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Detekce faktort virulence u bakterii skupiny Bacillus
cereus

Souhrn

Bakterie skupiny B. cereus jsou Siroce rozsifeny v prostfedi a vyznamné jsou zejména v
souvislosti s potravinami, jakoZto etiologicti Cinitelé alimentarnich otrav. Zaroven se mohou
podilet i na kaZeni potravin. Vyznamnou roli v patogenezi otrav hraji extracelularni toxiny,
které mohou produkovat.

Cilem diplomové prace bylo stanoveni toxigenniho profilu 105 kmenu izolovanych
z potravin, krmiv a Zivotniho prostfedi a zhodnoceni jejich potencidlniho rizika pro lidské
zdravi. Dale bylo posuzovano, zda se patogenni profil mezi kmeny lisi v zavislosti na jejich
plvodu. Patogenni potencidl byl stanoven detekci genl pro cereulid (ces),
hemolyzin BL (hbl), nehemolyticky enterotoxin (nhe), cytotoxin K (cytK), cereolyzin O (clo),
hemolyzin Il (hlyll), hemolyzin Il (hlylll), immune inhibitor A (inhA2), fosfatidylinositol-
specifickou fosfolipdzu C (phosC), fosfatidylcholin-preferujici fosfolipdzu C (cerA), a
sfingomyelinazu (cerB) metodou PCR. Stanoven byl také potencidl pro quorum quenching
detekci genu pro AHL-laktondzu (aiiA).

Prevaina vétsina kmenu v této praci byla identifikovana jako B. cereus sensu stricto,
ostatni druhy byly zastoupeny pouze v malém poctu. U vSech testovanych bakterii byly
nalezeny nejméné 2 toxinové geny, u Zadného se vSak nevyskytoval ces ani hbl. Nejvyssi
prevalence byla pozorovana u hlylll (99 %), clo (96 %), cerA (94 %), nhe (91 %), piplc (90 %) a
cerB (90 %). Pomérné casty byl také cytK (53 %). Malo byl naopak detekovan hlyll (16 %) a
inhA2 (3 %). Potencial pro quorum quenching byl zjistén u 68 % kmenu. V prevalenci 4 genl
(qiiA, cytK, hlyll a piplc) byly prokdzany statisticky vyznamné rozdily mezi kmeny rdzného
pGvodu. Nikdy se vSak vzajemné nelisily izolaty ze vSech posuzovanych prostredi. Prevalence
aiiA a cytK byla nejvyssi u kmen( z jedlého hmyzu (98 % a 100 %) a vyrobkd z hmyzu (91 % a
82 %), hlyll u izolat( z vyrobkd z hmyzu (45 %), ostatnich potravin (40 %) a kategorie ostatni
(40 %) a piplc dominoval u izoldtd z krmiva pro psy (100 %), jedlého hmyzu (98 %), vyrobka
z hmyzu (100 %) a ostatnich potravin (100 %).

Na zakladé pritomnosti jednotlivych genl pro faktory virulence v genomu byly bakterie
rozdéleny do 19 patotypovych skupin. Nejcastéjsi byla skupina ¢. 6 (37 kmen), ktera byla
zastoupena zejména kmeny z jedlého hmyzu a nesla geny nhe, cytK, clo, hlylll, piplc, cerA a
cerB. Druha nejpocetnéjsi pak byla skupina €. 8 (35 kmenl), ktera se odliSovala absenci genu
pro cytotoxin K a nejvice se vyskytovala v krmivu pro psy. U téchto 2 patotypovych skupin,
byly prokazany statisticky vyznamné rozdily ve vyskytu mezi sledovanymi prostredimi.

Druh B. cereus sensu stricto a ostatni druhy se od sebe statisticky vyznamné lisily pouze
v prevalenci genu cytK a piplc, které byly ¢astéjsi u B. cereus s. s. Jiné rozdily mezi nimi
nalezeny nebyly. JelikoZ naprosta vétSina kmen( méla ve své genetické vybavé predpoklady



pro produkci alespon jednoho enterotoxinu a k tomu i dalSich faktora virulence, potencialné
by u ¢lovéka mohla vyvolat prdjmové onemocnéni. Vétsi potencial oproti ostatnim kmenim
byl pozorovdn u izolatl z jedlého hmyzu a vyrobk( z hmyzu, jelikoz mély vyssi prevalenci
enterotoxinového genu cytK. U Zadného z kmenU nebyly detekovany geny pro cereulid, tudiz
by nemély predstavovat riziko emetického syndromu.

Klicova slova: Bacillus cereus, emeticky toxin, enterotoxiny, hemolyziny, alimentarni
onemocnéni, PCR



Detection of Bacillus cereus group virulence factors

Summary

Bacteria of B.cereus group are widely distributed in the environment and in
connection with food they are known for their ability to cause foodborne diseases. They can
be involved in food spoilage as well. The toxins they may produce play an important role in
the pathogenesis of the disease.

The aim of the diploma thesis was to determine the toxigenic profile of 105 strains
isolated from food, feed and the environment and to evaluate the potential threat for
human health they may pose. It was further assessed whether the pathogenic profile
differed between strains of different origin. The pathogenic potential was assessed based on
the detection of genes for cereulide (ces), hemolysin BL (hbl), non-hemolytic enterotoxin
(nhe), cytotoxin K (cytK), cereolysin O (clo), hemolysin Il (hlyll), hemolysin Il (hlylll), immune
inhibitor A (inhA2), phosphatidylinositol-specific ~ phospholipase  C  (piplc),
phosphatidylcholine-preferring phospholipase C (cerA), sphingomyelinase (cerB) using the
PCR method. Quorum quenching potential was evaluated by the detection of AHL-lactonase
gene (aiiA) as well.

Most of the strains in this thesis were identified as B. cereus sensu stricto, while other
species were much less common. Each of the bacteria tested carried at least 2 toxin genes.
However, none of them harboured ces or hbl. The highest prevalence was observed for hlylll
(99 %), clo (96 %), cerA (94 %), nhe (91 %), piplc (90 %) a cerB (90 %). The cytotoxin K gene
was also detected in a number of strains (53 %). On the other hand, hlyll (16 %) and inhA2
(3%) were not found to be frequent among the isolates. The potential for quorum
guenching was confirmed for 68 % of the strains. The prevalence of 4 of the genes (aiiA,
cytK, hlyll a piplc) differed statistically significantly between the isolates of distinct origin.
Nevertheless, the difference was never found between the strains from all the assessed
environments. The highest prevalence of aiiA and cytK was found among isolates from
edible insects (98 % and 100 %) and edible insect products (91 % and 82 %). Hlyll was most
common in strains from edible insect products (45 %), other foodstuff (40 %) and other
environments (40 %). Piplc prevailed in dog food (100 %), edible insects (98 %), edible insect
products (100 %) and other foodstuff (100 %) isolates. The bacteria were divided into 19
pathotype groups based on the presence of virulence genes in their genome. Group no. 6
(37 strains), which consisted mostly of the edible insect isolates, was the most common. It
harboured the following genes: nhe, cytK, clo, hlylll, piplc, cerA a cerB.The second most
common group (no. 8, 35 strains) differed from group no. 6 in the absence of cytK gene. This
group was most prevalent in dog food. Statistically significant differences in incidence of
these 2 pathotype groups were observed between the monitored environments.



The B. cereus sensu stricto species differed statistically significantly from other species
only in prevalence of cytK and piplc genes, which were more common among B. cereus s. s.
strains. Other differences were not observed. As the vast majority of strains carried at least
one enterotoxin gene along with other virulence genes, they might potentially cause
diarrhoeal disease in humans. Greater potential to cause the disease was observed for
edible insect and insect product isolates as they had a higher prevalence of the cytK
enterotoxin gene. None of the isolates were tested positive for the cereulide genes,
therefore they should not pose a risk of emetic syndrome.

Keywords: Bacillus cereus, emetic toxin, enterotoxins, hemolysins, foodborne

diseases, PCR
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1 Uvod

Bakterie skupiny B. cereus jsou blizce pfibuzné bakterie (Baldwin 2020), které jsou
Siroce rozsifeny v prostiedi (Logan a De Vos 2009) a casto kontaminuji také potraviny
(Griffiths a Schraft 2017). JelikoZ jsou schopny tvofit velmi odolné spory s adhezivnimi
vlastnostmi, byva problematické je odstranit z potravinarskych vyrobnich zafizeni (Parihar
2014). Snadno také mohou preZit Setrnéjsi konzervacni postupy a nasledné hrozi jejich
pomnozZeni. To mlZe mit za nasledek kaZeni potraviny, ale i rozvoj alimentarniho
onemocnéni po jeji konzumaci (Abee et al. 2011). Z tohoto dlivodu je vyskyt bakterii skupiny
B. cereus v potravinach pfedmétem zajmu mnoha studii. Kromé alimentarnich ndkaz mohou
zpUsobovat také jind onemocnéni, a to nejen u ¢lovéka, ale i u dalSich ZivociSnych druh(
(Logan a De Vos 2009). Na jejich rozvoji se podili celd fada faktor(i virulence (Ramarao a
Lereclus 2006) a velmi vyznamnou roli zde hraji bakteridlni toxiny (Ceuppens et al. 2013).
Geny, které tyto toxiny koduji, jsou umistény na plazmidech ¢i na chromozomech (Ehling-
Schulz et al. 2006) a jejich pfitomnost v genomu bakterie je moZné stanovit pomoci metody
PCR. Diky tomu lze posoudit, jaky patogenni potencidl dana bakterie mlze mit (Ceuppens et
al. 2013). Mira patogenity se totiz mezi jednotlivymi kmeny liSi (EFSA 2016). Je vsak tfeba
podotknout, Ze pfitomnost genu pro urcity toxin nemusi nutné znamenat, Ze dochazi k jeho
expresi (Bhunia 2008). Exprese toxinovych genl je ovlivnéna celou rfadou faktord, mezi néz
patfi napriklad dostupnost Zivin (Frenzel et al. 2012) ¢i rlstova faze burky (Llcking et al.
2009). Presto lIze timto zpUsobem zhodnotit, zda dany kmen m{iZe pro ¢lovéka predstavovat
zdravotni riziko ¢i nikoli (Jessberger et al. 2019b).
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2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotéza: Kmeny Bacillus cereus sensu lato izolované zraznych prostiedi budou
produkovat odlisné typy toxind v zavislosti na pvodu.

Cilem diplomové prace bylo stanoveni toxigenniho profilu bakterii skupiny Bacillus
cereus a zhodnoceni jejich potencialniho rizika pro lidské zdravi.
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3 Literarni reSerse

3.1 Taxonomie

Skupina Bacillus cereus neboli Bacillus cereus sensu lato se fadi do kmene Firmicutes,
tfidy Bacilli, radu Bacillales, Celedi Bacillaceae a rodu Bacillus. Je tvotena blizce pribuznymi
bakteriemi, které jsou si po genetické strance velmi podobné, ale liSi se mezi sebou
fenotypicky (Baldwin 2020).

Pocet druh(l nalezicich k této skupiné stdle roste a stejné tak se vyviji i jejich klasifikace
(Bazinet 2017). V soucasné dobé skupina sdruzuje okolo 20 rGznych druh(, mezi nez patfi
B. albus, B. anthracis, B. bingmayongensis, B. cereus sensu stricto, B. clarus, B. cytotoxicus,
B. fungorum,  B. gaemokensis,  B. luti,  B. manliponensis,  B. mobilis,  B. mycoides,
B. nitratireducens,  B. pacificus,  B. paramycoides,  B. paranthracis,  B. proteolyticus,
B. pseudomycoides, B. thuringiensis, B. toyonensis, B. tropicus a B. wiedmannii. Nékteré
z nich v8ak nebyly publikovany v souladu s pravidly Mezinarodniho kdédu nomenklatury
prokaryot a nejsou tak plné validovany. Jednd se o B. bingmayongensis, B. clarus,
B. gaemokensis a B. manliponensis (Carroll et al. 2021). Taxonomické usporaddani na uroven
druhl a poddruhti v ramci skupiny je stale predmétem vyzkumu a diskuzi (Baldwin 2020).
V roce 2020 bylo Carroll et al. (2020) navrzeno nové uspofadani, a to do nasledujicich druh:
B. bingmayongensis, B. cereus sensu stricto, B. clarus, B. cytotoxicus, B. gaemokensis, B. luti,
B. manliponensis, B. mosaicus, B. mycoides, B.paramycoides, B. pseudomycoides a
B. toyonensis, pricemz B. anthracis by byl nové oznacCovan jako B. mosaicus subsp. anthracis.
Toto rozdéleni by mélo byt jasnéjsi nez soucasné, jelikoZz je postaveno na genomice,
zohlednuje fenotyp a historicky vyznamné ndzvy druhG (Carroll et al. 2020). Neni vSak
zfejmé, zda bude nové ndzvoslovi pfijato védeckou komunitou, jelikoz to stavajici je hluboce
zakorenéno (Baldwin 2020).

3.2 Rod Bacillus

Rod Bacillus je velice heterogenni soubor sporulujicich bakterii, vramci néhoz je
rozeznavano nékolik skupin blizce pfibuznych druh(, jako je napfiklad skupina B. cereus,
B. pumilus nebo B. subtilis (Starostin et al. 2015). Zastupci rodu jsou prevazné grampozitivni,
maji tyCinkovity tvar a vytvareji odolné endospory. Obvykle byvaji aerobni nebo fakultativné
anaerobni, jsou vsak popsany i druhy striktné anaerobni. Rod Bacillus zahrnuje pohyblivé i
nepohyblivé zastupce srlznymi pozadavky na teplotu i pH prostiedi. Prevaziné jsou
chemoorganotrofni a fada z nich dokaze rozkladat biopolymery. Tyto bakterie jsou prakticky
vsudypritomné. Nejvice se vyskytuji v pudé a prostfedich kontaminovanovanych ptdou.
Izolovany byvaji také z vody, potravin ¢i klinickych vzork( (Logan a De Vos 2009). VétsSina
z nich je nepatogenni nebo ma jen mirny patogenni potencial, ¢asto se vsak podileji na
kazeni potravin. Vyznamné patogeny, které predstavuji zdravotni riziko pro zvirata i clovéka
sdruzuje praveé skupina B. cereus (Logan a De Vos 2009).
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3.3 Charakteristika bakterii skupiny B. cereus

B. cereus sensu lato zahrnuje fakultativné anaerobni grampozitivni sporulujici bakterie
ve tvaru rovnych ¢i mirné zahnutych tycinek, ¢asto se zaoblenymi az hranatymi konci (Logan
a De Vos 2009). Velikost bunék se pohybuje kolem 1-1,2 um na 3-5 um (Gordon, Haynes a
Pang 1973; Nakamura 1998). Mohou se vyskytovat samostatné, ve dvojicich i retizcich a
nékteré tvori dlouha vldakna (Logan a De Vos 2009). Zastupci skupiny mohou byt
psychrotolerantni, mezofilni i termotolerantni (Lechner et al. 1998; Logan a De Vos 2009;
Guinebretiére et al. 2013; Miller et al. 2016). Zatimco nékteré kmeny jsou schopny rlstu pfi
teploté pod 10 °C (Lechner et al. 1998, Miller et al. 2016) a mohou jim stacit i pouhé 4 °C
(Lechner et al. 1998), jiné vyZaduji alespon 10—15 °C. Horni hranici pak zpravidla byva teplota
40-45 °C (Logan a De Vos 2009; Liu et al. 2017). B. cytotoxicus vSak roste i pfi 50 °C
(Guinebretiere et al. 2013). B. cereus sensu lato dokazou rust pfi pH v rozmezi 4,4-9,3 a
vyzaduji vodni aktivitu minimalné 0,91-0,93. Zdroje uhliku, které metabolizuji, se mezi druhy
li§i. Rada z nich je schopna metabolizovat maltézu, D-ribézu, D-glukézu, D-fruktézu, N-
acetylglukosamin, trehaldzu, Skrob, glykogen, arbutin i salicin. Nékteré druhy pak umi vyuzit
i jiné latky, jako je napfiklad sachardza. Nékteré z nich také dokdzou hydrolyzovat skrob,
Zelatinu ¢i kasein (Logan a De Vos 2009; Liu et al. 2017). Jako zdroj dusiku mohou bakterie
rodu Bacillus vyuzivat organické i anorganické latky (Logan a De Vos 2009). Pro rUst B. cereus
se vSak ukdazaly byt nezbytné aminokyseliny valin, leucin a threonin (Agata et al. 1999).

Kolonie B. cereus sensu lato byvaji i pres znacnou variabilitu pomérné snadno
rozpoznatelné. Mohou mit kruhovy ¢i nepravidelny tvar o priiméru asi 2—7 mm. Okraje
byvaji rovné, zvinéné, vroubkované ¢i vilaknité. Povrch mizZe byt matny, zrnity i hladky a
vlhky. Specifické jsou kolonie B. mycoides, které se od ostatnich druh lisi rhizoidnim tvarem
a snadno se rozrustaji po celém povrchu agarové plotny, viz Obrazek ¢. 1 (Logan a De Vos
2009).

Obrazek €. 1: (a) Sedé neprlsvitné kolonie B. cereus na krevnim agaru (Bottone 2010);
(b) Rhizoidni kolonie B. mycoides na trypton sdéjovém agaru (Di Franco et al. 2002)
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Nékteré druhy jsou pohyblivé diky peritrichdalnim bic¢ikim (Logan a De Vos 2009).
Obecné bic¢iky umoznuji dva hlavni typy pohybu, a to plavani v tekutych médiich (tzv.
swimming) ¢i plazivy pohyb na pevném povrchu (tzv. swarming). Bylo zjisténo, Ze plazivy
pohyb napomdha bakteriim v kolonizaci hostitele, a v pfipadé patogennich kmen( timto
vyznamné pfispiva k jejich patogenité (Senesi et al. 2010). Tyto plazivé bunky se od béznych
bunék lisi. Jsou delsi a nesou vice bicikd. U B. cereus sensu lato se lze setkat s obéma typy
pohybu, pficemz bylo vypozorovano, Ze s diferenciaci na bunku schopnou plazivého pohybu
je spojeno i vyznamné zvyseni sekrece hemolyzinu BL (Ghelardi et al. 2007).

DulezZitou vlastnosti bakterii skupiny je schopnost vytvaret endospory (Logan a De Vos
2009), které odolavaji teplu, radiaci, desinfekénim prostifedklm i vysuSeni (Parihar 2014).
Mivaji elipsoidni tvar a mohou byt umistény centrdlné az subtermindlné. NezpUsobuji
zdureni bunky (Logan a De Vos 2009; Guinebretiere et al. 2013; Jiménez et al. 2013). Jejich
délka se pohybuje okolo 1,5 um a primér byva kolem 0,8—0,9 um (Carrera et al. 2007).
Jedna burika B. cereus sensu lato vytvari pouze jednu endosporu, a to na konci exponencialni
rastové faze (Logan a De Vos 2009). Struktura spor se vyrazné lisi od vegetativnich bunék.
Povrch spory je tvorfen exosporiem, pod nimZ se nachazi plast, vnéjsi membrana, kortex,
bunécnd sténa, a nakonec jadro obklopené vnitfni membranou (Setlow 2006). Tato
membrana obsahuje receptory, na néz se vazou ziviny indukujici kli¢eni spor (Setlow 2003).
K témto Zivindam patfi napfiklad aminokyseliny ¢i ribosidy (Moir et al. 2002). Mimoto mohou
kliceni vyvolat také dalsi faktory, jako je lysozym, vysoky tlak ¢i vapenaté kationty (Gould
1969 cit. dle Setlow 2003).

Spory maji diky povrchovym strukturam a hydrofobni povaze schopnost adherovat na
razné povrchy (Tauveron et al. 2006; Faille et al. 2007; Griffiths a Schraft 2017). Mezi
jednotlivymi kmeny se mira této schopnosti lisi (Tauveron et al. 2006; Faille et al. 2007).
Adherované spory je obtizné odstranit z rlznych vyrobnich zafizeni, napftiklad
v potravinarskych provozech (Parihar 2014). Ve chvili, kdy pominou nepfiznivé podminky,
spory mohou vykli¢it a vegetativni buniky se vyznamné pomnozit. Ktomu muize dochazet i
v potravinach konzervovanych za pouziti SetrnéjSich konzervacnich metod. Tyto potraviny
pak ¢innosti mikroorganismU podléhaji zkaze, pripadné mohou vyvolat onemocnéni, jedna-li
se o patogeny (Abee et al. 2011). Spory i vegetativni buniky B. cereus jsou vyobrazeny na
Obrazku ¢. 2.
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Obrazek ¢. 2: Vegetativni bunky a elipsoidni spory B. cereus (Logan a De Vos 2009)

Bakterie skupiny mohou vytvaret biofilm, coz je pfrisedlé spolecenstvi mikrobU
obklopenych extraceluldrni polymerni hmotou, kterou sami produkuji. Uvnitf ného najdeme
diferencované skupiny bunék. Bakterie, jeZ jsou soucasti biofilmu, jsou odolnéjsi oproti
planktonicky rostoucim a byvaji také pfi¢inou fady perzistentnich a chronickych infekci
(Costerton et al. 1999). Tvorba biofilmu mlze byt ovlivnéna fadou faktor(l. V laboratornich
podminkach byl pozorovan vliv pouZitého Zivného média i délky inkubace. Bylo zjisténo, Ze
nizsi pH a nizsi koncentrace glukdzy pfispivda u B. cereus k jeho vzniku, zatimco vyssi
koncentrace glukdzy tvorbé branila (Kwon et al. 2017). Biofilm se rozdilné tvofi také na
povrsich zrdzného materidlu. Dle studii B. cereus vytvarel vice biofilmu na povrchu
z nerezové oceli v porovnani s polystyrenem (Hayrapetyan et al. 2015) nebo sklem. To muze
byt obzvlast problematické v potravinarskych provozech (Kwon et al. 2017), kde je nerezova
ocel bézné pouZivana. Z biofilmu se totiz mohou uvolfiovat jak bakterialni bunky, tak i spory
a kontaminovat potraviny. Oproti planktonickym burfikam byla v biofilmu pozorovana vyssi
tvorba spor (Hayrapetyan et al. 2015). Tvorba spolecenstvi se lisSi mezi jednotlivymi kmeny
(Park et al. 2019, Adame-Gdmez et al. 2020).

Harada a Nascimento (2021) zkoumali efekt nékolika metod sanitace na biofilm
B. cereus a porovnavali je s roztokem chlornanu sodného (200 mg/l), sanitacniho prostfedku
bézné pouzivaného v potravinarskych provozech. Konkrétné testovali plynny ozén, suché
teplo (90 °C), UV-C zareni, 70% etanol a komercni sanitacni prostiedek na bazi kvartérnich
amoniovych soli a isopropyl alkoholu. Nejvyssiho uéinku dosahovalo UV-C zareni, avSak
v porovnani s kontrolou (chlornan sodny) mély vSechny tyto metody nizkou ucinnost. Autofi
také zaznamenali, Ze lepSich vysledkd bylo moziné dosahnout prodlouzenim expozice
testovanym metodam. Delsi c¢as expozice by vSak nemusel vyhovovat potrebam
potravinarskych podnikud.

3.3.1 Selektivni stanoveni

Od ostatnich druhG rodu Bacillus lze cleny skupiny B. cereus odlisit
na zakladé jejich odolnosti 0,001 % lysozymu, lecitindzové aktivity, absence
fermentace manitolu a pozitivni reakce ve Voges-Proskauerové testu (Griffiths a Schraft
2017). Kbéiné pouzivanym selektivnim médiim pro izolaci a identifikaci
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B. cereus patfi MYP agar (mannitol-egg yolk—polymyxin) a PEMBA agar
(polymyxin—pyruvate—egg yolk—mannitol-bromothymol blue agar). Kolonie na MYP agaru
maji fialovo-Cervené pozadi a vytvareji kolem sebe zdnu precipitace. Na PEMBA pak vznikaji
typicky tyrkysové az modré kolonie, taktéZz obklopené precipitdtem vaje¢ného Zloutku.
Standardizované postupy k izolaci bakterii jsou k nalezeni v normach ISO 7932 a ISO 21817.
Udava je také FDA (Food and Drug Administration, Ufad pro kontrolu potravin a Ié&iv)
(Griffiths a Schraft 2017).

3.3.2 Vyskyt a vyznam

Bakterie skupiny B. cereus jsou prakticky vsudypritomné (Griffiths a Schraft 2017).
Nachazeji se napriklad v padé, vodé, organickych materidlech jako je kiize, ov¢i vina, rostliny
¢i hnaj, také v papiru a domacim i nemocni¢nim prostredi. Izolovany byly téz ze zazivaciho
traktu hmyzu, zvifat i ¢lovéka (Logan a De Vos 2009) ¢i z celé fady potravin, o ¢emz je vice
pojedndno v nasledujici podkapitole. Ve skupiné najdeme patogeny, které maji negativni
dopad na zdravi zvifat i lidi (Baldwin 2020). V této souvislosti byva ¢asto zminovan zejména
B. anthracis (Sternbach 2003) &i B. cereus (Parihar 2014), ale nejednd se o jediné zastupce
schopné vyvolat onemocnéni (Guinebretiére et al. 2013). Ddle se bakterie skupiny mohou
podilet na kaZeni potravin. Za néj jsou zodpovédné jejich proteazy, lipdzy a fosfolipazy (Meer
et al. 1991). Vmléce muZe B. cereus zpusobovat vadu oznacovanou jako sladké srazeni
(Overcast a Atmaram 1974). Zapfric¢inuje také horknuti smetany a dalSi nezddouci
organoleptické zmény (Cox 1975). B. cereus sensu lato zahrnuji vSak i druhy, které maji
pozitivni vyznam. Konkrétnim ptikladem je B. thuringiensis, jenZz nachazi vyuZiti v zemédélstvi
jako biopesticid (Kumar et al. 2021) nebo B. toyonensis, ktery je diky svym probiotickym
vlastnostem pouzivan jako doplInék stravy zvitat (Jiménez et al. 2013).

3.3.2.1 Skupina B. cereus a potraviny

Jak bylo zminéno, bakterie skupiny B. cereus se mohou nachdzet v fadé potravin, mezi
néz patfi maso a masné vyrobky, mléko a mlééné vyrobky, ryze, zelenina ¢i koreni. JelikoZ se
jednd o vSudypritomné bakterie, jejich spory jsou zcela bézné pfitomny v rlznych surovinach
(Griffiths a Schraft 2017) a jejich vyskytu v potravindch se nelze zcela vyhnout (Jessberger et
al. 2020). Aby vsak doslo k rozvoji onemocnéni, jsou zapotiebi vysoké pocty téchto bakterii,
kterych muiZe byt dosaZeno zejména pfi uchovavani potravin v podminkach podporujicich
jejich rast (Griffiths a Schraft 2017). Alimentarni onemocnéni vyvolana skupinou B. cereus
byvaji vétsinou spojena s kontaminaci potraviny & pokrmu v koncentraci nad 10° KTJ/g, byly
pripadl tzv. emetického syndromu, ktery se projevuje zvracenim, bylo zjisténo i méné nez
102 KTJ/g potraviny (EFSA 2016). Kontaminace potraviny véak nemusi vidy nutné znamenat
riziko pro zdravi konzumenta, jelikoz ne vSsechny kmeny jsou patogenni (Jessberger et al.
2019b) a i mezi patogennimi kmeny se mira patogenity lisi. Je v3ak tfeba podotknout, Ze
faktory virulence jsou mezi zastupci skupiny Siroce rozsifeny. Témér u vSsech kmenu B. cereus
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je mozné najit geny pro nehemolyticky enterotoxin a kddujici sekvence pro hemolyzin BL a
cytotoxin K byvaji detekovany u 30—70 % izolat(. Na rozdil od genl pro cereulid, tyto geny
bézné nesou i ostatni druhy skupiny. V genetické vybavé dale mohou mit bakterie skupiny
B. cereus také sekvence kddujici hemolyziny, fosfolipazy C, sfingomyelindzu a
metaloprotedzy, jejichz role je jeSté potfeba lépe prozkoumat (EFSA 2016). Zminéné faktory
virulence jsou blize popsany v kapitole 3.4.3.

V potravinarském primyslu predstavuji B. cereus sensu lato riziko pro poruseni
zdravotni nezdvadnosti potravin, zaroven vsak i riziko zbyteénych ekonomickych ztrat, pokud
by dochazelo klikvidaci Sarzi vyrobk(i kontaminovanych nepatogennimi kmeny. Z téchto
dlvodu by bylo uZite¢né najit spolehlivy a prakticky pouZitelny zplsob, jak posoudit riziko,
které mlze z kontaminace plynout. Jessberger et al. (2019b) vypozorovali korelaci mezi
tfemi faktory (exprese B komponentu nehemolytického enterotoxinu a sfingomyelindzy a
aktivita exoproteaz) a mirou enteropatogenity testovanych kmenu. Vysoce patogenni kmeny
exprimovaly zminény B komponent i sfingomyelinazu a mély vyssi proteazovou aktivitu. Tato
zjisténi by mohla slouzit jako zaklad pro vyvoj rychlych metod posouzeni miry patogenity,
které by nasly vyuziti v rutinni diagnostice.

3.3.2.1.1 Prevalence v potravinach

Vyskytem B. cereus sensu lato v rlznych potravinach se jiz zabyvala fada autori a
z jejich vysledkl si Ize povSimnout rozdill ve zjiSténé prevalenci (Kim et al. 2014; Tewari et
al. 2015; Saleh-Lakha et al. 2017; Pei et al. 2018). Napfiklad Samapundo et al. (2011) pfi
rozboru Cerstvého mletého masa odhalili kontaminaci u 15 % testovanych vyrobk(. Tewari et
al. (2015) pak shledali pfitomnost B. cereus u 30,85 % ze zkoumanych vzorki masa a
masnych vyrobku, pfiéemz jejich poéty se pohybovaly v fadech 10% a7 10* KTJ/g. Podobnou
prevalenci jako Tewari et al. uvedli pro maso také Rather et al. (2012), zjistili vSak vyssi
droven kontaminace (aZ 1,51x108 KTJ/g). Vyssi byla v této studii také prevalence B. cereus v
masnych vyrobcich (51,85 %). V pfipadé pasterizovaného mléka byla v jedné studii zjiSténa
prevalence 30 % (Berthold-Pluta et al. 2019), zatimco v jiné, drivéjsSi, 56 % a Uroven
kontaminace se zde pohybovala od 10 do 3x10° KTJ/ml (Larsen a Jgrgensen 1997). Jak zjistili
Saleh-Lakha et al. (2017), na prevalenci ma patrny vliv teplota skladovani (podrobnéji viz
kapitola 3.3.2.2), ¢imZ by mohla byt odlivodnéna skutecnost, Ze béhem léta byla v mléce
pozorovana vyrazné vyssi prevalence (72 %) nez béhem zimy (28 %) a stejné tak to platilo
pro pocty bakterii (Larsen a Jgrgensen 1997). Dalsi vyznamnou potravinou je ryze. Ankolekar
et al. (2009) nalezli spory B. cereus u 52,8 % testovanych vzorkl. Kim et al. (2014) pak
zkoumali rozdily mezi ryzi nezpracovanou, hnédou a bilou a pozorovali, Ze se prevalence
sniZovala s postupem zpracovani. Zatimco v pripadé nezpracované ryZe se podafilo izolovat
spory B. cereus z 96,8 % vzorkl, u hnédé ryze uz jen z80,6 % a u bilé pouze z57,8%.
Izolovany byly také spory B. thuringiensis, ale v daleko mensi mife a obdobny trend u nich
nebyl patrny. Oproti predeslym studiim Berthold-Pluta et al. (2019) zaznamenali nizsi vyskyt
B. cereus. Pozitivnich bylo jen 27,1 % vzork( ryze, pfiCemz stanovené pocty téchto bakterii
nepfesahly 103 KTJ/g. Ve stejné studii byla vénovana pozornost také téstovindm, u nichz
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prevalence ¢inila 37 %. Naproti tomu Rusul a Yaacob (1995) nasli B. cereus u 100 %
testovanych pseni¢nych nudli. Analyzovali vSak jen pomérné maly pocet vzorkd (12).
Samapundo et al. (2011) dale zjistili 20% prevalenci u vafenych téstovin. Kromé toho
analyzovali také zeleninu a B. cereus identifikovali u 27,5 % z celkového poctu vzork(.
K podobnému vysledku (20,1 %) dosli uz dfive Kaneko et al. (1999). Kontaminovdna muze byt
dale také uméla mlécna vyziva. Pei et al. (2018) odhalili B. cereus u 7,53 %, Sanchez-Chica et
al. (2021) u 11 % a Berthold-Pluta et al. (2019) dokonce u 30 % vzorkd. Urover kontaminace
v3ak byla u naprosté vétsiny z nich pod 103 KTJ/g (Pei et al. 2018; Berthold-Pluta et al. 2019;
Sanchez-Chica et al. 2021). Kromé vySe zminénych potravin a pokrm0 byvaji B. cereus sensu
lato kontaminovany také napfiklad snidanové cerealie, koreni, sladké pecivo, pokrmy
z brambor, pseni¢na mouka, kukufi¢ny skrob, rlizné syry ci lusténiny a vyrobky z nich (Rusul a
Yaacob 1995; Bonerba et al. 2010; Berthold-Pluta et al. 2019; Sdnchez-Chica et al. 2021).

Zajimavou kategorii potravin, u niz je skupina B. cereus taktéz predmétem zajmu, je
jedly hmyz a vyrobky z néj. Jedly hmyz patfi mezi tzv. nové potraviny, tedy potraviny, které
nebyly na uzemi Evropské Unie ve vyznamné mife konzumovany pred 15. 5.1997. Na trh
v rdmci EU mohou byt uvadény, pokud jsou autorizovany a zahrnuty v seznamu Unie (Union
list), kde jsou k nalezeni také podminky pro jejich uvadéni na trh ¢i pro jejich pridavani do
jinych potravin (Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) 2015/2283). Z kategorie
jedlého hmyzu jsou aktualné na seznamu uvedeny saranée stéhovava, larva potemnika
moucného a cvréek domaci. Jednim z mikrobiologickych kritérii, ktera se na né vztahuji, je
predpokladany B. cereus, jehoZz maximalni obsah v potraviné by nemél pfekrocit 102 KTJ/g
(Provadéci natizeni Komise (EU) 2017/2470; Provadéci nafizeni Komise (EU) 2022/188). Jako
predpokladany je oznacovan proto, Ze se stanovuje podle normy ISO 7932 na MYP agaru a
toto stanoveni neumoziuje rozliSit B. cereus od blizce prfibuznych druh(, jako je napftiklad
B. anhracis, B. mycoides Ci B. thuringiensis (EFSA 2016).

Vyrobky z jedlého hmyzu rostou na oblibé, je vSak jesté potreba |épe probdadat jejich
mikrobiologii (Grabowski a Klein 2017; Fasolato et al. 2018; Fernandez-Cassi et al. 2020).
Mezi mikroorganismy, které se z nich podaftilo izolovat, patfi napriklad Aspergillus spp.,
Bacillus spp. véetné B.cereus sensu lato, Enterococcus faecium, Listeria ivanovii,
Macrococcus spp., Mucor spp., Pediococcus acidilactici, Penicilium spp., Serratia liquefaciens,
¢i Staphylococcus spp. (Grabowski a Klein 2017; Fasolato et al. 2018). Bylo zjiSténo, Ze
mikrobiologické charakteristiky se mohou lisit mezi rlznymi druhy hmyzu a rozdily mohou
byt také mezi hmyzem chovanym v laboratofi a v komerénim chovu (Vandeweyer et al.
2020). Kromé toho zfejmé zalezi i na zpGsobu zpracovani.

Fasolato et al. (2018) detekovali B. cereus sensu lato ve vSech testovanych vzorcich
jedlého hmyzu, pficemZ u &tvrtiny vzorkd byly jejich poéty v fddech 10%-10° KTJ/g a mezi
izolaty byl vyznamné zastoupen B. cytotoxicus (Fasolato et al. 2018). Vandeweyer et al.
(2020) uvedli, Ze by ke kontaminaci B. cereus s. I. mohl byt nachylny cvréek domaci, jelikoz
zhruba 86 % izolatl, které se z néj podafilo ziskat, patfilo k této skupiné. Fernandez-Cassi et
al. (2020) naproti tomu neodhalili kontaminaci B. cereus s. |. u Zadného ze studovanych
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cvrckd. Tito cvréei vSak byli chovani v kontrolovanych podminkach v univerzitnim prostredi,
zatimco Vandeweyer et al. (2020) studovali hmyz z komeréniho chovu.

3.3.2.2 Prevence onemocnéni z potravin

Vzhledem k tomu, Ze B. cereus sensu lato jsou prakticky vSudypfitomné a potraviny
jsou jimi béiné kontaminovany, je pro prevenci onemocnéni ¢i otravy z potravin
kontaminovanych témito bakteriemi potieba predevsim zabranit jejich pomnoZeni. Zatimco
vegetativni buriky je mozné znicit tepelnou Upravou, problémem jsou spory, které jsou velmi
odolné (EFSA 2016). PGsobenim tepla nedochazi k jejich eliminaci, naopak jim mohou byt
aktivovany a nasledné vykli¢it. Z divodu redukce poctu ostatnich mikroorganism( béhem
tepelné Upravy se B. cereus sensu lato dostavaji do malo konkurenéniho prostredi a snadno
se pomnozi (Juneja et al. 2018). DllezZité tedy je pokrmy neuchovavat v podminkach, které
bakteriim vyhovuji a umoZiuji jim aktivné rlst. Vhodné je skladovani bud pfi teploté nad
60 °C (Griffiths a Schraft 2017), nebo do 7 °C, idedlné vsak do 4 °C (EFSA 2016), vzhledem ke
schopnosti nékterych zastupcl rast i za nizkych teplot (Lechner et al. 1998). Saleh-Lakha et
al. (2017) sledovali prevalenci a poCty B. cereus v pasterizovaném mléce skladovaném pfi
teploté 4 °C, 7 °C a 10 °C a pozorovali, Ze s vyssi teplotou prevalence rostla. Zatimco pfi 4 °C
se podafilo B. cereus stanovit pouze u 0,8 % vzorkd, pfi 7 °C jiz u 13,4 % a pfi 10 °C u 40,9 %
vzorkd. Zaroven rostlo také procento vzorki, v nichz kontaminace B. cereus presahovala
10° KTJ/g. Pfi 4 °C se jednalo 0 0,4 %, pfi 7 °C 0 5,5 % a pfi 10 °C 0 31,1 %. Je tedy vidét, Ze i
mirné zvyseni skladovaci teploty miZe mit dopad na zdravotni nezavadnost potraviny.
Osemetné také je, Ze potravina mUze byt pro zdravi rizikovd, aniz by byly nutné zhorseny jeji
organoleptické vlastnosti. Dale je tfeba vyzdvihnout dulleZitost neporusovani teplotniho
fetézce u chlazenych potravin (Saleh-Lakha et al. 2017) a pokud mozZno co nejrychlejsi
zchlazeni. To se tykd i doma pfipravenych a ndsledné skladovanych pokrmi (Juneja et al.
2018), které je navic vhodné pred poddvanim znovu dlikladné prohfat. Pozornost je také
tfeba vénovat potravindm v prasku, které se pred konzumaci pfipravuji smichanim
s tekutinou. Pokud je suSena potravina rehydratovana a ponechdna pfi pokojové teploté,
opét jsou tim pfipraveny pfiznivé podminky po vykli¢eni spor a pomnozeni vegetativnich
bunék, coz mlze byt navic provazeno také produkci toxinG (Griffiths a Schraft 2017).

3.3.3 Druhy

Jak jiz bylo zminéno vyse, skupina B. cereus zahrnuje vicero druh(, z nichZ nékteré byly
popsany jiz pred lety, zatimco jiné teprve nedavno. NizZe je predstaveno nékolik vyznamnych
druht, zndmych pro své patogenni plsobeni nebo pro jiné, naopak pozitivni, vlastnosti.

3.3.3.1 Bacillus anthracis

B. anthracis byl popsan jako prvni z druhl skupiny B. cereus (Carroll et al. 2021) a to uz
v 19. stoleti. Nazvan je podle onemocnéni antrax, jehoZ je plUvodcem (Sternbach 2003).
Fenotypicky se podoba B. cereus, ale najdeme i nékolik odliSnosti. B. anthracis je
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nepohyblivy, jeho kolonie byvaji mensi, nehemolytické a mivaji tuhou konzistenci, zatimco
kolonie B. cereus nebo také B. thuringiensis byvaji spiSe maslovité. Teploty, pfi kterych
B. anthracis roste, se pohybuji v rozmezi 20—40 °C (Logan a De Vos 2009).

Antrax postihuje predevsim bylozZravce, ale mizZe se rozvinout i u Clovéka, ktery je
k nému vSak méné vnimavy. Infekéni ddvka u ¢lovéka byva pomérné vysoka a stfedni smrtna
davka (LDso) se pohybuje v rozmezi 2500—-55000 pozfenych ¢i vdechnutych spor (Logan a De
Vos 2009). Za rozvoj onemocnéni jsou zodpovédné antraxové toxiny a kapsula, ktera brani
fagocytdze bakterie (Tessier 2017). Geny pro toxiny i komponenty pouzdra jsou kédovany na
plazmidech, oznacovanych jako pX0O1 a pX02 (Griffiths a Schraft 2017).

K ndkaze dochazi prostfednictvim krve infikovaného jedince, dale také z mrtvych tél
nakazenych, ze Zivoc¢iSnych produktl nebo z plidy kontaminované sporami, které v ni
dokdzZou prezivat rfadu let (Logan a De Vos 2009). Do téla se patogen dostava vdechnutim,
pozienim nebo pres odérky na kUzi (Murray et al. 1999) a v zavislosti na cesté vstupu se
rozviji jedna ze tfi forem onemocnéni — koZni, gastrointestinalni ¢i plicni (Brook 2002).
V pripadé koini formy, kterd se u lidi vyskytuje nejcastéji (FDA 2018), se po uplynuti
inkubacéni doby trvajici 1-12 dni zaénou na kUZi objevovat léze. Tyto léze jsou obvykle
nebolestivé a jejich vzhled se vyviji az v ¢erny pfiskvar, viz Obrazek ¢. 3 (Brook 2002), podle
kterého dostalo onemocnéni své oznaceni antrax, tedy uhli ¢i vied (Logan a De Vos 2009).
Onemocnéni je doprovazeno horeckami, bolesti hlavy a lokalnim zdufenim miznich uzlin. Bez
[éCby je koZni antrax smrtelny asi pro 20 % postiZzenych. PFi gastrointestinalni formé se po
inkubacni dobé v délce 1-7 dni objevuji tézké bolesti bficha, hore¢ka a septikémie. Dalsi
pfiznaky se mohou lisit v zavislosti na postiZzené ¢asti traviciho traktu (Brook 2002). Mortalita
se zde pohybuje mezi 25—75 % (FDA 2018). Nejzavaznéjsi je forma plicni, jejiz inkubacni doba
miva také obvykle délku 1-7 dni, ale mlzZe byt i delsi, a to az 60 dni. Pfi této formé antraxu
se ze zacatku objevuje malatnost, horecka a bolesti svali a pozdéji miZe onemocnéni
prechazet az v respiracni selhani provazené meningitidou (Plotkin et al. 1960; Brook 2002).
Mortalita je 80 % nebo i vice (FDA 2018). V Iécbé i profylaxi u exponovanych osob se
vyuzivaji antibiotika, napfiklad ciprofloxacin ¢i penicilin (Quintiliani a Quintiliani 2003). Pro
Uspésnost |éCby je zasadni jeji v€asné zahdjeni (Brook 2002). Antibioticka terapie byva
pomérné ucinnd pro lécbu kozni formy (FDA 2018), u niz smrtnost sniZuje pod 1%
(Savransky et al. 2020). U jinych forem vsak muze byt i navzdory antimikrobidlnim lékim
mortalita pomérné vysokd (Pillai et al. 2015). U plicni formy muZe byt zredukovana na 45 %
pfi agresivni terapii pomoci kombinace antibiotik, imunoglobulini a podplrné lécby
(Savransky et al.2020). Pro prevenci onemocnéni je kdispozici vakcina s oslabenym
B. anthracis (Quintiliani a Quintiliani 2003), jejiz u¢innost by méla byt pres 90 % (FDA 2018).
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Obrazek €. 3: Cerny pfiskvar, projev koini formy antraxu (Kelley et al. 2005; Tessier 2017)

Vyznam antraxu jakoZto onemocnéni Clovéka zacal narlstat v souvislosti
s bioteroristickymi Gtoky v USA v roce 2001, kdy byly spory bakterii Sifeny prostfednictvim
posty (Quintiliani a Quintiliani 2003). Jiz v roce 1979 vsak propukla epidemie plicniho antraxu
v dnesnim Jekatérinburgu v Rusku jako nasledek nechténého Uniku spor ze zatizeni pro vyvoj
biologickych zbrani. Doslo pfi ni nejméné k 68 umrtim (Abramova et al. 1993; Quintiliani a
Quintiliani 2003).

3.3.3.2 Bacillus cereus sensu stricto

B. cereus sensu stricto byl poprvé izolovan v 19. stoleti ze vzduchu v kraviné a rlst jeho
kolonii byl provazen zkapalnénim Zelatiny v Petriho misce, na niz byl zachycen (Frankland a
Frankland 1887), coz prokazuje jeho schopnost Zelatinu hydrolyzovat (Logan a De Vos 2009).
Na agaru pak byly jeho kolonie popsany jako hladké, vihké, Sedobilé Gtvary voskovitého
vzhledu (Frankland a Frankland 1887), podle ¢ehoz dostal tento druh ndzev ,cereus”, tedy
voskovy. B. cereus je fakultativné anaerobni, obvykle pohyblivy a ma tvar tyéinek o rozméru
1-1,2 na 3-5um. Vytvafi elipsoidni nebo cylindrické spory, které jsou umistény
subtermindlné ¢i paracentralné. Krastu obvykle potifebuje teplotu alespori 10-20 °C, ale
podafilo se jiz izolovat i psychrotolerantni kmeny, které rostly pfi 6 °C. Teplotni maximum se
pak pohybuje kolem 40-45 °C a optimum kolem 37 °C (Logan a De Vos 2009). Tento druh se
béZné vyskytuje v Zivotnim prostiedi, zejména v pldé. Byva castym kontaminantem
potravinarskych provozu a lze ho izolovat z celé rfady potravin. Rovnéz muize kontaminovat
nemocnicni prostredi (Parihar 2014).

B. cereus sensu stricto je ¢asto spojovan s alimentarnimi onemocnénimi (Parihar 2014),
ktera jsou blize popsana v kapitole 3.4.1. Kromé toho je schopen zpUsobit i jiné lokalni i
systémové infekce. Postizen mlze byt napfiklad dychaci trakt, oko ¢i centrdlni nervovy
systém (Bottone 2010). Na B. cereus vSak nemusi byt pohlizeno pouze negativné. Nékteré
studie naznacuji, Zze je schopen rozkladat ropu, a tudiz by mohl byt spole¢né s dalSimi
mikroorganismy uzitec¢ny v ropou kontaminovanych oblastech (Yengejeh et al. 2017). Muze
také zit v symbiotickém ¢i komenzalnim vztahu se zvifaty i rostlinami (Swiecicka 2008).
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3.3.3.3 Bacillus cytotoxicus

Typovy kmen B. cytotoxicus byl izolovan ve Francii roku 1998 béhem epidemie
alimentarniho onemocnéni (Guinebretiére et al. 2013), kterd méla za nasledek tri umrti.
Z ného byl poprvé izolovan enterotoxin zvany cytotoxin K-1 (Lund et al. 2000; Fagerlund et
al. 2004), ktery dal tomuto druhu sv{j ndzev (Guinebretiere et al. 2013).

B. cytotoxicus ma podobu pohyblivych fakultativné anaerobnich tycinek, které vsak za
aerobnich podminek rostou rychleji. Jeho endospory, obvykle elipsoidniho tvaru, byvaji
umistény centralné az subtermindlné. Bakterie dokaZou rist pfi teploté 20-50 °C s optimem
v rozmezi 30-37 °C. Jejich dalSim charakteristickym znakem je také to, Ze nehydrolyzuji Skrob
a nerostou na syntetickych médiich bez obsahu tryptofanu (Guinebretiére et al. 2013).
B. cytotoxicus byl izolovan zejména z nékterych rostlinnych potravin a jedlého hmyzu.
Nebyvd detekovdn casto, coz vSak muze byt zplsobeno tim, Ze béinymi detekénimi
metodami jej obvykle nelze odliSit od B. cereus sensu stricto. Jeho pfirozené prostredi zatim
neni zcela zndmo, nicméné se predpokladd, Ze bude v Zivotnim prostfedi rozsifen podobné
jako dalsi druhy skupiny B. cereus (Cairo et al. 2022).

3.3.3.4 Bacillus mycoides

B. mycoides popsal Fligge v roce 1886. Tyto tyCinkovité bakterie, o rozmérech 1-1,2
na 3-5 um, jsou fakultativné anaerobni, nepohyblivé a vytvafi elipsoidni spory umisténé
paracentrdlné aZz subtermindlné. Rostou pfi teploté 10-40 °C a jejich typickym znakem jsou
rhizoidni kolonie bilé az krémové barvy, které mohou na pohled pfipominat pénu. Odtud
plyne také jejich druhovy nazev mycoides, ktery znamena slovo ,houbovity”. Nékteré
bakterie vSak mohou schopnost vytvaret takovéto kolonie ztratit. B. mycoides se vyskytuje
v rlznych prostredich véetné pldy (Logan a De Vos 2009). V rhizosfére se podili na kolobéhu
dusiku a mlZe podporovat rlst nékterych rostlin (Ambrosini et al. 2015). Nékteré kmeny
mohou byt téZ endofytické (Yi et al. 2017). Obecné je tento druh povaZovan spiSe za
nepatogenni (Heidt et al. 2019), ale byly izolovany i kmeny schopné produkce enterotoxin(
(PraR et al. 1999; Fletcher a Logan 2002) nebo emetického toxinu, cereulidu (Carroll et al.
2020). S rozvojem onemocnéni byva spojovan napt. u ryb (Goodwin et al. 1994; Orozova et
al. 2017), ale i u clovéka byl jiz dan do souvislosti s alimentarni nakazou (Mclntyre et al.
2008).

V roce 1998 byl popsan psychrotolerantni druh B. weihenstephanensis (Lechner et al.
1998), ktery na rozdil od B. mycoides nevytvari rhizoidni kolonie, neumi vyuzivat D-sacharézu
a naopak utilizuje arginin. Pfi porovnani jeho genomu s genomem B. mycoides se vsak
ukazalo, Ze jsou si natolik podobné, Ze by mély byt povazovany za jeden druh, a to pravé
B. mycoides (Liu et al. 2018).
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3.3.3.5 Bacillus pseudomycoides

B. pseudomycoides byl ustanoven v roce 1998 (Nakamura 1998) poté, co vyslo najevo,
ze kmeny dfive fazené k druhu B. mycoides je mozné rozdélit do dvou skupin, které se od
sebe lisi po genetické strance (Nakamura a Jackson 1995) i profilem mastnych kyselin. Prvni
ze skupin pak byla oznacena jako B. mycoides sensu stricto, zatimco druhad ziskala sv(j vlastni
druhovy ndzev. B. pseudomycoides je fakultativhé anaerobni, ma tycinkovity tvar a je
nepohyblivy (Nakamura 1998). Jeho bunky byvaji 1 um Siroké a 3—5 um dlouhé (Logan a De
Vos 2009). Byva izolovan predevsim z pudy, a podobné jako B. mycoides, obvykle vytvari
rhizoidni kolonie (Nakamura 1998). Tvoti spory elipsoidniho tvaru, které mohou byt uloZzeny
paracentrdlné az subterminalné (Logan a De Vos 2009).

Zda se, ze by tento druh mohl najit uplatnéni ve farmacii. Kmen MAO2, izolovany
z pldy na drlbezich jatkach, je schopen produkce fibrinolytické proteazy, coz je enzym
vyuzivany v prevenci a |écbé kardiovaskularnich onemocnéni (Chandramohan et al. 2019).
Zajimava je dale také jeho schopnost odstrafiovat z vody ionty médi a tim branit jejich
vstupu do rostlin a chrdnit tak nejen rostliny, ale i dalSi organismy pred jejich nadbytkem (Li
et al. 2022). B. pseudomycoides je povazovan spiSe za nepatogenni druh, nicméné bylo
prokazano, Zze i on mlze produkovat toxiny (Miller et al. 2018).

3.3.3.6 Bacillus thuringiensis

B. thuringiensis byl objeven zacatkem 20. stol. (Beegle a Yamamoto 1992) v némecké
spolkové zemi Durynsku, némecky Freistaat Thiringen (Logan a De Vos 2009). Izolovan byl
z nemocnych hmyzich larev (Beegle a Yamamoto 1992). Je to fakultativné anaerobni, obvykle
pohyblivy druh majici tvar tyéinek o rozmérech 1-1,2 na 3-5 um. Roste pfi teplotdch mezi
10-45 °C. Jeho endospory se hojné nachazeji v ptdé i v jinych prostredich. Mivaji elipsoidni
ale nékdy i cylindricky tvar a jsou umistény subterminalné nebo paracentralné. Ve sporangiu
jsou umistény nasikmo a kromé spor zde mohou byt uloZeny také krystalické inkluze, zndmé
jako &-endotoxiny nebo insekticidni krystalické proteiny (Logan a De Vos 2009). Tyto
krystalické proteiny (Cry proteiny) jsou kddovany tzv. cry geny a jsou exprimovany béhem
sporulace (Deng et al. 2014). Existuje celd rfada téchto protein(l, které plsobi odlisné na
rizné druhy hmyzu. Jejich zastoupeni se u rGznych kmenU B. thuringiensis lisi (Patel et al.
2013) a ne vSechny kmeny vykazuji toxické ucinky proti hmyzu (Ohba a Aizawa 1986). Cry
proteiny jsou zodpovédné nejen za onemocnéni u nékterych zastupcu z tridy hmyzu (Aoki a
Chigasaki 1916 cit. dle Beegle a Yamamoto 1992), ale téZ u hlistic (Fernandez-Chapa et al.
2019).

Vzhledem ke svym insekticidnim vlastnostem je B. thuringiensis vyuZivan jako
biopesticid (Kumar et al. 2021) a jeho geny byly vyuzity také v rdmci genetického inZzenyrstvi
pro pfipravu nékterych transgennich plodin, napfiklad kukuftice (ISAAA 2016). Ukazuje se téz,
Ze B. thuringiensis je schopen potla¢ovat rozvoj nékterych chorob rostlin a podporovat jejich
rast (Qi et al. 2016). Vytvafi pro patogeny konkurenci a mize produkovat latky potlacujici
jejich rozvoj, jako je napftiklad chitinaza, bakteriociny ¢i enzymy degradujici bunécnou sténu.
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Mimoto je schopen produkce fytohormon( a dalsSich latek podporujicich rist rostlin (Jouzani
et al. 2017). Nékteré z jeho krystalickych proteind, tzv. parasporiny, dale maji potencial pro
uplatnéni v onkologické |écbé, jelikoZz pusobi cytotoxicky na nadorové buriky (Ohba et al.
2009; Moazamian et al. 2018; Borin et al. 2021). Bakterie B. thuringiensis nesou také geny
pro enterotoxiny, tudiz maji potencial vyvolat alimentarni onemocnéni (Schwenk et al.
2020).

3.3.3.7 Bacillus toyonensis

Typovy kmen BCT-7112 byl izolovan v roce 1966 v Japonsku a plvodné byl pfifazen
k druhu B. cereus, ale pro své odlisné vlastnosti dostal oznaceni B. cereus var. toyoi (Kozasa
et al. 1977 cit. dle Jiménez et al. 2013). Pozdéji byl reklasifikovan a ustanoven jako
samostatny druh — B. toyonensis. Pojmenovan byl podle spole¢nosti Toyo Jozo, jejiz
vyzkumny tym se zabyval izolaci a vyvojem probiotickych mikroorganism(. B. toyonensis je
fakultativné anaerobni pohyblivy druh tycinkovitého tvaru o délce 3—4 um, ktery vytvari
elipsoidni centrdlné az subterminalné umisténé spory. Dokaze rlst za anaerobnich podminek
i pfi absenci tryptofanu. Roste v rozmezi 10—45 °C, optimalné pfi 35 °C (Jiménez et al. 2013).
V neddvné dobé se vsak podafilo z hlubokomorského sedimentu izolovat kmen B. toyonensis
P18, ktery je schopen rUstu i pfi teploté 4 °C a koncentraci chloridu sodného az 8 % (Luo et
al. 2021).

B. toyonensis predstavuje pro nékteré Zivocisné druhy vhodné probiotikum (Jiménez et
al. 2013). Byl pozorovan naptiklad jeho ptiznivy vliv na narlst télesné hmotnosti u selat.
Zaroven selata, kterym bylo toto probiotikum poddvdno, méné trpéla na prljmova
onemocnéni a pfi uzZivani vys$sich ddvek dochdazelo ke snizeni poctl patogennich
mikroorganism(l pfitomnych v jejich vykalech. Vzhledem ktomuto pfiznivému plsobeni
zacCaly byt Zivotaschopné spory B. toyonensis (Kantas et al. 2014) vyuzivany jako soucast
komeréniho pripravku TOYOCERIN®, ktery slouzi jako doplnék stravy nejen pro prasata, ale
také napfriklad pro drabez Ci kraliky (Jiménez et al. 2013). Pozdéji vsak bylo zjiSténo, ze
kmeny B. toyonesis nesou geny tetM a cat, zodpovédné za rezistenci proti antibiotikim
tetracyklinu a chloramfenikolu (Casanovas-Massana et al. 2014), coz u Evropského uradu pro
bezpecnost potravin (EFSA) vzbudilo obavy z moiného Sifeni antibiotické rezistence
v intestinalni mikrobioté zvirat. Kromé toho byly v genomu B. toyonensis identifikovany také
geny kédujici enterotoxiny (EFSA FEEDAP Panel 2014). Tato zjisténi vedla ke zrusSeni a
zamitnuti povoleni pouzivat pfipravky s obsahem B. toyonensis jako doplriky ve vyZivé zvirat
v ramci Evropské Unie (Provadéci natizeni Komise (EU) 2015/1399). Zda se vsak, Ze i kdyz
B. toyonensis enterotoxinové geny nese, nedochazi k jejich expresi (Cui et al. 2019).
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3.4 Patogenita a faktory virulence

3.4.1 Alimentarni onemocnéni

Jak jiz bylo zminéno, bakterie skupiny B. cereus mohou byt pri¢inou nékterych
onemocnéni, zejména alimentarnich otrav. Tyto otravy maji obvykle mirny pribéh a brzy
pomijeji (Griffiths a Schraft 2017), nicméné jiz bylo hlaSeno i nékolik pripadld umrti
v souvisloti s nimi (Lund et al. 2000). Onemocnéni je mozné rozdélit do dvou rlznych
syndroml — emetického a prljmového. Emeticky syndrom se vyznacuje kratsi inkubacni
dobou. Symptomy se objevuji za 0,5-5 hodin po poziti kontaminovaného pokrmu a
odeznivaji zhruba za 6—-24 hodin. Typickym projevem je nevolnost a zvraceni, ale mlze se
objevit i prdjem. Syndrom obvykle byva spojen se Skrobnatymi potravinami, jako je ryze
nebo téstoviny. Nékdy je oznaCovan jako syndrom cinské restaurace, jelikoz vtéchto
restauracich byva dopfedu uvareno vétsi mnoiZstvi ryze, které je nasledné nékolik hodin
ponechano pti pokojové teploté, nez se spole¢né s dalSimi ingrediencemi znovu tepelné
upravi a serviruje. Béhem této doby snadno dochdzi k pomnozeni bakterii a produkci
emetického toxinu, ktery je zodpovédny za projevy syndromu. Tento toxin je termostabilni a
odoldva proteolytickym enzymdm traviciho traktu. Dokaze tedy preckat tepelnou uUpravu
potravin i prichod zaZivacim traktem. To znamend, Ze pokud je v pokrmu obsazen, mlze
dojit k alimentarni otravé bez ohledu na to, zda jsou v pokrmu stdle pfitomny Zivé bakterie.
V ptipadé prljmového syndromu ¢ini inkubacni doba 8—16 hodin a ptiznaky pretrvavaji
obvykle 12—24 hodin, ale i déle. BéZzné se objevuji bolesti bficha a prijem, obcéas se muze
vyskytnout i nevolnost. K vyvolani projevl dochazi po pozieni bunék &i spor bakterii v poctu
asi 10°-107 a mezi béZné potraviny a pokrmy, jejichz kontaminace k tomuto syndromu vede,
patfi masné vyrobky, mléko a mlécné vyrobky, polévky, omdcky ¢i zelenina (Griffiths a
Schraft 2017). S prdjmovym syndromem jsou spojovany zejména nasledujici enterotoxiny —
hemolyzin BL (Hbl), nehemolyticky enterotoxin (Nhe) a cytotoxin K (CytK) (Ceuppens et al.
2011; Griffiths a Schraft 2017). Mohou byt produkovany pfi teplotach v rozmezi 10-43 °C,
jsou termolabilni a nejsou odolné nizkému pH ani proteolytickym enzymidm (Griffiths a
Schraft 2017). Na rozdil od emetického syndromu jsou za projevy prijmového syndromu
zodpovédné bakteridlni buriky, které toxiny produkuji pfimo ve stfevé, a nikoli toxiny jiz
obsazené ve zkonzumované potraviné ¢i pokrmu (Ceuppens et al. 2012; Griffiths a Schraft
2017). Rizikové potraviny béiné obsahuji spory bakterii, k jejichz vykliceni miZe dochazet
béhem skladovani nebo pfipravy pokrmu (Ceuppens et al. 2011).

3.4.2 Dalsi onemocnéni

Kromé alimentarnich onemocnéni mohou bakterie skupiny B. cereus zpUsobovat také
infekce  systémového & lokdlniho  charakteru. Cast&ji jsou jimi postizeni
imunokompromitovani pacienti, ale mohou se vyskytnout i u osob bez oslabené funkce
imunitniho systému. Mezi nejnachylnéjsi jedince patfi novorozenci, pacienti s operacnimi
ranami, zranénimi ¢i se zavedenym katétrem a uzZivatelé injekénich drog. Jednim
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z onemocnéni, kterd mohou byt B. cereus sensu lato vyvoldna, je endoftalmitida, tedy zrak
ohrozujici o¢ni infekce. Dale se mohou rozvijet infekce dychaciho traktu, centralni nervové
soustavy, kliZe, srdce, kostni diené ¢i mocového Ustroji (Bottone 2010). Jak bylo jiz zminéno,
vyznamnym patogenem je B. anthracis zpUsobujici onemocnéni zvané antrax, které
postihuje kGzZi, travici trakt Ci plice v zavislosti na cesté vstupu do téla (Brook 2002). | kdyzZ se
jim mUZe nakazit i ¢clovék, primdrné se jedna o patogen byloZravcid. Onemocnéni u Zivocich(
mohou zpUsobovat i dalsi druhy skupiny. Konkrétné B. thuringiensis je znamym hmyzim
patogenem (Logan a De Vos 2009) a B. mycoides byl spojen s onemocnénim ryb (Goodwin et
al. 1994).

3.4.3 Faktory virulence

Na patogenezi se podili celd rada faktorli, mezi néz patfi napfiklad schopnost
kolonizovat hostitele, pronikat do tkdni (Ramarao a Lereclus 2006) ¢i obchazet imunitni
systém (Ramarao a Lereclus 2005). Dulezitou roli hraje bicik, ktery zajistuje pohyblivost
bakterii a jejich adhezi k epitelidlnim burikdm (Ramarao a Lereclus 2006), na niz se podili téz
bakterialni S-vrstva, jez m(Ze byt na jejich povrchu pfitomna (Kotiranta et al. 2000). Jak jiz
bylo zminéno, snaze kolonizovat hostitelsky organismus mohou bunky, které jsou schopné
tzv. plazivého pohybu (Senesi et al. 2010). V porovnani s béznymi burikami maji tyto bakterie
vice bi¢ik( (Ghelardi et al. 2007). Bicik je dale také potrfebny pro sekreci nékterych toxinu
(Senesi a Ghelardi 2010). Dalsi vlastnosti pfispivajici k patogenité je schopnost tvofit biofilm
(Tran et al. 2010), ktery Cini bakterie odolnéjsSimi a mlzZe tak byt pri¢inou perzistujicich
infekci (Costerton et al. 1999). Bylo také zjisténo, Ze bakterie mohou odoldvat imunitnimu
systému hostitele, i kdyz mechanismy, které jim to umoZiuji, nejsou jeSté zcela objasnény.
Znama je vSak jiz role metaloprotedaz InhAl a NprA, které zprostfedkovavaji unik
fagocytovanych spor z makrofdgl a navozuji smrt téchto bunék (Haydar et al. 2018). Za
hlavni faktory virulence vyvolavajici alimentarni onemocnéni jsou povaZzovany bakterialni
toxiny (Ceuppens et al. 2013), které jsou vylu¢ovany z bunky do okoli (Senesi a Ghelardi
2010). Co se tyce uloZeni toxinovych genu, na plazmidech jsou kddovany geny pro
insekticidni toxiny B. thuringiensis, geny pro hlavni faktory virulence B. anthracis a klastr
genU pro emeticky toxin. Enterotoxinové geny B. cereus pak najdeme na chromozomech
(Ehling-Schulz et al. 2006).

3.4.3.1 Cereulid

Emeticky toxin, zvany cereulid, je hydrofobni cyklicky dodekadepsipeptid o molekulové
hmotnosti 1,2 kDa s nasledujici skladbou aminokyselin/oxykyselin: [D-O-Leu-D-Ala-L-O-Val-L-
Val]s; (Agata et al. 1994; Griffiths a Schraft 2017). Je charakteristicky svou zna¢nou odolnosti
vaci vysokym teplotdm (90 min pfi 126 °C), nizkému i vysokému pH a proteolytickym
enzymOm traviciho traktu (Griffiths a Schraft 2017). Jeho tvorba probihd neribozomalné
pomoci enzymového komplexu, zvaného cereulid syntetaza. Tento komplex je kddovan
klastrem genU (ces) o délce 24 kb umisténém na megaplazmidu, ktery se podobd plazmidu
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pXOl B. anthracis. Klastr ces se sklada ze sedmi kodujicich sekvenci: cesH, cesP, cesT, cesA,
cesB, cesC a cesD, pficemz strukturnimi geny pro cereulid syntetazu jsou cesA (10 kb) a cesB
(8 kb) (Ehling-Schulz et al. 2006). Kmeny schopné produkce cereulidu nebyvaji izolovany
Casto a tato vlastnost je pomérné vzdcna (Hoton et al. 2009). Na rozdil od gend kddujicich
enterotoxiny nebyva ces nachazen napfi¢ celou skupinou (EFSA 2016). Vyskytuje se u
B. cereus sensu stricto (Hoton et al. 2009), ale také u nékterych kmen( B. mycoides, dfive
B. weihenstephanensis (Carroll et al. 2020). Syntéza emetického toxinu probihd ve
stacionarni fazi rdstu pfi teploté v rozmezi 12—37 °C s optimem mezi 12-15°C a nema
souvislost se sporulaci (Griffiths a Schraft 2017). Mira produkce cereulidu se lisSi mezi rGznymi
produkénimi kmeny (Stark et al. 2013) a maji na ni vliv také rGzné faktory, jako je matrice,
Vv niz se bakterie pomnoZi. Neplati pfitom, Ze vyssi rychlost rlstu automaticky znamena vyssi
rychlost produkce toxinu. Ellouze et al. (2021) studovali tuto problematiku v nékolika
matricich a vypozorovali, Ze i kdyz produkéni kmen nejpomaleji rostl v matrici na bazi
obilovin, produkce toxinu v ni méla nejvyssi rychlost. Nejrychlejsi rlst a stfedni rychlost
tvorby pak byly zaznamenany v matrici na bdzi mléka a v bujénu mozko-srdcové infuze.
toxinu.

Emeticky toxin se strukturné podobd antibiotiku valinomycinu (Agata et al. 1995a) a
stejné jako on je draselnym ionoforem, ktery plsobi toxicky na mitochondrie tim (Ehling-
Schulz et al. 2006), Ze rozrusSuje jejich membranovy potencidl. Cereulid je také schopen
inhibice lidskych NK bunék, které jsou soucasti imunitniho systému (Griffiths a Schraft 2017).
V téle se toxin vaze na 5-HTs receptory a prostfednictvim aferentniho bloudivého nervu
stimuluje v mozku centrum zvraceni (Agata et al. 1995a; Griffiths a Schraft 2017).
Jaaskeldinen et al. (2003) uvadéji, ze toxicka davka, ktera zplsobi zvraceni u clovéka, se
pohybuje okolo 8 pug/kg télesné hmotnosti nebo méné. Predpokladaji také, Ze i nizkd davka,
jez zvraceni nevyvola, mlze posSkozovat mitochondrie v exponovanych bunkach. Studie
provedené na mysSich prokazaly, Ze chronicka expozice nizkym davkam cereulidu,
nevyvolavajicim zvraceni, vede kzanétlivym zménam stfevni sliznice a ovliviiuje slozeni
strevni mikrobioty. Zaznamenan byl napriklad ubytek laktobacil(i. Dale bylo pozorovano
zvysené odbouravani L-tryptofanu a inhibice jeho biosyntézy vlivem zménéné mikrobioty a
v dUsledku toho také snizend hladina serotoninu (5-hydroxytryptaminu) (Lin et al. 2021).
V in vitro studiich bylo vypozorovano téz toxické pusobeni nizkych davek cereulidu na beta
buriky pankreatu, vjehoz dUsledku dochazelo k naruseni inzulinové sekrece i smrti
postizenych bunék (Vangoitsenhoven et al. 2015).

B. cereus muze produkovat nejméné 18 strukturnich homologt cereulidu. U 7 z nich jiz
byla uréena chemicka struktura a byly oznaéeny jako isocereulidy A—G. Vykazuji rznou miru
biologické aktivity a stim také rlznou miru toxicity, pricemz jako vysoce toxicky pro
eukaryotické buriky se jevi isocereulid A. Dalo by se tedy uvazovat o tom, Ze rizna zdvaznost
vyvolanych zdravotnich obtizi by mohla souviset i s rliznou koncentraci isocereulidi (Marxen
et al. 2015).
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3.4.3.2 Hemolyzin BL

Hemolyzin BL (Hbl) je termolabilni toxin skladajici se ze tfi proteind ozna¢ovanych jako
B, L1 a Ly, jejichz molekulovd hmotnost Cini 41, 38,2 a 43,5 kDa (Beecher a MacMillan 1991).
Tyto proteiny jsou kédovany geny hblA (B), hbiC (Lz) a hbID (L1) a v poradi hbIC, hbID, hblA
(Ryan et al. 1997) jsou umistény na chromozomu (Griffiths a Schraft 2017). Hbl je jednim z
enterotoxinll zodpovédnych za prlijmové onemocnéni u ¢lovéka (Griffiths a Schraft 2017). Je
hemolyticky, zplsobuje hromadéni tekutiny v krdli¢im tenkém stfevé, ma vliv na cévni
permeabilitu, plsobi cytotoxicky a dermonekroticky (Beecher et al. 1995). Po navazani na
buiku v ni vytvafi pdéry a nasledné dochazi kjejimu rozkladu koloidné osmotickym
mechanismem (Beecher a Wong 1997). Jednotlivé slozky Hbl se navazuji postupné a pro
toxické pusobeni je vyzadovano jejich urcité poradi, konkrétné B—L; -L, (Jessberger et al.
2019a). Nékteré kmeny B. cereus produkuji pouze jeden nebo dva z komponentt (Schoeni et
al. 1999), ale jak bylo prokazano, pro tvorbu pdérd i cytotoxickou aktivitu jsou nezbytné
vSechny tfi. Vobou pfipadech hraje roli i pomérné zastoupeni jednotlivych slozek.
V experimentalnich podminkach vedl pomér L,:L1: B =1:1:10 k nejrychlejsi tvorbé péra a
pomér 1:2:2 k nejvétsi cytotoxické aktivité (Jessberger et al. 2019a). Kombinace vsech tfi
komponentli je potfebnd i pro dosazeni plné hemolytické aktivity. Jednotlivé slozky
samostatné hemolyticky neplsobi a u kombinace slozek B a L, byla pozorovana pouze
mirnéjsi hemolytickd aktivita (Beecher a MacMillan 1991).

3.4.3.3 Nehemolyticky enterotoxin

Nehemolyticky enterotoxin (Nhe) je podobné jako hemolyzin BL tfislozkovy
termolabilni toxin proteinové povahy (Lund a Granum 1996). Sekvence jeho proteinU se
podobaji sekvencencim hemolyzinu BL (Granum et al. 1999) a zdroven lze pozorovat také
podobnost s cytolysinem A, pfitomném napriklad u bakterii Escherichia coli (Fagerlund et al.
2008). Slozky nehemolytického enterotoxinu jsou oznacovany jako NheA, NheB a NheC a
jejich molekulova hmotnost ¢ini 41, 39,8 a 36,5 kDa. Kdédujici geny jednotlivych sloZek, nheA,
nheB a nheC (Granum et al. 1999), jsou umistény na chromozomu (Griffiths a Schraft 2017).
Toxin byl prvné izolovan z kmene B. cereus spojeného s propuknutim prdjmového
onemocnéni v Norsku v roce 1995 a pfi jeho zkoumani nebyla pozorovdna zadna hemolyticka
aktivita, proto se o ném hovoti jako o nehemolytickém (Lund a Granum 1996). Pozdéji se
ukazalo, Ze hemolyticky pUsobi, nicméné jeho nazev zlstal zachovan. Nehemolyticky
enterotoxin je, podobné jako hemolyzin BL, schopen vytvaret péry v plazmatické membrané
a zpusobit koloidné osmotickou lyzu bunky (Fagerlund et al. 2008). K dosazeni maximalni
cytotoxické aktivity jsou zapotrebi vSechny tfi komponenty v uréitém pomeéru.
V experimentalnich podminkach byl nejuc¢innéjsi pomér NheA : NheB : NheC=10:10:1 a
bylo vypozorovano, ze NheC v koncentraci vyssi nez 10 % z koncentrace NheA a NheB
inhibuje toxické plsobeni (Lindback 2004). Pro cytotoxicitu je vyZzadovano téz urcité poradi,
vjakém se slozky na bunku navazou. Jako prvni se navazuji NheC a NheB. Tyto dva
komponenty spolu mohou vytvaret komplex jesté pred vazbou na buriku nebo se mize
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nejprve navazat NheC a az pak NheB. Pfi opacném poradi slozek vsak funkéni komplex
nevznikd (Heilkenbrinker et al. 2013). Zatimco ulohou téchto dvou proteind je vazba na
membranu a vytvoreni komplexu, NheA slouZi ke spusténi toxicity (Lindback et al. 2010).

3.4.3.4 Cytotoxin K

Cytotoxin K (CytK) je jednoslozkovy termolabilni toxin proteinové povahy o molekulové
hmotnosti 34 kDa. Strukturdlné se podobd beta-toxinu Clostridium perfringens,
vyvoldvajicimu nekrotickou enteritidu (Lund et al. 2000). Vyskytuje se ve dvou variantach,
CytK-1 a CytK2 a stejné tak existuji i dvé varianty kdédujiciho genu (cytK), a to cytKk-1 a cytk-2
(Fagerlund et al. 2004). Gen je umistén na chromozomu (Griffiths a Schraft 2017).

Toxin byl poprvé izolovan z typového kmene B. cytotoxicus, spojeného s alimentarnim
onemocnénim, jez vedlo ke tfem pripadim umrti (Lund et al. 2000; Guinebretiére et al.
2013). Kdyz pozdéji doslo k objeveni jeho druhé, méné toxické, varianty, byl pavodni toxin
oznaten jako CytK-1 a novy jako CytK-2. CytK-2 je mezi bakteriemi skupiny B. cereus
rozsifenéjsi (Guinebretiére et al. 2006; Guinebretiére et al. 2010) a vyskytuje se u kmenl
s riznou mirou toxické aktivity, tudiz se nehodi jej povazovat za jeji marker (Jessberger et al.
2019b). Cytotoxin K je hemolyticky, dokaze vytvaret péry v lipidové dvojvrstvé a plsobi
toxicky na lidské strevni buriky. (Fagerlund et al. 2004).

Nezdvisle na kolektivu Lund et al. (2000), byl tento toxin objeven také u kmene
B. cereus, spojeného s endoftalmitidou, a oznacen jako hemolyzin IV (Beecher et al. 2000;
Dietrich et al. 2021).

3.4.3.5 Hemolyzin | (Cereolyzin O)

Cereolysin O (Clo) je jednoslozkovy protein (Cowell a Bernheimer 1978) o molekulové
hmotnosti kolem 50 kDa (Bernheimer a Grushoff 1967), ktery je kdédovan genem clo,
umisténym na chromozomu (Brillard a Lereclus 2007). Je termolabilni, citlivy na plsobeni
trypsinu, vysokého i nizkého pH a k jeho inhibici dochdzi také v pritomnosti lidského séra
(Coolbaugh a Williams 1978). Spole¢né s dalSimi toxiny, jako je napfiklad perfringolyzin O,
produkovany bakteriemi Clostridium perfringens, nebo streptolyzin O, tvoreny nékterymi
druhy rodu Streptococcus, patti do rodiny cholesterol-vazajicich cytolyzin (Palmer 2001).
Mezi né je zahrnut také anthrolyzin O, coZ je produkt B. anthracis, ktery se Clo podoba
298 % (Shannon et al. 2003). Cereolysin O je cytolyticky, letalni pro mysi a ma vyraznou
hemolytickou aktivitu (Bernheimer a Grushoff 1967). V bunééné membrdné se vaze na
cholesterol, ktery je pro jeho cytolytickou aktivitu potfebny (Cowell a Bernheimer 1978). Na
membrané s navdzanym Clo je mozné pozorovat krouzky a obloukovité utvary (Cowell et al.
1978). Dochazi tam ke tvorbé oligomer( toxinu a vznikaji velké oligomerni pory (Bhakdi et al.
1985; Palmer 2001). Volny cholesterol naopak inhibuje hemolytickou aktivitu toxinu, a to uz
v nizkych koncentracich. Podobné je tomu i u streotolyzinu O (Bernheimer a Grushoff 1967).
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Minnaard et al. (2001) testovali vliv exocelularnich faktord vylu¢ovanych B. cereus na
epitelové bunky stfeva za pouziti Caco-2 bunék a dosli kzdvéru, Ze na pozorovanych
zmeénach se cereolysin O ziejmé nepodili.

3.4.3.6 Hemolyzin Il

Hemolyzin I (Hlyll) je jednoslozkovy protein o molekulové hmotnosti pfiblizné
42,3 kDa, ktery vykazuje urcitou podobnost s alfa-toxinem Staphylococcus aureus (Baida et
al. 1999) a také s cytotoxinem K (Fagerlund et al. 2004). Hemolyzin Il je kdédovan genem hlyll
a jeho transkripce je regulovana, ve smyslu potlaceni, regulatorem HlylIR, kédovanym genem
hlylIR. Tim se lisi oproti vétSiné ostatnich toxinovych genu, jejichz hlavnim reguldtorem
exprese je PIcR (Budarina et al. 2004). Hlyll je citlivy na plsobeni trypsinu a plsobenim
nizkého i vysokého pH (2 a 12) dochazi k jeho inaktivaci. Na rozdil od cereolysinu O ale neni
inhibovan cholesterolem. Pokud jde o vliv vysoké teploty, byl u néj pozorovan tzv. Arrhenitdv
efekt. To znamena, Ze za vyssi teploty je jeho aktivita alespon do urcité miry zachovdna, i
kdyZ pti nizsi teploté dochazi k jeho inaktivaci (Coolbaugh a Williams 1978). Coolbaugh a
Williams (1978) pozorovali, Ze nejucinnéji na néj pusobila teplota 60 °C. Kdyz ji byl vystaven
po dobu 5 minut, jeho aktivita zcela vymizela. Pfi 70 °C byl vSak inaktivovan pouze z90 % a
pfi 100 °C ze 75 %.

Hlyll je hemolyticky. Pevné se vdzie na bunécnou membranu a vytvari v ni heptamerni
pory. Navazovat se ziejmé muze jako monomer i jako mensi oligomer a poté nasleduje dalsi
oligomerace a tvorba péru (Andreeva et al. 2007). Diky tvorbé péru je Hlyll schopen navodit
apoptdézu makrofagll ¢&i lidskych monocytd (Tran et al. 2011). Cervené krvinky jsou k jeho
pUsobeni rlzné citlivé. Nejvyssi citlivost byla pozorovana u kréli¢éich a pak u lidskych
erytrocytl. V experimentu Hlyll o koncentraci 2,5 ng/ml zpUsobil rozklad 50 % lidskych
erytrocyt béhem 30 minut (Andreeva et al. 2006). Jak vsak zjistili Andreeva et al. (2007),
hemolyza nejrychleji probiha pfi 25 °C, nikoli pti teploté lidského téla.

Hlyll pravdépodobné nepatfi ktoxindm podilejicim se na gastrointestindlnich
onemocnénich (Ramarao a Sanchis 2013), byva vsak pritomen u patogennich kmend, véetné
téch vyvolavajicich onemocnéni z potravin (Cadot et al. 2010). Jedna se také o prokazany
faktor virulence pro savce i pro hmyz, konkrétné bource morusového (Tran et al. 2011).

3.4.3.7 Hemolyzin lll

Hemolyzin Il (Hlylll) je termolabilni jednoslozkovy protein, ktery je z hemolytickych
toxin skupiny B. cereus nejméné popsan a zatim nebyla ani prozkoumana jeho ucast na
virulenci v in vivo podminkach (Ramarao a Sanchis 2013). Je kédovan genem hlylll (Baida a
Kuzmin 1996) a primarni produkt translace tohoto genu ma molekulovou hmotnost 24,4 kDa
(Baida a Kuzmin 1995). Jak jiz bylo naznaceno, hemolyzin lll je hemolyticky (Baida a Kuzmin
1995). Pravdépodobné v membranach erytrocytl vytvari oligomerni péry a hemolyza se
skldada nejméné ze tfi krokl. Nejprve dochdzi k navdzani toxinu na bunku, coZ zavisi na
teploté. Pokud je teplota optimalni, vazba se vytvari béhem nékolika sekund. Pfi teploté 4 °C
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se toxin nenavazuje, zatimco 37 °C se zda vyhovuijicich. Po vazbé nasleduje vytvoreni léze a
nakonec dochazi k lyze bunky. Bylo pozorovano, Zze hemolyza je inhibovana osmotickymi
protektanty. U&inné vzabranéni rozkladu byly napfiklad nenabité polysacharidy
v extraceluldrni tekutiné (Baida a Kuzmin 1996). Na rozdil od hemolyzinu | neni Hlylll
inhibovan nizkymi koncentracemi cholesterolu (Baida a Kuzmin 1995).

3.4.3.8 Fosfolipazy

Fosfolipdzy jsou enzymy, které se nachazi prakticky ve vsech Zivych organismech a jsou
soucasti jejich signalnich drah. Katalyzuji hydrolyzu fosfolipid(i biologickych membrdn a na
zakladé toho, jakou esterovou nebo diesterovou vazbu $tépi, jsou rozdéleny do rliznych trid
(Hergenrother a Martin 2000).

3.4.3.8.1 Fosfatidylinositol-speficificka fosfolipaza C (PI-PLC)

Fosfatidylinositol-specificka fosfolipaza C (PI-PLC), také znama jako lecitinaza, je enzym
o molekulové hmotnosti asi 34,5 kDa (Bhunia 2008), ktery je kdédovan genem piplc
(Hendriksen et al. 2006). Je rozpustny ve vodé (Griffith a Ryan 1999). Hydrolyzuje
fosfatidylinositol (PI) a nékteré dal$i dulezité komponenty membrdn. Produkuje jej nejen
B. cereus, ale i nékteré dalsi bakterie, a dokonce i eukaryotické organismy jako naptiklad
krysy (Kuppe et al. 1989). Enzymy z rliznych organism(i se od sebe vsak odlisuji (Griffith a
Ryan 1999). Je také rozdil mezi bakteridlnimi a sav¢imi isoenzymy a to konkrétné ten, Ze
savCi PI-PLC potrebuji ke své funkci vapenaty kation, zatimco bakterialni nikoliv (Heinz et al.
1995). Spolecné s fosfatidylcholin-specifickou fosfolipazou C muze PI-PLC hrat roli u
respira¢nich onemocnéni, pti nichz dochazi az ke krvaceni a odumirani tkani (Bhunia 2008).

3.4.3.8.2 Fosfatidylcholin-specificka/preferujici fosfolipaza C (PC-PLC)

Fosfatidylcholin-specificka/preferujici fosfolipdza C (PC-PLC) je enzym o molekulové
hmotnosti 29,9 kDa (Bhunia et al. 2008), ktery je kédovan genem oznacovanym jako pcpl/
(Hendriksen et al. 2006) nebo cerA. Hydrolyzuje zejména fosfatidylcholin (Gilmore et al.
1989). Ve svém aktivnim misté ma tfi atomy zinku, které jsou velmi dulezité, jelikoz bez nich
dochazi k naruseni konformace a fosfolipaza se pak nemuze vazat na membranu (Beecher a
Wong 2000). Jsou tedy zdsadni nejen pro strukturu, ale i pro katalytickou funkci enzymu
(Bhunia et al. 2008).

3.4.3.8.3 Sfingomyelinaza (SPH)

Sfingomyelindza je enzym o molekulové hmotnosti 34,2 kDa, ktery hydrolyzuje
primarné sfingomyelin a jehoz aktivni misto obsahuje dva atomy hofciku (Bhunia 2008). Gen
pro SPH (cerB) je uloZzen na chromozomu v tandemovém usporadani s genem pro PC-PLC
(cerA) a tyto dva enzymy spolec¢né vytvafi biologicky aktivni jednotku, ktera se také nékdy
oznacuje jako cereolyzin AB (Gilmore et al. 1989; Beecher a Wong 2000). Spole¢né pak
mohou pUlsobit rozklad nékterych erytrocytld. Kromé toho maji schopnost umocriovat
hemolyzu navozenou hemolyzinem BL. Zejména u sfingomyelindzy s Hbl byla pozorovana
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vyrazna synergie. PC-PLC zvyraznil hemolyzu jen u krvinek s obsahem znacného mnozZstvi
fosfatidylcholinu v membrané, tedy prasecich a lidskych, pficemz u lidskych pouze velmi
mirné (Beecher a Wong 2000).

3.4.3.9 Enterotoxin T

Enterotoxin T (BcET) byl popsdan jako protein o molekulové hmotnosti asi 41 kDa. Jeho
kddujici gen, bceT, byl objeven u kmene B. cereus, izolovaného z pfipadu alimentdrniho
onemocnéni. Tento gen byl naklonovan a exprimovan v bakterii Escherichia coli a nasledné
byly testovany jeho vlastnosti. Vykazoval cytotoxicitu a pozitivni reakci vaskularni
permeability. ZplGsoboval také hromadéni tekutiny v podvazané mysi strevni klicce a pfi
injekénim podanim byl pro mysi smrtelny. Na zakladé téchto vysledkd bylo usuzovano, Ze se
jednd o prUjmovy toxin (Agata et al. 1995b). Pozdéji vSak u BcET Zadna biologicka aktivita
prokazadna nebyla (Choma a Granum 2002) a po dlkladné analyze vyslo najevo, Ze plvodni
toxin vznikl uméle pfi procesu klonovani, a nejednd se tedy o faktor virulence (Hansen et al.
2003).

3.4.3.10 Enterotoxin FM

Enterotoxin FM (EntFM) byl popsan jako jednoslozkovy protein o molekulové
hmotnosti 45 kDa, ktery je snadno inaktivovan vyssi teplotou, trypsinem a nizkym i vysokym
pH (3 a 11). Jeho kédujici gen, entFM, leZi na chromozomu (Shinagawa et al. 1991; Asano et
al. 1997) a je mezi ¢leny skupiny B. cereus znacné rozsifen (Hsieh et al. 1999; Ngamwongsatit
et al. 2008; Proroga et al. 2019). Kdyz bylo zjisténo, Ze EntFM patfi mezi peptidazy
bunécnych stén (cell wall peptidases), byl pfejmenovdn na CwpFM a jeho gen na cwpFM
(Tran et al. 2010). CwpFM pusobi cytotoxicky, zvySuje vaskuldrni permeabilitu, zpUsobuje
hromadéni tekutin v mysi stfevni klicce a je pro mysi smrtelny. Nevykazuje vsSak
hemolytickou aktivitu (Shinagawa et al. 1991). Podili se na motilité a tvaru bakterie, na
adhezi bakterie k epitelidlnim buikdm a na tvorbé biofilmu (Tran et al. 2010), ¢imZ pfispiva
k virulenci. Vzhledem ke znacné rozsifenosti jeho kdédujiciho genu mezi patogennimi i
nepatogennimi kmeny neni vsak pfilis vypovidajicim ukazatelem patogenity a jeho pfesna
role u patogennich x nepatogennich kmenl je pfedmétem budoucich studii (Tran et al.
2020).

3.4.3.11 Immune inhibitor A

Immune inhibitor A (InhA1l) je zinek-vazajici metaloprotedza o molekulové hmotnosti
asi 87 kDa. Vyskytuje se ve 3 variantach, InhAl, InhA2 a InhA3, které jsou kdédovany geny
inhA1, inhA2 a inhA3. Tyto geny se vzajemné shoduji z vice nez 66 %. InhA je typicky pro
B. anthracis, ale mlze se vyskytovat i u dalSich druhG skupiny B. cereus. Pfi in silico analyze
byla odhalena pfitomnost alespon jednoho z kédujicich gend v genomu nékterych kmen(
B. cereus sensu stricto, B. mycoides a B. thuringiensis, pficemz v referen¢nim kmeni B. cereus
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ATCC 14579 a kmeni B. thuringiensis 407 byly nalezeny vSechny tfi geny. InhA3 se vyskytoval
nejméné casto (Ramarao a Lereclus 2005; Guillemet et al. 2010).

InhAl je schopen chrdnit bakterie prfed imunitnim systémem hostitele. Jak zjistili
Ramarao a Lereclus (2005), jednd se o hlavni slozku exosporia spor, ktera je syntetizovana na
zaCatku sporulace. Kdyz dojde kfagocytdze spor makrofagy, InhAl sporam umoznuje
odoldvat jejich vnitfnimu prostfedi, a dokonce z nich i uniknout. Bez této metaloprotedzy
spory zUstavaji uvniti makrofagu a mohou v ném vyklicit. Schopnost Uniku i navozeni smrti
fagocytl je tedy zpUsob, kterym bakterie dokaZzou obejit imunitni systém. Snaze pak mohou
kolonizovat tkdané a vyvolat onemocnéni (Ramarao a Lereclus 2005). Kromé toho se InhA
podili také na destrukci tkani (Chung et al. 2006) ¢i na rozruSeni hemato-encefalické bariéry
(Mukherjee et al. 2011). U B. thuringiensis pak byla téZz popsana schopnost InhAl
interferovat s humordlni ochranou kukel hmyzu Hyalophora cecropia tim, ze degraduje jejich
antibakteridlni proteiny (Edlund et al. 1976; Dalhammar a Steiner 1984).

3.5 Quorum sensing, quorum quenching a AHL-laktonaza

Quorum sensing (QS) je pojem oznacujici mezibunécnou komunikaci bakterii, ktera se
uskutecniuje pomoci extraceluldrnich signalnich molekul. Vysledkem této komunikace pak
mohou byt zmény genové exprese ve prospéch skupiny bakterii. Ovlivnéna mulze byt
napriklad produkce faktord virulence, tvorba biofilmu, sporulace nebo produkce antibiotik.
Quorum sensing grampozitivnich a gramnegativnich bakterii se mezi sebou lisi. Jednim z
typd molekul QS vyuzivanych gramnegativnimi bakteriemi jsou acyl-homoserinové laktony
(AHL) (Rutheford a Bassler 2012).

Nékteré bakterie jsou schopny QS narusSovat. Tento pfipad se oznacuje jako quorum
guenching (QQ) (Rehman a Leiknes 2018). K naruseni muze dochazet vice zplsoby, a to bud’
branénim produkci signdlni molekuly, jeji degradaci, anebo zablokovanim jejiho receptoru
(Natrah et al. 2011).

U bakterii skupiny B. cereus se lze setkat s produkci enzymu AHL-laktonazy (AiiA), ktera
inaktivuje pravé zmifnované acyl-homoserinové laktony tim (Dong et al. 2002), zZe hydrolyzuje
jejich laktonovy kruh. Je kédovédna genem aiiA, ktery mohou nést i dalsi bakterie rodu
Bacillus (Dong et al. 2001). Kromé toho se s produkci riznych AHL-laktondz Ize setkat i u
zastupcu z jinych rodd, napriklad Rhodococcus (Ryu et al. 2020), Enterobacter (Rajesh a Rai
2015) ¢i Microbacterium (Wang et al. 2012).

AHL-laktondza by se potencialné mohla uplatnit v prevenci ¢i |écbé nékterych infekci.
V in vitro podminkach byla schopna snizit cytotoxickou aktivitu a tvorbu biofilmu u patogenni
bakterie Pseudomonas aeruginosa (Raafat et al. 2019). Stejného ucinku bylo dosazeno i
vlivem plsobeni endofytického kmene B. thuringiensis produkujiciho tento enzym (Anandan
a Vittal 2019).
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3.6 Regulatory a faktory ovliviiujici expresi faktora virulence

Transkripce genl pro faktory virulence je u B. cereus sensu lato fizena komplexnimi
regulanimi proteiny, oznacovanymi jako CodY a AbrB, a ddle proteiny NprR a PIcR, které
spolu se svymi signdlnimi peptidy tvoti dva rlzné systémy quorum sensing (Ehling-Schulz et
al. 2019). CodY ovliviiuje expresi nékterych faktor( virulence v zavislosti na dostupnosti Zivin.
Pokud se bakterie nachazi v optimalnich podminkach, CodY nepfimo aktivuje expresi faktoru
virulence podléhajicich fizeni PIcR (viz nize) tim, Ze aktivuje transkripci jeho kddujiciho genu.
Pfimo naopak potlacuje expresi ces genu (Frenzel et al. 2012). Protein AbrB pak ovliviiuje
expresi faktor(d virulence ve vztahu k ristové fazi bunky. Kupfikladu potlacuje produkci
cereulidu v rané exponencidlni fazi (Licking et al. 2009).

DalSim zreguldtor(i je NprR, jehoz aktivita je zavisld na signdlnim peptidu NprX,
pficemz pravé tento peptid slouzi k mezibunécné komunikaci. Bylo zjisténo, Ze tento systém
je kmenové specificky (Perchat et al. 2011). NprR reguluje expresi 41 gend, mezi néz patfi
napriklad geny kddujici nékteré protedzy, lipazy, chitindzy nebo proteiny schopné vazat
organické materidly (Dubois et al. 2016). NprR i NprX jsou bakteriemi produkovany v prvni
fazi sporulace. Mezi geny aktivované pomoci NprR patfi nprA, ktery kdduje protedzu NprA. K
masivni produkci této protedzy dochdzi béhem sporulace za ucelem zajisténi dostatku Zivin
na to, aby alespon ¢dast bakteridlni populace mohla jesté setrvat ve vegetativnim stavu a
oddalit tak nutnost tvorby spor (Perchat et al. 2011). Kromé toho se tato latka podili na
schopnosti spor obchdzet imunitni systém (Haydar et al. 2018). Dalsim regulatorem je PIcR,
jehoz aktivace zdavisi na peptidu oznacovaném jako PapR. | tento systém je kmenové
specificky (Slamti a Lereclus 2002). PIcR aktivuje transkripci 45 genl, mezi néZ patfi rada
genu pro faktory virulence. Konkrétné ovliviiuje produkci nehemolytického enterotoxinu,
hemolyzinu BL, cereolyzinu O, cytotoxinu K, fosfolipdz C, sfingomyelinazy a dale také
napriklad nékterych proteaz, peptidl s antimikrobidlni aktivitou nebo i slozek bunééné stény
(Gohar et al. 2008). Gen pro PIcR se nachdzi i u B. anthracis, v disledku mutace vsak neni
funkéni (Agaisse et al. 1999; Mignot et al. 2001). Dllezitym regulatorem genové exprese u
B. anthracis je AtxA. Bylo vypozorovano, Zze pokud byl do bakterie vloZzen funkéni gen pro
PIcR, dochazelo k interferenci tohoto proteinu s AtxA, coz mélo za nasledek zabranéni
sporulaci. Tvorba spor je vSak u B. anthracis velmi zasadni pro jeho infekéni cyklus, jelikoz
pravé spora funguje jako infekéni ¢astice. Je tedy mozné, Ze PIcR je u tohoto druhu neaktivni
kvlli jeho zminénému nepfiznivému plsobeni (Mignot et al. 2001).

Na expresi toxinl B. cereus se podileji i vnéjsi faktory jako je teplota, sloZzeni atmosféry,
pH ¢i dostupnost Zivin. Napfiklad produkce emetického toxinu mulze byt inhibovana
omezenim koncentrace kysliku v prostfedi. Baleni potravin v modifikované atmosfére
svyrazné snizenym mnozstvim kysliku tak mdzZe pomoci v prevenci rozvoje emetického
syndromu. Tyto podminky vSak naopak mohou byt pfiznivé pro tvorbu enterotoxint. K vyssi
akumulaci cereulidu dochdzi v potravinach, které nejsou kyselé a maji vyssi obsah Skrobu a
vody. Jednim z preventivnich krokd muzZe tedy byt okyselovani potravin (Ceuppens et al.
2011). Kontaminovana potravina i jeji mnoZstvi ovliviiuje také priichod patogen( travicim
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traktem, a to zejména Zaludkem, kde m(ze chranit burky ¢i jejich spory pred nizkym pH i
trdvicimi enzymy. Rozvoj onemocnéni zdavisi téZz na stfevni mikrobioté (Jessberger et al.
2020).

3.7 Detekce toxinli a toxinovych genl

Tradi¢ni metody detekce toxin( spocivaly ve vyuZiti pokusnych zvifat. Pfikladem je
sledovani akumulace tekutin v podvazané kralici strevni klicce pro dikaz enterotoxinli nebo
krmeni zvifrat kontaminovanym krmivem. V soucasné dobé je vSak k dispozici celd fada
metod, které umoZnuji toxiny detekovat bez nutnosti Ucasti Zivych zvirat (Griffiths a Schraft
2017). K detekci enterotoxin( Ize vyuZit komeréni soupravy BCET-RPLA (Oxoid) ¢i Duopath®
Cereus Enterotoxins (Merck). K dispozici byvala také souprava BDE-VIA (Tecra), ale ta uZ na
trhu zfejmé neni (Dietrich et al. 2021). Souprava BCET-RPLA (Bacillus cereus enterotoxin —
reverse passive latex agglutination) slouzi k detekci L, sloZzky hemolyzinu BL. Princip metody
spociva ve vyuziti latexovych ¢astic, které byly senzibilizovany protilatkami proti této slozce.
Pokud je L, ve vzorku pfitomna, dochazi kaglutinaci, coz je moiné pozorovat na
mikrotitracni desti¢ce, kam se vzorky a reakéni Cinidla nandsi (ThermoFisher Scientific b. r.).
Souprava Duopath® Cereus Enterotoxins umoziuje detekovat hemolyzin BL a nehemolyticky
enterotoxin. Jednd se o imunochromatograficky test, ktery vyuZivd zlatem oznacené
protilatky proti témto toxinim. Vzorek je aplikovan na chromatograficky papir a postupné
jim vzlind. V papiru jsou obsazeny zminéné protilatky, a jsou-li ve vzorku pfitomny toxiny,
dochazi k vytvoreni jejich komplex( s protildtkami. Tyto komplexy jsou nasledné zachyceny
v detekéni zéné pro dany toxin a vytvari se Cervend linie, kterd ukazuje na pozitivitu vzorku
(Merck b.r.). Obdobné testy pro detekci cytotoxinu K na trhu v soucasné dobé nejsou
(Dietrich et al. 2021).

Toxicitu lze prokazat také prostrednictvim testl cytotoxicity na rlznych bunécnych
liniich. Mimoto je moZné vyuZit i dals$i metody, jako je napfiklad hmotnostni spektrometrie s
laserovou desorpci a ionizaci za Ucasti matrice s priletovym analyzatorem (MALDI-TOF MS)
nebo polymerazova retézova reakce, ktera slouzi k detekci genl pro bakterialni toxiny. Obé
zminéné metody lze pouZit i pro detekci genli pro bakterialni toxiny (Dietrich et al. 2021).

3.7.1 Polymerazova retézova reakce

Polymerdzova rtetézova reakce (PCR) je metoda, kterda umoznuje zmnoZeni
pozadovaného useku DNA v in vitro podminkach (Stanék 2013). Vyvinuta byla v roce 1983 a
jejim autorem je Kary Mullis, ktery pro své zasluhy obdrzel Nobelovu cenu za chemii (Bartlett
a Stirling 2003). Metoda spociva v enzymatické syntéze, diky niz je mozné amplifikovat rizné
oblasti DNA, vcetné konkrétnich gen(, pokud jsou znamy jejich okrajové sekvence. Pocet
vytvorenych kopii se mize pohybovat v fadech milion(, tudiz je mozné pracovat i s malym
vstupnim mnozstvim genetického materialu (Stanék 2013). Aby mohla reakce probéhnout, je
potifeba pfripravit reakéni smés, kterd bude obsahovat templatovou DNA, tedy molekulu
DNA, jejiz ¢ast chceme amplifikovat. Dédle je nutné pridat DNA polymerazu, cozZ je enzym,
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ktery katalyzuje syntézu novych vlaken. Kdispozici je vicero mozZnosti, pro rutinni
diagnostiku se vsak obvykle vyuZiva termostabilni Tag polymeraza (Green a Sambrook 2019),
ktera byla plvodné izolovdna ztermofilni bakterie Thermus aquaticus. Termostabilita
polymerazy je dulezita vzhledem k vysokym teplotdm v prlbéhu reakénich cykl( (Waters a
Shapter 2014). Dalsi nezbytnou slozkou jsou tzv. primery. Jednd se o syntetické
oligonukleotidové sekvence o délce asi 20—25 nukleotidl, které nasedaji na templat (Green a
Sambrook 2019) a ohranicuji usek DNA, ktery ma byt zmnozZen (Stanék 2013). Primery jsou
navrhovany na zakladé znalosti sekvence DNA templatu, k nizZ jsou komplementdrni, a jejich
vhodny navrh je velmi dllezZity pro dosaZzeni poZadovanych vysledkd (Green a Sambrook
2019). Kreakci jsou potifebné také nukleotidy, které slouZi jako stavebni kameny pro
syntetizovanou molekulu DNA (Waters a Shapter 2014) a pro zajisténi vyhovujicich reakénich
podminek se pfidava také pufr a kationty (Green a Sambrook 2019).

Cely proces se sklada ze 3 cyklicky se opakujicich krok(, které probihaji v zatizeni
oznaCovaném jako termocykler. Na termocykleru se pfed zahajenim procesu nastavi
pozadované podminky reakce a pfistroj se poté podle zvoleného programu fidi (Stanék
2013). Kroky, z nichZ reakce sestava, jsou nasledujici:

1) Denaturace (denaturation): Dochazi k zahtivani reakéni smési na teplotu asi 94-96 °C
(Waters a Shapter 2014), coz vede k rozvolfiovani dvousroubovice DNA a vznikaji
jednovlaknové useky. To je velmi dllezité pro spravny pribéh ndsledujiciho kroku
(Stanék 2013).

2) Nasedani primer( (annealing): Teplota se oproti prvnimu kroku snizuje na zhruba 30—
65 °C a diky tomu mohou primery nasedat na komplementarni mista templatu. Tim
se vytvari dvouvldknové useky, na které se ve tfetim kroku navaze DNA polymeraza
(Stanék 2013; Green a Sambrook 2019).

3) Syntéza DNA (extension): Dochazi k nasedani nukleotidi na primery a tvorbé vldkna
komplementarniho k templatu. Reakce je katalyzovdna DNA polymerdzou (Stanék
2013; Waters a Shapter 2014) a teplota zavisi na konkrétnim pouzZitém enzymu.
Napriklad bézné pouzivana Taq polymeraza je aktivni pti 65—75 °C (Stanék 2013).

Tyto 3 kroky se cyklicky opakuji a celkovy pocet cykld byva mezi 25-35 (Green a
Sambrook 2019). Jako detekéni metoda pro ovéreni, zda doslo k amplifikaci pozadovaného
fragmentu, se nejcastéji vyuZivda gelova elektroforéza. Jednd se o separacni metodu
spocivajici v odliSné pohyblivosti nabitych molekul ve stejnosmérném elektrickém poli
v zavislosti na jejich naboji a molekulové hmotnosti, na intenzité elektrického proudu a na
porozité gelu. Pouzivd se gel agardzovy Ci polyakrylamidovy. Diky pridani vizualiza¢niho
¢inidla je nasledné mozné produkt zobrazit v UV svétle jako signal, téz oznacovany jako band
(Stanék 2013).

Jednim z moZnych wvyuZiti metody PCR je stanoveni pfitomnosti genl pro faktory
virulence, naptiklad pravé u bakterii skupiny B. cereus. Pouze timto zpUsobem vsak neni
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mozné zcela spolehlivé zhodnotit skutecny patogenni potencial konkrétniho kmene, jelikoz
pfitomnost genu nemusi nutné znamenat, Ze dochdzi i k jeho expresi (Bhunia 2008).
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4 Metodika

V praktické casti této diplomové prace byl stanovovan patogenni profil bakterii skupiny
Bacillus cereus izolovanych z potravin, krmiv a Zivotniho prosttedi. Detekovany byly geny pro
cereulid, hemolyzin BL, nehemolyticky enterotoxin, cytotoxin K, cereolyzin O, hemolyzin II,
hemolyzin lll, immune inhibitor A, fosfatidylinositol-specifickou fosfolipdzu C,
fosfatidylcholin-preferujici fosfolipdzu C a sfingomyelinazu. Déle byl detekovdan také gen pro
enzym AHL-laktonazu, zodpovédnou za quorum quenching.

4.1 Testované kmeny

Celkem bylo testovano 105 kmenU bakterii skupiny B. cereus, které byly v ramci
pfedchozich experiment(l izolovany a identifikovdny pomoci hmotnostni spektrometrie s
laserovou desorpci a ionizaci za Ucasti matrice s praletovym analyzatorem (MALDI-TOF MS).
Jejich podrobny seznam je uveden v Pfiloze ¢. 1. Jednalo se o izolaty z jedlého hmyzu
odchovaného na Katedfe zoologie a rybafstvi Ceské zemédélské univerzity (KZR CZU,
40 kmen(), z komercnich vyrobkl s obsahem jedlého hmyzu (11 kmenud) a z ostatnich
potravin (5 kmenu), dale pak z krmiva pro psy (19 kmen), ze Skebli (20 kmen() a z ostatnich
prostiedi, kterd nespadala do Zadné z vySe uvedenych kategorii (10 kmen(), viz Tabulka €. 1.
Pro kontrolu byl analyzovan také sbirkovy kmen B. cereus CCM 2010 z Ceské sbirky
mikroorganismu, u néhozZ jsou dostupné sekvence celého genomu.

Testované kultury byly kultivovdny v trypton-séjovém bujénu (TSB) za aerobnich
podminek pti 30 °C pres noc. Jejich Cistota byla ovéfena mikroskopicky (Nikon ECLIPSE E200).

Tabulka €. 1: Prehled plvodu testovanych izolata.

Prostredi Pocet izolatl Celkem izolath

Jedly hmyz cvréci z chovu KRZ €ZU - 40
psi granule 12

Krmivo pro psy susené kureci paraty 3 19
suseny losos 4
kontaminace jinych bakteridlnich kultur 3
rasy 1

Ostatni senaz 1 10
travici trakt v€ely medonosné 3
voda z chovu Skebli 2
kakaové boby 2

Ostatni potraviny pasterovany med 1 5
ricotta 2

Skeble asijska - - 20
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Tabulka €. 1 (pokracovani)

Prostredi Pocet izolatt Celkem izolatt

proteinova cvr¢ci mouka 1

tycinky s cvrécim proteinem 3
Vyrobky z jedlého hmyzu (pFichut hotké ¢okolada s pomeranéem) 11

tycinky s cvrécim proteinem
(pfichut ananas s kokosem)

CELKEM = 105

4.2 Priprava bunécného lyzatu

Do sterilni mikrozkumavky o objemu 1,5 ml (Eppendorf) byl odebrdan 1 ml cerstvé
narostlé axenické kultury. Odebrana kultura byla nasledné odstfedéna pfi 14 500 ot/min po
dobu 2 minut a supernatant slit. K bunéénému peletu bylo pfiddno 100 ul PrepMan Ultra
Sample Preparation Reagent (Applied Biosystems). Smés byla promichana na vortexu,
nasledné zahtivana na termobloku pfi 100 °C po dobu 10 minut a ponechdna 2 minuty pfi
pokojové teploté zchladnout. Poté byla opét odstredéna pfi 14 500 ot/min po 2 minuty. Do
nové sterilni mikrozkumavky o objemu 1,5ml (Eppendorf) bylo preneseno 60 ul
supernatantu. Takto vznikly bunécny lyzat byl uchovdvédn v mrazniéce a pouzit pro PCR
analyzu.

4.3 Amplifikace genu pro faktory virulence a AHL-laktonazu

Amplifikace byla provedena metodou polymerdazové retézové reakce (PCR). Pro kazdou
reakci byla pfipravena smés o celkovém objemu 25 ul, kterd obsahovala 12,5 ul DreamTaq
Green PCR Master Mixu (Thermo Scientific), 8,5 ul PCR vody (nuclease-free, Thermo
Scientific), 1 ul forward (10 uM) a 1 ul reverse (10 uM) primeru pro konkrétni gen a 2 ul
DNA. Amplifikace pak probihala v termocyklerech C1000 Touch (Bio Rad) a T1000 (Bio Rad).
Seznam testovanych gen( a pouZitych PCR programu je uveden v Tabulce €. 2. Tabulka €. 3
pak obsahuje teplotni podminky danych programd.
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Tabulka €. 2: Prehled testovanych gend, pouzitych primerQ a jejich sekvenci, velikosti PCR
produktl a pouzitych PCR programu.

Velikost .
Toxin/produkt Gen Primery Sekvence 5 —3* produktu
program
(bp)
CesF1 GGTGACACATTATCATATAAGGTG
Cereulid ces 1271 PCR 1a
CesR2 GTAAGCGAACCTGTCTGTAACAACA
HD2F GTA AAT TAI GAT GAI CAATTTC
Hemolyzin BL hbl 1091 PCR 1
HA4R AGA ATA GGC ATT CAT AGATT
Nehemolyticky NA2F AAG CIGCTCTTCGIATTC
. nhe 766 PCR 1
enterotoxin NB1R ITI GTT GAA ATA AGC TGT GG
cytk CKF2 ACAGATATCGGICAAAATGC
Cytotoxin K 421 PCR 1
CKR5 CAAGTIACTTGACCIGTTGC
CerOf GTATCTACTTGGAATSAAAAG
Cereolyzin O clo 659 PCR 6a
CerOr TAATCTGTATTGTTATGAAC
BcHlIyll-S AGAAGGAGTGGCTGTCTGTA
Hemolyzin Il hly Il 535 PCR 3
BcHIyll-A TTCTTTCCAAGCAAAGCTAC
BCHEM1 AATGACACGAATGACACAAT
Hemolyzin 11l hly 1 444 PCR 3
BCHEM3 ACGATTATGAGCCATCCCAT
InhA2.1 CGCGGATCCCACCGATTTATCTG
Immune inhibitor A inhA2 3087 PCR 6b
InhA2.2 CCGGAATTCCTTTCCCCACATAATTTG
Fosfatidylinositol- phosC1 CGCTATCAAATGGACCATGG
specificka fosfolipaza piplc
c 569 PCR 3a
e . . phosC2 GGACTATTCCATGCTGTACC
(Lecitinaza C, piplc)
Fosfatidylcholin- CERA1 ACTGAGTTAGAGAACGGTAT
preferujici fosfolipaza cerA
c 536 PCR 3a
. CERA 2 CGCTTACCTGTCATTGGTGT
(Cereolysin A, pcpl)
. . CERB 1 TCGTAGTAGTGGAAGCGAAT
Sfingomyelinaza
(c lysin B, Sph) cerB 457 PCR 3a
ereclysin &, >p CERB 2 AGTCGCTGTATGTCCAGTAT
AIF TAAATGTAAAGGTGGATACATAATGACAGT
AHL laktondza iiA 750 PCR 6¢
AIR AGCTCATGACTTTTTGCACTATATATA
. FHbIA GCAAAATCTATGAATGCCTA
Hemolyzin BL -
. hblA 884 PCR 5
slozka B
RHbIA GCATCTGTTCGTAATGTTTT
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Tabulka €. 2 (pokracovani)

Velikost .
Toxin/produkt Gen Primery Sekvence 5‘ — 3' produktu
program
(bp)
Hemolyzin BL — FHbIC CCTATCAATACTCTCGCAA
) hbiC 695 PCR 5
slozka L, RHbIC TTTCCTTTGTTATACGCTGC
Hemolyzin BL — FHD GAAACAGGGTCTCATATTCT
. hbID 1018 PCR5
slozka L RHD2 CTGCATCTTTATGAATATCA
Tabulka €. 3: Prehled program pouzitych pro PCR.
Program Faze Teplota (°C) Cas trvani POéEt, ) Reference
opakovani
Pocatecni denaturace 95 3 min 1
Denaturace 95 30s
- Upraveno podle
PCR1 Hybridizace 49 30s 30 .
Ehling-Schulz et al. (2006)
Elongace 72 90s
Konecna elongace 72 5 min 1
Pocatecni denaturace 95 3 min 1
Denaturace 95 30s
PCR 1a Hybridizace 49 30s 30 Ehling-Schulz et al. (2006)
Elongace 72 90s
Koneéna elongace 72 7 min 1
Pocatecni denaturace 95 3 min 1
Denaturace 94 15s
PCR 3 Hybridizace 55 45s 30 Hendriksen et al. (2006)
Elongace 72 2 min
Koneéna elongace 72 2 min 1
Pocatecni denaturace 95 3 min 1
Denaturace 94 30s
PCR 3a Hybridizace 55 30s 30 Hendriksen et al. (2006)
Elongace 72 45s
Konecna elongace 72 2 min 1
Pocatecni denaturace 95 3 min 1
Denaturace 94 30s
PCR 6a Hybridizace 52 30s 30 Raddadi et al. (2009)
Elongace 72 45
Koneéna elongace 72 5 min 1
Pocatecni denaturace 95 3 min 1
Denaturace 94 30s
PCR 6b Hybridizace 55 45s 30 Raddadi et al. (2009)
Elongace 72 1 min
Koneéna elongace 72 5 min 1
Pocatecni denaturace 95 3 min 1
Denaturace 94 30s
PCR 6¢ Hybridizace 50 30s 30 Raddadi et al. (2009)
Elongace 72 2 min
Konecéna elongace 72 7 min 1
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Tabulka €. 3 (pokracovani)

Program Faze Teplota (°C) Cas trvani Pocet’ 3 Reference
opakovani
Pocatecni denaturace 95 5 min 1
Denaturace 94 45s
PCR5 Hybridizace 54 1 min 30 Ngamwongsatit et al. (2008)
Elongace 72 2 min
Konecna elongace 72 5 min 1

4.4 Separace a vizualizace PCR produktu

PCR produkty byly separovany pomoci gelové elektroforézy. Pro pfipravu gelu bylo
smichano 100 ml 0,75x TAE pufru (Tris-acetat-EDTA, Serva) a 1 g agardzy (Serva). Tato smés
byla promichdna a zahfivdana v mikrovinné troubé po dobu cca 2,5-3 minut do Uplného
rozpusténi. Poté byl gel chvili ponechdn pfi pokojové teploté nékolik minut zchladnout a
nasledné bylo pfiddano 5 ul barviva GelRed (Biotinum). Promichand smés byla poté nalita do
formy s pfedem vloZenymi hifebeny pro vytvoreni jamek a gel byl ponechan 20—-30 minut
zatuhnout. Nasledné byla forma prenesena do elektroforetické vany s
0,75x koncentrovanych TAE pufrem (Serva) a hrebeny byly vyjmuty. Do jamek bylo
napipetovano 5 pl PCR produktu. Pro stanoveni velikosti PCR produktt bylo do prvni jamky
v fadé pipetovano 5 pl velikostniho standardu. Podle predpokladané délky amplikonu byl
vyuzit bud 50bp DNA Ladder (Invitrogen by ThermoFisher Scientific) pro kratSi produkty
(pod 1000 bp), nebo GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific) pro produkty nad
1000 bp. Separace probihala pfi konstantnim napéti 100V po dobu 50-60 minut
(elektroforéza BioRad a VWR).

Po skonceni separace byl gel vyjmut a pfenesen do UV transilumindtoru (BioRad), kde
byly pomoci programu Quantity One fragmenty DNA vizualizovany a pofizeny digitalni
snimky. Velikost PCR produktl byla posuzovéna na zakladé porovnani bandl se standardem.

4.5 Sekvenovani

4.5.1 Purifikace

Pro ovéreni, zda se skutecné podafilo amplifikovat cilové geny, byly od kazdého
z pozitivné testovanych gend vybrany a osekvenovany 2 pozitivni PCR produkty.
Sekvenovany byly také 2 z nespecifickych produktl vzniklych pfi amplifikaci genu pro
hemolyzin BL. PCR produkty byly purifikovany pomoci E.Z.N.A. Cycle Pure Kit (Omega Bio
Tek). Dvacet pl produktu bylo smichano se 100 pl CP pufru a pfeneseno do kolonky vloZzené
ve sbérné 2ml mikrozkumavce. Smés byla nasledné odstfedéna pfi 14 500 ot/min po dobu
60 sekund a filtrat byl odstranén. Poté bylo pfiddno 700 ul promyvaciho pufru zfedéného
100% etanolem. Nasledovalo odstfedéni pri 14 500 ot/min po 60 sekund a sliti filtratu. Tento
krok byl proveden dvakrat po sobé. Nasledné byla kolonka bez pridavku pufru odstfedéna pfi
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14 500 ot/min, tentokrat po dobu 2 minut, aby doslo k proschnuti kolonky. Ta byla poté
prenesena do nové mikrozkumavky (objem 1,5 ml) a bylo do ni napipetovano 30 pl eluéniho
pufru. Po odstati pfi pokojové teploté po dobu 2 minut byly vzorky opét odstfedény pfi

14 500 ot/min po dobu 60 sekund. Precistény produkt v mikrozkumavce byl skladovan pfi
teploté -20 °C aZ do dalsi analyzy.

4.5.2 Priprava k sekvenovani a zpracovani sekvenci

Z precisténého PCR produktu bylo odebrano 5 ul a smichano s 5 pl forward primeru o
koncentraci 5 uM. Sekvenovani bylo provedeno spoleénosti Eurofins Genomics a jednalo se o
Sangerovu metodu. Sekvence byly nasledné zpracovdny v programech Chromas Lite a
BioEdit, a porovnany se sekvencemi dostupnymi v databazi NCBI (National Center for
Biotechnology Information) pomoci programu BLAST.

4.6 Statististické vyhodnoceni

Zavérem bylo posuzovano, zda existuji statisticky vyznamné rozdily ve vyskytu
sledovanych genl mezi rlznymi prostfedimi a mezi rdznymi druhy. Pro posouzeni rozdil(
mezi prostfedimi byly izolaty rozdéleny do 6 skupin dle plvodu (viz Tabulka €. 1 v kapitole
4.1). Pro hodnoceni rozdild mezi druhy byly kmeny rozfazeny do 2 skupin. Prvni z nich byla
tvorena izolaty identifikovanymi jako B. cereus sensu stricto a druha vSemi ostatnimi kmeny,
véetné téch, které se nepodafilo identifikovat jednoznacné a byly jim pfifazeny 2 moziné
druhové ndzvy (viz Tabulka ¢. 4 vkapitole 5). Souhrnna skupina ostatnich druhd byla
vytvofena proto, Zze druhy, které nebyly identifikovany jako B. cereus sensu stricto, se
vyskytovaly pouze ve velmi malych podtech, coz by mohlo negativné ovlivnit statistické
vyhodnoceni.

Pro statistickou analyzu byl pouzit program Statistica 12 (TIBCO Software Inc.). Nejprve
byla otestovana normalita dat pomoci Shapiro-Wilkova a Kolmogorov-Smirnovova testu, a
jelikoz data nepochazela z normalniho rozloZeni, byly kanalyze vyuZity neparametrické
metody, konkrétné Kruskal-Wallisliv test pro hodnoceni rozdili mezi vice nez dvéma
skupinami a Mann-Whitneyulv U test pro testovani rozdilli mezi dvéma skupinami. Testovani
probihalo na hladiné vyznamnosti o, = 0,05.
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5 Vysledky

V diplomové praci byla stanovovana pritomnost genli pro faktory virulence a AHL-
laktondzu u 105 kmenU izolovanych z rlznych prostiedi, viz Tabulka ¢. 1 v kapitole 4.1.
VSechny izolaty byly identifikovdany pomoci MALDI-TOF MS. Pfevaznou vétsinu vzorku tvofil
druh B. cereus sensu stricto a dale se vyskytl také B. mycoides, B. pseudomycoides,
B. thuringiensis a B. weihenstephanensis. Piehled identifikovanych druhl je uveden
v Tabulce €. 4. Nékteré izolaty nebylo mozné jednoznacné pfiradit pouze k jednomu druhu,
proto jsou pro né v tabulce uvedeny 2 mozné druhové ndzvy.

Tabulka €. 4: Druhova pfislusnost testovanych izoldtl na zdkladé MALDI-TOF hmotnostni
spektrometrie.

Identifikované druhy Pocet izolatd *QOstatni druhy skupiny B. cereus Pocet izolath

B. cereus sensu stricto! 86 B. cereus/mycoides 7
B. mycoides 4
B. mycoides/thuringiensis 2

Ostatni druhy skupin
y skupiny 19 B. pseudomycoides 1

B. cereus*

B. thuringiensis 3
B. weihenstephanensis? 2

Lvéetné druhd, které pomoci MALDI-TOF MS nelze od B. cereus sensu stricto odlisit.
2 psychrofilni kmen B. mycoides.

5.1 Pfitomnost stanovovanych genti

V Tabulce ¢. 5a a 5b jsou uvedeny pocty izolatl z jednotlivych prostredi, které byly
pozitivni na testované geny. U Zadného z testovanych kmenU nebyly detekovany geny pro
immune inhibitor A (3 %). Nejcastéji se naopak vyskytoval gen pro hemolyzin Il (99 %).
Obrazek ¢.4 zobrazuje vysledky detekce genu pro AHL-laktonazu (qiiA), jejiz celkova
prevalence Cinila 68 %.

Pro ovéreni, zda skute¢né doslo k amplifikaci pozadovanych genu, byly pro kazdy z nich
osekvenovany 2 vybrané pozitivni PCR produkty. U vSech testovanych sekvenci bylo
potvrzeno, Ze se jednd o ndmi pozadované geny. Vyjimkou byl gen pro immune inhibitor A,
jehoz sekvence nebyly Citelné. Specifita primer( byla vysokd u vsSech testovanych gen(
s vyjimkou genu pro hemolyzin BL (hbl), u néhoz casto vznikaly nespecifické produkty.
Osekvenovanim 2 vybranych vzork( bylo zjisténo, Ze doslo k amplifikaci genu pro kolagen
adhezivni protein. Vysledky PCR analyzy u sbirkového kmene B. cereus CCM 2010 byly
v souladu s vysledky celogenomového sekvenovani.
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Obrazek €. 4: Vysledky detekce genu pro AHL-laktonazu (aiiA) o velikosti fragmentl 750 bp.

TOObp— e @O S DOS WO w >

Tabulka €. 5a: Prevalence gen( pro faktory virulence a AHL-laktonazu u vzork( izolovanych
z rlzného prostredi. Vyjadieno jako pocet pozitivnich vzorkd (procentudlni zastoupeni
pozitivnich vzork( v dané kategorii).

Prostredi Pocet ces hbl nhe cytk clo hlyll

Jedly hmyz 40 0 (0 %) 0(0%) | 37(93%) | 40(100%) | 38(95%) | 5(13%)

Krmivo pro psy 19 0(0%) 0(0%) 19 (100 %) 0(0%) 19 (100 %) 0(0%)
Ostatni 10 0(0%) 0(0%) | 10(100%) | 5 (50 %) 8 (80 %) 4 (40 %)
Ostatni potraviny | 5 0 (0 %) 000%) | 5(100%) | 1(20%) | 5(100%) | 2(40%)

Skeble asijska 20 0 (0 %) 0 (0 %) 14 (70 %) 1(5%) | 20(100%) | 1(5%)
Verb:x:zdlého 11 0(0%) 000%) | 11(100%) | 9(82%) | 11(100%) | 5 (45%)
CELKEM 105 0 (0 %) 0(0%) | 96(91%) | 56(53%) | 101(96%) | 17 (16 %)
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Tabulka €. 5b (pokracovani)

Prostredi Pocet hlylll inhA2 piplc cerA cerB aiiA

Jedly hmyz 40 40 (100 %) 0(0%) | 39(98%) | 40(100%) | 39(98%) | 39 (98 %)
Krmivo pro psy 19 19 (100 %) 0(0%) | 19(100%) | 19(100%) | 19 (100 %) 0(0 %)

Ostatni 10 9 (90 %) 1(10 %) 9 (90 %) 10 (100 %) | 10 (100 %) 7 (70 %)
Ostatni potraviny 5 5 (100 %) 0(0%) 5 (100 %) 5 (100 %) 4 (80 %) 3 (60 %)
Skeble 20 20 (100 %) 1(5%) | 12(60%) | 14(70%) | 14(70%) | 12 (60 %)
me::qiizd'éhc’ 11 | 11(100%) | 1(9%) | 11(100%) | 11(100%) | 8(73%) | 10(91%)
CELKEM 105 | 104 (99 %) 3(3%) | 95(90%) | 99(94%) | 94(90%) | 71(68%)

Pro ovéreni funkénosti primerl pro hemolyzin BL, na ktery nebyl Zzadny ze vzork(
pozitivni, byly u 19 kmenu testovany také primery specifické pro jednotlivé slozky toxinu.
Zadny z testovanych kmend nenesl gen pro slozku B (hblA). Geny pro slozku Ly (hbID) a L,
(hbIC) pak byly zjistény u 14 kmenl (74 %). Vysledky testovani jsou podrobnéji rozepsany
v Tabulce €. 6.

Tabulka €. 6: Pfitomnost gen( pro slozky hemolyzinu BL v genomu vybranych vzork.

Cislo vzorku Oznaceni izolatu hblA hblC hbID
1 1la - + +
2 11KRYSTAL - + +
3 13b 02 - + +
4 14a - + +
5 1CP - - -
6 lvzM1 - - -
7 2/1 bac - + +
8 2/2D - - -
9 6/1 bac - + +
10 6/2 bc - + +
11 6CP - - -
12 8a - + +
13 A72b HEM - - -
14 BC1/3 B1 - + +
15 BMS 4/3 - + +
16 Cs17 - + +
17 CS3 - + +
18 S2 - + +
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Tabulka €. 6 (pokracovani)

Cislo vzorku

Oznaceni izolatu

hblA

hblC

hbID

19

S6

- Gen nepfitomen. + Gen pfitomen.

Dale bylo posuzovano, zda existuje statisticky vyznamny rozdil v prevalenci
jednotlivych gent u kmen( pochdzejicich z rizného prostredi. Rozdily v ¢etnosti vyskytu clo,
hlylll a inhA2 prokdzany nebyly. Statisticky vyznamné se ovsem liSila ¢etnost pro cytK a qiiA.
V obou ptipadech byly nalezeny celkem 4 rozdily mezi dvojicemi prostredi, viz Tabulka €. 7.
Oba geny se vyskytovaly zejména u jedlého hmyzu a vyrobk( z hmyzu. Kruskal-WallisGv test
prokazal statisticky vyznamné rozdily také v Cetnosti vyskytu piplc, cerA, cerB, nhe a hlyll,
nicméné podrobnéjsi vyhodnoceni nebylo dostatecné citlivé, aby ukdzalo, ktera konkrétni
prostfedi se mezi sebou lisi. Proto byly pomoci Mann-Whitneyova U testu dale porovnany
jednotlivé dvojice pro kazdy z téchto genu. Prevalence piplc se mezi prostiedimi statisticky
vyznamneé lisila ve dvou pfipadech a hlyll v jednom pfipadé, jak je opét zndzornéno v Tabulce
€. 7. Piplc se vyskytoval nejvice u izolatl z krmiva pro psy, vyrobk( z jedlého hmyzu a
ostatnich potravin. Prevalence hlyll byla nejvyssi u vyrobk( z jedlého hmyzu. U zbylych gen(
pak 7adné rozdily jiz nalezeny nebyly. lzolaty zjedlého hmyzu chovaného na CZU a
z komerénich hmyzich produktll se mezi sebou statisticky vyznamné neliSily v Zddném
z pripadd.

Tabulka €. 7: Statisticky vyznamné rozdily v zastoupeni genu pro cytotoxin K (cytK), AHL-
laktonazu (aiiA), fosfolipazu C (piplc) a hemolyzin Il (hlyll) u izoldtd z rlizného prostredi
(n=105). Vyjadreno jako procentualni zastoupeni pozitivnich vzork( z daného prostredi
(pocet pozitivnich izolatl).

Plvod cytK aiiA piplc hlyll
Jedly hmyz 100 % (40)z 98 % (39)2 98 % (39)2 13 % (5)
Krmivo pro psy 0% (0)° 0% (0)° 100 % (19)2 0% (0)2
Ostatni 50 % (5)2 70 % (7)? 90 % (9)b 40 % (&)
Ostatni potraviny 20 % (1)2b 60 % (3)2b 100 % (5)2b 40 % (2)2°
Skeble 5% (1) 60 % (12)2 60 % (12)° 5% (1)
Vyrobky z hmyzu 82 % (9)? 91 % (10)2 100 % (11)2 45 % (5)b

2 b Hodnoty ve sloupcich oznalené alespori jednim shodnym pismenem se statisticky
vyznamné nelisi (p > 0,05).

5.2 Rozdéleni kment do skupin na zakladé patotypu

Na zakladé pritomnosti genl kédujicich jednotlivé faktory virulence v genomu lze
kmeny rozdélit do 19 patotypovych skupin znazornénych v Tabulce ¢. 8. Nejmensi pocet
genu detekovanych u vzork( byl 2 a nejvétsi naopak 9. Vsech 11 genl nenesl Zadny z izolata.
Nejvice byly mezi vzorky zastoupeny kmeny ze skupiny €. 6, které nesly geny nhe, cytK, clo,
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hlylll, piplc, cerA a cerB. Hned po ni nasledovala skupina ¢. 8 a vétsi pocet kmen( sdruzovala
také skupina €. 2 a 19. Do skupiny €. 5 se radily 3 izolaty, do skupiny €. 11 2 izolaty a ostatni
skupiny byly zastoupeny pouze jednim kmenem.

Tabulka €. 8: Patotypové skupiny.

Skupina | Pocet ces hbl nhe cytK clo hiyll hlylll | inhA2 | piplc cerA cerB
1 1 - - + + + + + + + + +
2 10 - - + + + + - + + +
3 - - + + - + + + +
4 - - + + - + + + + +
5 - - + - + + + - + + +
6 37 - - + + + - + - + + +
7 1 - - + - + + - + + +
8 35 - - + - + - + - + + +
9 1 - - - + + - + - + + +
10 1 - - + - + + + - + + -
11 2 - - + + - + - + + -
12 1 - - - - - + - + + +
13 1 - - + - + - + - + + -
14 1 - - + - + - + - - + +
15 1 - - + - + - - - - + +
16 1 - - + - + - + - - - +
17 1 - - - - + - + - - + -
18 1 - - - + - - + - - + -
19 5 - - - - + - + - - - -

- Negativni. + Pozitivni.

U skupin zahrnujicich alespon 5 kmenu (skupina €. 2, 6, 8 a 19) bylo dale posouzeno,
zda existuji statisticky vyznamné rozdily v jejich vyskytu mezi sledovanymi prostredimi.
Zatimco u skupiny ¢. 2 (10 kmenQ), kterd vyrazné neprevaZzovala v zadném z prostredi,
rozdily nalezeny nebyly, u ostatnich ano. Vyskyt skupiny ¢. 6 (37 kmenl), jez byla nejvice
zastoupena mezi izolaty z jedlého hmyzu, se prokazatelné lisil ve 4 pripadech. Skupina €. 8
(35 kmenl) zahrnovala vSechny kmeny izolované z krmiva pro psy (19) a naopak zadny kmen
z jedlého hmyzu nebo z vyrobk( z hmyzu. Statisticky vyznamné se od sebe lisily také izolaty z
jedlého hmyzu a skebli, kde byla skupina €. 8 ¢etnéjsi. U skupiny ¢. 19 (5 kmenu), ktera byla
zastoupena pouze ve Skeblich, pak byly pomoci Kruskal-Wallisova testu taktéz prokazany
rozdily, nicméné podrobnéjsi vyhodnoceni nebylo dostatecné citlivé, aby ukazalo, ktera
konkrétni prostfedi se mezi sebou liSi. Pfi porovnani jednotlivych dvojic prostfedi pomoci
Mann-Whitneyova U testu Zadné statisticky vyznamné rozdily prokdzany nebyly. Vyskyt
posuzovanych patotypovych skupin dle padvodu kmenl a statisticky vyznamné rozdily v
prevalenci jsou zndzornény v Tabulce €. 9.
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Tabulka ¢. 9: Vyskyt patotypovych skupin citajicich > 5 izolatl v rdznych prostredich.
Vyjadreno jako procentudlni zastoupeni kmenU skupiny z celkového poctu izolatl z daného
prostredi (pocet kmenu skupiny v daném prostredi).

Prostredi Skupina ¢. 2 Skupina ¢. 6 Skupina ¢. 8 Skupina ¢. 19
Jedly hmyz 13 % (5)° 80 % (32)° 0% (0)> 0% (0)
Krmivo pro psy 0% (0)? 0% (0)° 100 % (19)0 0% (0)"
Ostatni 20 % (2)° 10 % (1)° 40 % (4)%® 0% (0)
Ostatni potraviny 0% (0)2 20 % (1)2b 20 % (1)2b 0% (0)"
Skeble asijskd 0% (0) 0% (0)° 55 % (11)bc 25% (5)"
Vyrobky z hmyzu 27 % (3)° 27 % (3)b 0% (0)2 0% (0)

a3, b ¢ Hodnoty ve sloupcich oznalené alespori jednim shodnym pismenem se statisticky
vyznamné nelisi (p > 0,05).
* Nejednoznaéné statistické vyhodnoceni.

5.3 Pfitomnost sledovanych gent v zavislosti na druhu bakterie

Posuzovano bylo téZz zastoupeni gen( ve vztahu k bakteridlnimu druhu. Jelikoz
nad ostatnimi druhy, které byly zastoupeny jen v malych poctech, vyrazné prevazoval
B. cereus sensu stricto, byly posuzovany rozdily mezi nim a souhrnnou skupinou vsech
ostatnich identifikovanych druhd. Statisticky vyznamné rozdily byly zjistény pouze ve vyskytu
genu pro fosfolipdzu C (piplc) a cytotoxin K (cytK), které dominovaly u B. cereus sensu stricto.
Zastoupeni téchto dvou genu v obou porovndvanych skupindch je znazornéno v Grafech ¢. 1
az2.

Graf €. 1: Zastoupeni genu pro fosfolipazu C (piplc) u B. cereus sensu stricto a ostatnich druht
(Cisla ve sloupcich vyjadfuji pocty kmen() (n = 105).

piplc
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B. cereus s. s. (n = 86) Ostatni druhy (n = 19)
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Graf €. 2: Zastoupeni genu pro cytotoxin K (cytK) u B. cereus sensu stricto a ostatnich druht
(¢isla ve sloupcich vyjadfuji pocty kmenu) (n = 105).
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6 Diskuze

B. cereus sensu lato jsou velice zajimavou skupinou bakterii pro své riznorodé pozitivni
i negativni vlastnosti. Jeji zastupci mohou napfiklad podporovat rust rostlin, podilet se na
kolobéhu dusiku v ptidé, plsobit probioticky ¢i narusovat quorum sensing jinych bakterii. Na
druhou stranu je vSak zndmo také jejich patogenni plsobeni, na kterém se vyznamné podileji
jejich toxiny. V souvislosti s potravinami predstavuji B. cereus sensu lato riziko alimentdrniho
onemocnéni, s nimzZ je spojovan zejména cereulid, hemolyzin BL, nehemolyticky enterotoxin
a cytotoxin K. TéZ se mohou podilet na jejich kazeni, coz je pfisuzovano ¢innosti bakterialnich
enzym(. Bakterie této skupiny jsou Siroce rozsifeny v prostifedi a kontaminuji celou fadu
rGznych potravin, mezi které patfi i jedly hmyz, znéhoZ pochdzi velkd cast izolath
zkoumanych v této diplomové préci. Popularita jedlého hmyzu v poslednich letech roste, ale
jak upozornuji nékteri autofi, jesté je treba Iépe porozumét tomu, jakd mikrobiologicka rizika
jsou s nim spojena. Nicméné je jiz znamo, Ze bakterie skupiny B. cereus jednim z téchto rizik
jsou (Grabowski a Klein 2017; Fasolato et al. 2018; Fernandez-Cassi et al. 2020). V této
diplomové préaci byly hodnoceny rozdily v zastoupeni zkoumanych genl mezi izolaty
z rlzného prostredi, pficemz zvlastni pozornost byla vénovana porovnani kmen( izolovanych
ze cvrékl chovanych v prostiedi univerzity a z komercnich vyrobk( s obsahem cvrééiho
proteinu.

Stejné jako ve studiich autord Aragon-Alegro et al. (2008), Ankolekar et al. (2009), Kim
et al. (2011) ¢i Fasolato et al. (2018) u Zadného z testovanych vzork( nebyl detekovdn gen
pro cereulid. Jednd se totiz o nepfili§ ¢astou vlastnost. Napfiklad Hoton et al. (2009) zjistili, Zze
u nahodné vybiranych vzork(l se prevalence pohybuje jen kolem 1,5 %. K podobnému
vysledku dosli také Berthold-Pluta et al. (2019). Naproti tomu Forghani et al. (2014) uvadéji
prevalenci asi 14 % a Hoton et al. (2009) dokonce 32,8 %, a to u vzorkd, které mély souvislost
s alimentarnim onemocnénim. V porovnani s emetickymi kmeny se ve skupiné B. cereus
Castéji vyskytuji kmeny nesouci genetické determinanty pro enterotoxiny (Jessberger et al.
2020). Geny kodujici vsechny 3 slozky hemolyzinu BL (B, L1 a L) byly detekovany u 26,6 %
izolatll z jedlého hmyzu (Fasolato et al. 2018), 31,9-62,5 % kmen z rliznych pokrm( a
potravin (Bonerba et al. 2010; Samapundo et al. 2011; Sanchez-Chica et al. 2021) ¢i u 90 %
izolatll z potravin a klinickych vzork( (Kim et al. 2011). V této diplomové praci nebyl na
kompletni hbl pozitivni zadny ze vzorkd. V genomu nékterych kmend vsak mulze byt
pfitomna jen ¢ast z genll potfebnych pro vznik kompletniho a funkéniho Hbl (Sanchez-Chica
et al. 2021). Testovani pritomnosti genl pro jednotlivé slozky toxinu u 19 nahodné
vybranych kmenU ukazalo, Ze Zadny z izolatl nenesl hblA, jenz kéduje vazebnou slozku Hbl
(Jessberger et al. 2019a). HbIC a hbID byly detekovany u 74 % vzorkl. U Zadného
z testovanych kmen( tedy nebyly nalezeny predpoklady pro produkci funkéniho hemolyzinu
BL (Jessberger et al. 2019a). Toto zjiSténi odpovida vysledkiim testovani pomoci prvni sady
primerd, navrzené pro detekci kompletniho toxinového genu. Je na misté zminit, Ze se hbl,
podobné jako nhe, vyznacuje vyssim stupném polymorfismu (Guinebretiére et al. 2002), coz
nékdy mulzZe vést k tomu, Ze se nepodafri pfitomnost genu odhalit, i kdyZ se v genomu nachazi
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(Aragon-Alegro et al. 2008). Stejné jako hemolyzin BL, také nehemolyticky enterotoxin se
skldada ze tfi slozek, které jsou zapotfebi pro jeho aktivitu (Lindback 2004). Genetické
predpoklady pro tvorbu Nhe jsou mezi bakteriemi skupiny velmi rozsifeny. Prevalence
zjisténa v rlznych studiich se pohybuje od 70—100 % (Ngamwongsatit et al. 2008; Bonerba et
al. 2010; Kim et al. 2011; Samapundo et al. 2011; Sdnchez-Chica et al. 2021), s ¢imzZ se
Skebli (70 %), nasledoval jedly hmyz (93 %) a pak izolaty ze zbylych prostfedi (100 %).
Podobné ¢asto byva nachazen také gen pro enterotoxin FM (cwpFM), ktery se vyskytuje asi u
60—100 % kmenu testovanych v rGznych studiich. Prevalence genu cytK se pak pohybuje
priblizné v rozmezi 40—89 % (Ngamwongsatit et al. 2008; Kim et al. 2011; Rather et al. 2012;
Tewari et al. 2015; Sanchez-Chica et al. 2021), kam zapada i celkova prevalence zjisténa
v této praci (53 %). Podobné jako ve studii autorl Forghani et al. (2014) i zde byly mezi
izolaty rlzného pUvodu prokazany statisticky vyznamné rozdily. Vysoky vyskyt byl
zaznamendn u izolatl z jedlého hmyzu (100 %) a vyrobkd z néj (82 %), naproti tomu u kmen(
ziskanych ze Skebli byl velmi nizky (5 %) a u izolatl z krmiva pro psy nebyl cytK detekovdn
vibec. Cytotoxin Kmilze byt produkovan ve 2 variantdch, CytK-1, spojované s druhem
B. cytotoxicus (Fagerlund et al. 2004), a CytK-2, kterd je rozsifenéjsi a ma v porovnani s CytK-
1 nizsi toxicitu (Guinebretiére et al. 2006; Guinebretiére et al. 2010). Jelikoz B. cytotoxicus
neni soucasti databdze pouzité pro identifikaci kmen( v této praci, nelze vyloudit, Ze néktery
z nich je schopen produkce toxictéjsi varianty. Z gen(i kddujicich hemolytické proteiny byl
dale zaznamendn vysoky vyskyt clo (96 %) a hlylll (99 %), pficemz zde nebyly shledany zadné
statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi prostifedimi. Malo se naopak vyskytoval hlyll,
jehoz celkova prevalence byla 16 %. K podobnym vysledkdm (19 % a 21 %) dosli také Cadot
et al. (2010) a Fagerlund (2004). V pfipadé hlyll je moiné pozorovat odliSnosti mezi
prostiedimi, Nejvétsim dilem byl gen zastoupen u izolatl z jedlého hmyzu (45 %), ostatnich
potravin (40 %) a kategorie ostatni (40 %) a naopak se vlibec nevyskytoval u kmenu z krmiva
pro psy.

U 3 z testovanych izolatl byl detekovan gen inhA2 kddujici metaloprotedzu immune
inhibitor A, ktera je typickd pro B. anthracis, ale m(iZe se vyskytovat i u jinych druht, véetné
B. cereus sensu stricto (Guillemet et al. 2010). Tato metaloprotedza pomaha bakterie chranit
pred imunitnim systémem hostitele, ¢imz se vyznamné podili na virulenci. Patogen pak mlze
snaze kolonizovat tkané a vyvolat alimentarni ¢i jiné onemocnéni (Ramarao a Lereclus 2005).
Mimoto se InhA podili na destrukci tkani (Chung et al. 2006), a jak bylo zjiSténo v souvislosti
s B. anthracis, také na rozruseni hemato-encefalické bariéry, cozZ je spojeno s rozvojem Zivot
ohroZzujici meningitidy (Mukherjee et al. 2011). Kmeny nesouci geny pro InhA by se tedy
mély povaZovat za velmi rizikové pro lidské zdravi, nicméné je tfeba pfipomenout, Ze i kdyz u
pozitivnich vzorkd vznikl PCR produkt o odpovidajici délce, pomoci sekvenovani se
nepodafrilo ovérit, Ze se skutecné jedna sledovany gen. Dlvodem byla Spatnd Citelnost

vrve

k sekvenovani.
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Celkova prevalence genl piplc, cerA a cerB byla u testovanych izolatl vysoka (90-94 %)
Fosfolipdzy se mohou podilet na kazeni potravin (Meer et al. 1991), ale i na patogenité
bakterii. Sfingomyelindza spole¢né s fosfatidylcholin-specifickou fosfolipazou C pusobi
hemolyticky a mohou téZ umocnovat hemolyzu navozenou hemolyzinem BL (Beecher a
Wong 2000). Toho by se vsak v pfipadé zde testovanych kmenl nemélo byt tfeba obdvat,
jelikoZ u nich nebyly nalezeny predpoklady pro produkci funkéniho Hbl. Sfingomyelinaza by
dale mohla byt zajimava jako jeden z mozZnych faktorl pro hodnoceni miry toxicity bakterie,
jelikoz Jessberger et al. (2019b) vypozorovali korelaci mezi mirou enteropatogenity a expresi
Sph a NheB spolecné s vyssi proteazovou aktivitou. Fosfolipdzy C pak také mohou hrat roli u
respiracnich onemocnéni (Bhunia 2008) a za zminku zde stoji téZ jeden z hlavnich faktor(
virulence produkovanych bakteriemi Clostridium perfringens, tzv. alfa-toxin, ktery mezi

Poslednim testovanym genem byl aiiA, kdédujici AHL-laktondzu zodpovédnou za
narusovani quorum sensing jinych bakterii (Dong et al. 2002). Tento enzym je pfiznivy a mohl
by najit uplatnéni v prevenci ¢i 1é¢bé nékterych infekci (Raafat et al. 2019). Bylo by vsak
zadouci, aby produkéni kmeny nebyly patogenni. AijiA byl detekovdn u 68 % testovanych
izolatll a kazdy pozitivni kmen zaroven nesl také alespon jeden enterotoxinovy gen a nékolik
dalsich virulec¢nich gena.

Hypotézou bylo, Ze izolované kmeny budou produkovat odlisné typy toxin( v zavislosti
na jejich pavodu. To se podafilo prokazat jen z ¢asti. Tvrzeni neplatilo zdaleka pro vsechny
sledované toxiny. Také je trfeba zdlraznit, Ze ve vyskytu zadného z gen( nebyl zjistén
statisticky vyznamny rozdil mezi vSemi typy prostfedi. Statisticky vyznamné rozdily mezi
izolaty rlizného plvodu byly jednoznacné prokazany ve vyskytu cytK, phosC a hlyll. CytK se
nejCastéji vyskytoval u izolatl z jedlého hmyzu (100 %) a vyrobk( z hmyzu (82 %), phosC u
kmenud z krmiva pro psy (100 %), vyrobk( z hmyzu (100 %), ostatnich potravin (100 %) a
jedlého hmyzu (98 %) a hlyll u izolatd z vyrobkl z hmyzu (45 %), ostatnich potravin (40 %) a
kategorie ostatni (40 %). Problematictéjsi bylo vyhodnoceni statistické analyzy pro cerA, cerB
a nhe, u nichz bylo dosazeno spornych vysledkd. Ddvodem ziejmé byly rozdily nedostatecné
vyrazné na to, aby bylo mozné jednoznacné prokdzat jejich statistickou vyznamnost. Pokud
jde o porovnani izolatl z jedlého hmyzu z chovu na univerzité a z komercénich hmyzich
vyrobk(, v zastoupeni jednotlivych genli se od sebe statisticky vyznamné nelisily.
Vandeweyer et al. (2020) uvadi, Ze hmyz chovany v rliznych podminkdach mize mit odlisné
mikrobiologické charakteristiky, coZz by se mohlo vztahovat i na pfedpoklady k produkci
toxin0 v ramci stejného druhu. To zde u jednotlivych genl pozorovano nebylo, ale lisilo
se zastoupeni patotypové skupiny €. 6. Tato skupina tvofila prevaznou ¢ast izolatl z jedlého
hmyzu z univerzitniho chovu (80 %), zatimco u komercnich produkt(l se vyskytovala méné
(27 %). Takto vyrazny podil kmen( ze shodné patotypové skupiny u univerzitnich cvrcki lze
pfisuzovat tomu, Ze hmyz byl chovan chovan ve stejném prostredi a pravdépodobné osidlen
obdobnou mikrobiotou. Bakterie skupiny B. cereus si v prostredi traviciho traktu snadno
mohou vzajemné predavat plazmidy i nékteré chromozomalni geny. Napomaha tomu vyssi
hustota bakteridlniho osidleni v porovnani s nékterymi jinymi prostfedimi, jako je napriklad
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pUda. Predavani genl pak mUze vést k tomu, Zze kmeny rliznych druh( rostouci ve stejném
prostfedi mohou mit shodny patogenni profil (Thomas et al. 2000; B6hm et al. 2015).
Patotypova skupina €. 6 byla tvorfena prevaziné kmeny identifikovanymi jako B. cereus sensu
stricto, ktery celkové mezi izolaty v této praci prevladal. Byl zde vSak zastoupen také jeden
kmen B. thuringiensis a jeden kmen identifikovany nejednoznacné jako B. cereus s. s. nebo
B. mycoides. U komercnich vyrobkd z hmyzu, na rozdil od jedlého hmyzu z univerzity, nebyla
pozorovana zadna patotypova skupina, ktera by u nich prevladala. Jinak tomu bylo v pfipadé
krmiva pro psy, které se zde hodi vyzdvihnout, jelikoz vSechny izolaty z néj spadaly do stejné
patotypové skupiny (€. 8). Neni znamo, zda vSechny vzorky krmiva pochazely ze stejné
vyroby, nicméné na zakladé zde prezentovanych vysledkl lze usuzovat, Ze je to pomérné
pravdépodobné. Opét se jednalo prevainé o kmeny druhu B. cereus s.s. a mezi nimi byl
jeden kmen B. thuringiensis.

Navzdory tomu, Ze je v souvislosti s alimentarnimi onemocnénimi obvykle zmifovan
B. cereus sensu stricto, geny pro faktory virulence, s vyjimkou ces, jsou mezi druhy skupiny
Siroce rozsireny. Bakterie skupiny B. cereus jsou totiz bézné stanovovany na MYP agaru a
timto zpUsobem neni obvykle mozné je od B. cereus s. s. rozeznat (EFSA 2016). V této praci
byly mezi B. cereus s.s. a ostatnimi druhy statisticky vyznamné rozdily prokdzany pouze
v prevalenci cytK a piplc, pficemz u obou genl byl pozorovan vyssi vyskyt u B. cereus s. s.
Forghani et al. (2014) naopak zaznamenali vy$si prevalenci cytK u B. thuringiensis. Nebylo
viak blize specifikovdno, oproti jakym konkrétnim druhim byl porovnavan, pouze Ze se
jednalo o ostatni druhy skupiny. Zastoupeni zbylych testovanych genl se v této diplomové
praci statisticky vyznamné nelisilo. Neni tedy tolik dllezité, o jaky konkrétni druh se jedna,
ale spiSe jaké toxinové geny nese. Jak jiz bylo zminéno, u zadného z testovanych kmenl
nebyly shledany predpoklady pro produkci cereulidu a hemolyzinu BL. Naopak valna vétsina
izolatll nesla geny pro nehemolyticky enterotoxin a velka ¢dst také pro cytotoxin K. Z toho je
syndrom, ke kterému dochdzi v dlsledku produkce enterotoxini bakteriemi ve strevé
(Griffiths a Schraft 2017). O néco vyssi potencial k vyvolani prajm0 mély kmeny izolované
z jedlého hmyzu a vyrobkd z hmyzu, protoZze se u nich v porovnani s ostatnimi castéji
vyskytoval cytK. Mezi izolaty byly dale hojné rozsifeny geny pro fosfolipazy a hemolyziny, coz
umocnuje jejich patogenni potencidl. Pozornost by pak méla byt vénovana kmen(m, u nichz
byl detekovan gen pro immune inhibitor A, jelikoZz by mohly predstavovat vdznou zdravotni
hrozbu. Bylo by u nich tedy vhodné zopakovat sekvenovani amplifikovaného PCR produktu,
aby bylo moZné ovérit, zda se skutecné jednd o sledovany gen. Pfitomnost genu v genomu
sice nemusi znamenat, Ze dochazi k jeho expresi (Bhunia 2008), nicméné je dobrou zndmkou
potencialniho rizika (Aragon-Alegro et al. 2008).
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7 Zaver

Geny pro faktory virulence byly mezi testovanymi kmeny hojné rozsifeny. Kazdy izolat
nesl minimalné dva z nich. Zatimco k produkci cereulidu a hemolyzinu BL nemél pifedpoklady
zadny zkmen(, u valné vétSiny byl zjistén potencidl ke tvorbé nehemolytického
enterotoxinu, fosfolipdz a hemolyzind, kromé hemolyzinu Il. Casty byl také vyskyt genu pro
cytotoxin K. Pokud by bakterie byly pozieny a exprimovaly zminéné toxiny, mohly by u
Clovéka vyvolat pridjmové onemocnéni. Ktomu mély v porovnani s ostatnimi o néco vyssi
potencial izoldty z jedlého hmyzu a vyrobk( zhmyzu. Jelikoz jsou vsak k vyvolani
onemocnéni zapotiebi vys$si pocty bakterii, rozvoji onemocnéni je moiné predchdazet
vhodnym naklddanim s potravinami, které zabrani jejich pomnozeni.

Predpoklad, Ze zkoumané kmeny se mezi sebou budou lisit v zavislosti na ptvodu, byl
splnén pouze v pripadé 3 toxinovych genl (cytK, hlyll a piplc) a genu pro AHL-laktonazu
(aiiA). CytK vyrazné prevazoval u izolatll z jedlého hmyzu a vyrobkd z hmyzu, hlyll dominoval
u kmen( z vyrobkd z hmyzu, ostatnich potravin a kategorie ostatni a pip/c byl nej¢astéjsi u
izolatl z krmiva pro psy, jedlého hmyzu, vyrobkl z hmyzu a z ostatnich potravin. AjiA
prevldadal u kmen( z jedlého hmyzu a vyrobk(l z hmyzu. V €etnosti vyskytu ostatnich gen(
vyznamné rozdily zjiStény nebyly.

Prevalence vétsiny toxinovych genu se neliSila mezi B. cereus sensu stricto a ostatnimi
druhy skupiny. Lze tedy dojit k zavéru, Ze potencialnim zdravotnim rizikem je nejen B. cereus
s. s., ale i ostatni druhy skupiny B. cereus. Tato skute¢nost by méla byt zohlednéna, a proto
by bylo uZitecné do budoucna vyvinout snadny, ¢asové nenaro¢ny a levny nastroj pro
spolehlivé posouzeni toxicity kontaminujictho kmene, ktery by bylo mozné béiné vyuzZivat
v potravinarskych provozech.
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9 Samostatné prilohy

Ptiloha ¢. 1 — Seznam pouzitych kmenu

Pavod Oznaceni kmene Druh Patotypova skupina
2-1 bac B. cereus 6
5-1 bac B. cereus 6
6-1 bac B. cereus 6
7-1 bac B. cereus 6
1-1 bc B. cereus 6
1-2 bc B. cereus 6

4 bc B. cereus/mycoides 6

6 bc B. cereus 6
6-2 bc B. cereus 12
7-1 bc B. cereus 18
7-2 bc B. cereus 6
8-1 bac B. cereus 2
9-1 bac B. cereus 6
14-1 bac B. cereus 6
14-2 bac B. cereus 6
8 bc B. cereus 2
11 bc B. cereus 6
12 bc B. cereus 6
14 bc B. cereus 6
Jedly hmyz 8a B. cereus 6
8b B. cereus 2
10a B. cereus 6
10b B. cereus 6
10c B. cereus 6
11a B. cereus 6
11b B. cereus 6
14a B. cereus 6
14b B.cereus 6
8a 02 B.cereus 2
10b O2 B. cereus 9
10c O2 B. cereus 6
11a 02 B. cereus 6
11b O2 B. cereus 6
12a 02 B. cereus 6
12b O2 B. cereus 6
12c O2 B. cereus 6
13a 02 B. cereus 6
13b 02 B. cereus 6
14a 02 B. cereus 2
14c O2 B. cereus 6
9CP B. thuringiensis 8
Krmivo pro psy 9CPO2 B. cereus 8
10CP B. cereus 8




Pavod Oznaceni kmene Druh Patotypova skupina
10CPO2 B. cereus 8
6CP B. cereus 8
1CP B. cereus 8
1CPO2 B. cereus 8
2CP B. cereus 8
2CPO: B. cereus 8
3CP B. cereus 8
Krmivo pro psy 3CPO: B. cereus 8
4CP B. cereus 8
4CPO> B. cereus 8
5CP B. cereus 8
5CP0O2 B. cereus 8
6CPO2 B. cereus 8
11CP B. cereus 8
12CpP B. cereus 8
12CPO2 B. cereus 8
A72b HEM B. cereus 8
A119K B. cereus 2
D39 B. cereus 2
PBR/6 B.cereus 2
, SeBa 1/3 B. mycoides 15
Ostatni
11VB B. cereus 4
11KRYSTAL B. cereus 7
BC1/3 B1 B. thuringiensis 6
BC1/3 A1 B. cereus 8
BC1/3 A2 B. cereus 8
2/2D B. cereus 8
1vz M1 B. cereus 13
Ostatni potraviny MEDP1/1 B. cereus 6
RM1_1 B. mycoides/ thuringiensis
RM1_2 B. mycoides/ thuringiensis
TSB 4/4 B. pseudomycoides 19
S2 B. cereus 8
S6 B. cereus/mycoides 19
AN 2/6 B. thuringiensis 8
AN 3/5 B. weihenstephanensis 8
AN 4/8 B. cereus/mycoides 17
2C B. cereus
Skeble asijskd BMS 4/3 B. mycoides 8
BMS4/2-1 B. mycoides 8
BMS 4/2-3 B. weihenstephanensis 8
BMS 2/2 -2 B. cereus/mycoides 19
BMS2/2-1 B. cereus/mycoides 19
BMS 3/2 B. mycoides 8
BMS 1/3 B. cereus/mycoides 14
BMS 1/2-1 B. cereus/mycoides 19




Pivod Oznaceni kmene Druh Patotypova skupina
BMS 1/2-2 B. cereus 16
TSB 6/3 B. cereus 8
Skeble asijska WSP 6/1 B. cereus 8
WSP 6/2 B. cereus 8
WSP 7/4 B. cereus 8
CS16 B. cereus 3
CS6 B. cereus 2
Cs7 B. cereus 2
CS8 B. cereus 11
CS17 B. cereus 6
Vyrobky z jedlého hmyzu Cs21 B. cereus
CS22 B. cereus
CS23 B. cereus 10
CS2 B. cereus 5
CS3 B. cereus
CS5 B. cereus 11




