich bacilt. Bacillus se ¢asto vyskytuje i na
mase, proto se zkoumal také vyskyt téchto bakterii na suseném hovézim mase, z kterého jsme
izolovali B. lichniformis a B. megaterium.

lurlina et al. (2006) dale zjistovali pfitomnost bacili v 70 vzorcich medu, kdy ve 28
z nich, byl identifikovan Bacillus spp. V téchto 28 vzorcich bylo z celkového mnozstvi izolatd
23 % oznaceno jako B. cereus a 4 % jako B. pumilus. V této praci byly v medu nalezeny B.
cereus (n=2), B. mycoides a Hafnia alvei.
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Hariram & Labbé (2016) ve svém vyzkumu testovali pfitomnost B cereus ve varené
ryzi, kterd byla ponechéna pii 20 °C bez a s ptidavkem koteni. Bylo zjisténo, Zze po piridani
kotfeni k ryzi jeho mnozstvi a tedy i hrozba alimentarnich otrav vyznamné narostla. To
podporuje tvrzeni, ze kofeni byva cCasto kontaminovano B. cereus. Hlavnimi faktory
ptispivajicimi k vyskytu Bacillus jsou, pokud je ryze vafena ve velkém mnozstvi a nasledné
nedostate¢né zchlazena, anebo skladovana pii pokojové teploté po delsi dobu (Vijay K. Juneja
et al. 2019). Ankolekar et al. (2009) analyzovali celkem 178 vzorka ryze, z nichz 95 bylo
pozitivnich na vyskyt bakterii rodu Bacillus. U 83 z 95 byla vétSina izolata identifikovana jako
B. cereus (46,6 %) a u 11 jako B. thuringiensis (6,1 %). Bacillus mycoides byl pfevazujicim
druhem pouze v jednom vzorku ryze. Kim et al. (2014) detekovali B. cereus v hnédé a bilé ryzi,
pficemz pozitivnich na vyskyt tohoto druhu bylo 80,6 % (50 vzorkli z 62) vzorkil hnédé
a 57,8 % bilé ryze (37 vzorku z 64). Dale byl u 6 vzorki hnédé ryze a u 6 bilé ryze detekovan
B. thuringiensis. Vsechny tyto vysledku odporuji vysledkiim této prace, jelikoz ve zkoumané
ryzi byl nalezen pouze jediny druh, a to B. subtilis. Organji et al. (2015) v ryzi nalezl také druh
B. licheniformis.

Jako dalsi byly rozboru podrobeny 2 druhy ¢aje, Cistici ¢aj s fepou a bylinny ¢aj se
zazvorem. U obou ¢aju byl predpoklad vyskytu ¢eledi Bacillaceae, jelikoz se jednalo o suSenou
smés bylin s kofenovou zeleninou, ktera mohla byt kontaminovana z pudy. Casto miizou byt
kontaminovany také bakteriemi ¢eledi Staphylococcaceae a Paenibacillaceae (Polasek 2014).
V bylinném ¢aji byly identifikovany druhy B. megaterium, B. cereus, B. licheniformis, B.
pumilus a druh Lysinibacillus fusiformis. Zatimco v ¢isticim ¢aji s fepou byly identifikovany 4
kmeny jediného druhu Bacillus, a to B. subtilis. Nalezen byl také jeden kmen druhu
Paenibacillus polymyxa. Vysledky tedy vysly podle piedpokladu. Song (2016) v ¢aji nalezl
hlavné bakterie patfici do Celedi Bacillaceae, coz je stejny vysledek, jako v této praci. Jako
druhou dominantni skupinu uvadi autor Pseudomonaceae. Tato ¢eled’ sdruzuje gramnegativni
bakterie, které netvoii spory. V naSich vzorcich tedy nebyla zjiSténa, pravdépodobné kvili
procesu pasterace pied rozborem.

V roce 2014 probéhlo zkouméni kontaminace tofu ze supermarketl v Soulu, JiZni
Korea. Tofu je produkt, ktery rychle podléha zkaze a v porovnani s jinymi s6jovymi produkty
ma velmi kratkou dobu skladovatelnosti. Bylo zkoumano 100 komer¢nich produktt a ve 32
znich byly detekovany aerobni bakterie s primémym podtem 5,37 x 10° KTJ/g. Jako
dominantni organismus byl zjistén B. cereus (Lee et al. 2017a).

Nasledujici studie se tykala tungrymbai a bekangare, coz jsou fermentované sojové

potraviny, které se bézn¢ konzumuji v Indii. Shromazdéné vzorky pochazely z riznych vesnic
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a trhtt v oblastech Meghalaya a Mizoram. V obou typech vzorka byl Bacillus ptitomen
v primémém mnozstvi 1,59 x 108 KTJ/g a celkem bylo identifikovano 428 izolatd. Druhy
Bacillus izolované z tungrymbai byly B. licheniformis (25,5 %), B. pumilus (19,5 %) a B.
subtilis (55 %). Z bekang izolovali druhy B. brevis (2 %), B. circulans (7,5 %), B. coagulans
(6,5 %), B. licheniformis (16,5 %), B. sphaericus (4,6 %), B. subtilis (51,8 %) a Lysinibacillus
fusiformis (2 %). V obou produktech tedy dominoval B. subtilis (Chettri & Tamang 2015).
Vzajemné odlisné vysledky mohou byt zptisobeny pouzitim vzorkl z riznych lokalit
nebo riznych metod analyzy. DalSim diivodem mohla byt nepiesna identifikace. Nékteré blizce
ptibuzné druhy od sebe neni mozné metodou MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie zcela
spolehlivé odlisit. Nevyhodou této metody je také omezeni identifikace pouze na druhy uvedené
v databazi. Druhy, které nejsou soucasti databaze, dosud nepopsané taxony a nékteré atypické
kmeny touto metodou identifikovat nelze. Izolaty, které se nepodaftilo spolehlivé identifikovat
pochazely ze smési na ptipravu gulédse, z chilli, mletého zdzvoru, zeleninového ochucovadla,
celého pepte, hoveéziho bujonu a Cisticiho caje s fepou. V budoucnu budou identifikovany

pomoci molekularné genetickych metod.
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[ Zavér

Testovana byla pfitomnost a druhové zastoupeni Bacillus spp. v riznych druzich
potravin. Z 36 analyzovanych vzorkl byl vyskyt zjistén u 17. Dohromady bylo ze vzorka
izolovano 103 kolonii, z nichz 54 bylo identifikovano jako Bacillus. Ve vzorcich bylo nalezeno
10 rtznych druhut, kdy pfevazujicim byl B. subtilis. Ten se vyskytoval ve 4 skupinach potravin
(kofeni, bylinné Cajové smési, ptilohy a omacky), zatim co ostatni druhy byly nalezeny v 1 az
3 skupinach. Zadny z druhd nebyl nalezen ve viech typech vyrobk.

Nejcastéji kontaminovanou skupinou bylo koieni, které obsahovalo Siroké spektrum
bakterii rodu Bacillus. Nejvyssi diverzita byla zjisténa u potravin s vysokym obsahem proteint,
kdy 7 izolovanych kment ptedstavovalo 5 riznych druht.

Z vysledka a dostupné literatury lze tedy dojit k zavéru, ze vyskyt a druhové zastoupeni

je zavislé na typu potraviny, ale také na ptivodu produktu a postupech zpracovani.
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9 Samostatné prilohy

Tabulka I: Seznam testovanych vzorka

Datum Datum Datum Datum
Vyrobek rozboru trvanlivosti Vyrobek rozboru trvanlivosti
Bazalka drhnuta 18.6.2018 11.3.2015 Instantni polévka — 18.4.2018 15.5.2020
koteni
Bylinny ¢aj 18.6.2018 31.10.2019 | Kozi bio mléko 22.3.2018 27.3.2018
S ZenSenem 11.6.2018 12.6.2018
Cistici &aj 18.6.2018 8.2.2018 Kravské mléko 11.6.2018 13.6.2018
s ¢ervenou fepou
Détska kriti 11.6.2018 22.3.2018 Majoranka 18.6.2018 30.1.2020
vyZzZiva
Détska zeleninova | 11.6.2018 22.3.2018 Marmelada 11.6.2018 29.5.2017
vyziva
Dzem 11.6.2018 5.10.2019 Med 11.6.2018 14.1.2018
Gulas 18.4.2018 30.1.2020 Med kvétovy 11.6.2018 8.2.2020
Horka cokolada 18.6.2018 31.8.2019 Muskatovy ofisek Unor 2018 30.3.2019
Hovézi bujon 18.6.2018 30.6.2018 Nescafé 3vl classic 18.6.2018 31.8.2019
Chilli mleté 18.4.2018 30.1.2020 Ov¢i bio mléko 22.3.2018 27.3.2018
11.6.2018 12.6.2018
Chili papricky 18.6.2018 28.12.2016 Ov¢i jogurtovy 22.3.2018 1.4.2018
Thai Pride napoj
Paprika mleta Unor 2018 30.3.2019 Susené maso — Beef 18.6.2018 17.5.2019
natural jerky
Pepft Cerny cely 18.6.2018 30.6.2019 Susené mléko 22.3.2018 3.9.2018
Pept Cerny mlety 18.4.2018 19.2.2020 Svickova omacka 18.4.2018 28.3.2019
Rosické téstoviny 11.6.2018 20.3.2020 Zazvor mlety 18.4.2018 30.12.2019
18.6.2018 10.11.2010
Ryze 11.6.2018 30.9.2019 Zeleninové 18.4.2018 Biezen 2018
ochucovadlo 18.6.2018
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Tabulka II: Pocty sporulujicich mikroorganismu

Pocet Pocet
Vzorek mikroorganismi Vzorek mikroorganismu

(KTJ/g) (KTJ/g)
Bazalka 2,05 x 10* Majoranka 1,76 x 10*
Bylinny ¢aj s Zen$enem 1,036 x 108 Marmeléda 1,4 x 10°
Cistici ¢aj s fepou 9,45 x 10° Nescafe 1,09 x 102
Détska kriti presnidavka 5,4 x 10? Ov¢i mléko 1,10 x 10°
Détska zeleninova piesnidavka 1x10° Pepi 4,18 x 10°
Dzem 5,4 x 10? Pepf cely 2 x 10?
Gulas 1,072 x 10° Rosické téstoviny 0
Hovézi bujon 2 x 108 Ryze 4% 10°
Horka ¢okolada 3,6 x 102 Susené maso 9 x 10t
Chilli 2,59 x 10° Susené mléko 4 x 10!
Chili papricky 4,54 x 102 Svitkova 9 x 103
Kozi mléko 4,3 x 10* Zazvor 1,9 x 107
Kravské mléko 5x 103 Zeleninové ochucovadlo 3,72 x 10°

KTJ — kolonii tvofici jednotka
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Tabulka Illa: Druhové zastoupeni a ¢etnost identifikovanych bakterii v daném typu vzorku
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Pocet Pocet
Vzorek Bakterie izolatd Vzorek Bakterie izolata
Bylinné ¢ajové smési Kofeni
Bacillus 2 Bacillus megaterium 4
i Bazalka -
megaterium Bacillus cereus 2
drhnuta
Bacillus cereus 1 Staphylococcus aureus 1
Bylinny ¢aj se Bacillus 1 Bacillus pumilus 2
zdzvorem licheniformis
Bacillus pumilus 1 Chilli Bacillus altitudinis 1
Lysinibacillus 1 Bacillus subtilis 1
fusiformis
Bacillus subtilis 4 Chilli papricky | Bacillus mojavensis 1
Cistici ¢aj
. Paenibacillus 1 Bacillus cereus 2
S Fepou
polymyxa Majoranka
Dehydratované omacky drhnuta Bacillus lichenisformis 1
Bacillus pumilus 1 Bacillus subtilis 1
Gulas Pantoea 1 Muskatovy Bacillus mojavensis 2
agglomerans ofisek Bacillus subtilis 1
Svi¢kova Bacillus subtilis 1 Bacillus subtilis 3
Détské vyzivy Paprika Bacillus atrophaeus 1
Détska kriti Hafnia alvei 1 Bacillus pumilus 1
presnidavka Zazvor mlety Bacillus pumilus 1
DZem, marmelada, med Bacillus mojavensis 3
DZem jahodovo- Hafnia alvei 1 Zeleninové Bacillus subtilis 2
jable¢ny ochucovadlo Bacillus licheniformis 1
Marmelada Hafnia alvei 1 Bacillus valismortis 1
Hafnia alvei 2
Med _
Bacillus cereus 1
Bacillus cereus 2
Med kvétovy - .
Bacillus mycoides 1




Tabulka I11b: Druhové zastoupeni a ¢etnost identifikovanych bakterii v daném typu vzorku
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Pocet Pocet
Vzorek Bakterie izolata Vzorek Bakterie izolata
Miléko + mlééné produkty Potraviny s vysokym obsahem proteint
Lactococcus lactis 7 Bacillus mojavensis 2
Lelliottia amnigena 4 ] Bacillus valismortis 2
Hovézi bujon i

Pseudomonas 3 Bacillus atrophaeus 1
koreeensis

Kozi bio mléko - - - - - -
Hafnia alvei 3 Bacillus licheniformis 1
Leuconostoc 1 Susené maso Bacillus megaterium 1
mesenteroides
Micrococcus luteus 1 Piilohy
Lelliottia amnigena 10 Rosické Lactococcus lactis 1

téstoviny

Ov¢i mléko - - . —
Hafnia alvei 4 Ryze Bacillus subtilis 1
Lactococcus lactis 3
Hafnia alvei 2

Kravské mléko Raoultella 1
ornithinolytica




