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Detekce faktorů virulence u bakterií skupiny Bacillus 
cereus 

Souhrn 

Bakterie skupiny B. cereus jsou široce rozšířeny v prostředí a významné jsou zejména v 
souvislosti s potravinami, jakožto etiologičtí činitelé alimentárních otrav. Zároveň se mohou 
podílet i na kažení potravin. Významnou roli v patogenezi otrav hrají extracelulární toxiny, 
které mohou produkovat. 

Cílem diplomové práce bylo stanovení toxigenního profilu 105 kmenů izolovaných 
z potravin, krmiv a životního prostředí a zhodnocení jejich potenciálního rizika pro lidské 
zdraví. Dále bylo posuzováno, zda se patogenní profil mezi kmeny liší v závislosti na jejich 
původu. Patogenní potenciál byl stanoven detekcí genů pro cereulid (ces), 
hemolyzin BL (hbl), nehemolytický enterotoxin (nhe), cytotoxin K (cytK), cereolyzin O (clo), 
hemolyzin II (hlyll), hemolyzin III (hlylll), immune inhibitor A (inhA2), fosfatidylinositol-
specifickou fosfolipázu C (phosC), fosfatidylcholin-preferující fosfolipázu C (cerA), a 
sfingomyelinázu (cerB) metodou PCR. Stanoven byl také potenciál pro quorum quenching 
detekcí genu pro AHL-laktonázu (aiiA). 

Převážná většina kmenů v této práci byla identifikována jako B. cereus sensu stricto, 
ostatní druhy byly zastoupeny pouze v malém počtu. U všech testovaných bakterií byly 
nalezeny nejméně 2 toxinové geny, u žádného se však nevyskytoval ces ani hbl. Nejvyšší 
prevalence byla pozorována u hlylll (99 %), clo (96 %), cerA (94 %), nhe (91 %), piplc (90 %) a 
cerB (90 %). Poměrně častý byl také cytK (53 %). Málo byl naopak detekován hlyll (16 %) a 
inhA2 (3 %). Potenciál pro quorum quenching byl zjištěn u 68 % kmenů. V prevalenci 4 genů 
(aiiA, cytK, hlyll a piplc) byly prokázány statisticky významné rozdíly mezi kmeny různého 
původu. Nikdy se však vzájemně nelišily izoláty ze všech posuzovaných prostředí. Prevalence 
aiiA a cytK byla nejvyšší u kmenů z jedlého hmyzu (98 % a 100 %) a výrobků z hmyzu (91 % a 
82 %), hlyll u izolátů z výrobků z hmyzu (45 %), ostatních potravin (40 %) a kategorie ostatní 
(40 %) a piplc dominoval u izolátů z krmiva pro psy (100 %), jedlého hmyzu (98 %), výrobků 
z hmyzu (100 %) a ostatních potravin (100 %). 

Na základě přítomnosti jednotlivých genů pro faktory virulence v genomu byly bakterie 
rozděleny do 19 patotypových skupin. Nejčastější byla skupina č. 6 (37 kmenů), která byla 
zastoupena zejména kmeny z jedlého hmyzu a nesla geny nhe, cytK, clo, hlylll, piplc, cerA a 
cerB. Druhá nejpočetnější pak byla skupina č. 8 (35 kmenů), která se odlišovala absencí genu 
pro cytotoxin K a nejvíce se vyskytovala v krmivu pro psy. U těchto 2 patotypových skupin, 
byly prokázány statisticky významné rozdíly ve výskytu mezi sledovanými prostředími. 

Druh B. cereus sensu stricto a ostatní druhy se od sebe statisticky významně lišily pouze 
v prevalenci genů cytK a piplc, které byly častější u B. cereus s. s. Jiné rozdíly mezi nimi 
nalezeny nebyly. Jelikož naprostá většina kmenů měla ve své genetické výbavě předpoklady 



pro produkci alespoň jednoho enterotoxinu a k tomu i dalších faktorů virulence, potenciálně 
by u člověka mohla vyvolat průjmové onemocnění. Větší potenciál oproti ostatním kmenům 
byl pozorován u izolátů z jedlého hmyzu a výrobků z hmyzu, jelikož měly vyšší prevalenci 
enterotoxinového genu cytK. U žádného z kmenů nebyly detekovány geny pro cereulid, tudíž 
by neměly představovat riziko emetického syndromu. 

Klíčová slova: Bacillus cereus, emetický toxin, enterotoxiny, hemolyziny, alimentární 
onemocnění, 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 (do), hemolysin II (hlyll), hemolysin III (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 %), do (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 
quenching 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, do, hlylll, piplc, cerA a cerS.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 Úvod 

Bakterie skupiny B. cereus jsou blízce příbuzné bakterie (Baldwin 2020), které jsou 
široce rozšířeny v prostředí (Logan a De Vos 2009) a často kontaminují také potraviny 
(Griffiths a Schraft 2017). Jelikož jsou schopny tvořit velmi odolné spory s adhezivními 
vlastnostmi, bývá problematické je odstranit z potravinářských výrobních zařízení (Parihar 
2014). Snadno také mohou přežít šetrnější konzervační postupy a následně hrozí jejich 
pomnožení. To může mít za následek kažení potraviny, ale i rozvoj alimentárního 
onemocnění po její konzumaci (Abee et al. 2011). Z tohoto důvodu je výskyt bakterií skupiny 
B. cereus v potravinách předmětem zájmu mnoha studií. Kromě alimentárních nákaz mohou 
způsobovat také jiná onemocnění, a to nejen u člověka, ale i u dalších živočišných druhů 
(Logan a De Vos 2009). Na jejich rozvoji se podílí celá řada faktorů virulence (Ramarao a 
Lereclus 2006) a velmi významnou roli zde hrají bakteriální toxiny (Ceuppens et al. 2013). 
Geny, které tyto toxiny kódují, jsou umístěny na plazmidech či na chromozomech (Ehling-
Schulz et al. 2006) a jejich přítomnost v genomu bakterie je možné stanovit pomocí metody 
PCR. Díky tomu lze posoudit, jaký patogenní potenciál daná bakterie může mít (Ceuppens et 
al. 2013). Míra patogenity se totiž mezi jednotlivými kmeny liší (EFSA 2016). Je však třeba 
podotknout, že přítomnost genu pro určitý toxin nemusí nutně znamenat, že dochází k jeho 
expresi (Bhunia 2008). Exprese toxinových genů je ovlivněna celou řadou faktorů, mezi něž 
patří například dostupnost živin (Frenzel et al. 2012) či růstová fáze buňky (Lůcking et al. 
2009). Přesto lze tímto způsobem zhodnotit, zda daný kmen může pro člověka představovat 
zdravotní riziko či nikoli (Jessberger et al. 2019b). 
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2 Vědecká hypotéza a cíle práce 

Hypotéza: Kmeny Bacillus cereus sensu lato izolované z různých prostředí budou 
produkovat odlišné typy toxinů v závislosti na původu. 

Cílem diplomové práce bylo stanovení toxigenního profilu bakterií skupiny Bacillus 
cereus a zhodnocení jejich potenciálního rizika pro lidské zdraví. 
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3 Literární rešerše 

3.1 Taxonomie 

Skupina Bacillus cereus neboli Bacillus cereus sensu lato se řadí do kmene Firmicutes, 
třídy Bacil li, řádu Bacillales, čeledi Bacillaceae a rodu Bacillus. Je tvořena blízce příbuznými 
bakteriemi, které jsou si po genetické stránce velmi podobné, ale liší se mezi sebou 
fenotypicky (Baldwin 2020). 

Počet druhů náležících k této skupině stále roste a stejně tak se vyvíjí i jejich klasifikace 
(Bazinet 2017). V současné době skupina sdružuje okolo 20 různých druhů, mezi než patří 
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. Některé 
z nich však nebyly publikovány v souladu s pravidly Mezinárodního kódu nomenklatury 
prokaryot a nejsou tak plně validovány. Jedná se o B. bingmayongensis, B. clarus, 
B. gaemokensis a B. manliponensis (Carroll et al. 2021). Taxonomické uspořádání na úroveň 
druhů a poddruhů v rámci skupiny je stále předmětem výzkumu a diskuzí (Baldwin 2020). 
V roce 2020 bylo Carroll et al. (2020) navrženo nové uspořádání, a to do následujících druhů: 
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, přičemž B. anthracis by byl nově označován jako B. mosaicus subsp. anthracis. 
Toto rozdělení by mělo být jasnější než současné, jelikož je postaveno na genomice, 
zohledňuje fenotyp a historicky významné názvy druhů (Carroll et al. 2020). Není však 
zřejmé, zda bude nové názvosloví přijato vědeckou komunitou, jelikož to stávající je hluboce 
zakořeněno (Baldwin 2020). 

3.2 Rod Bacillus 

Rod Bacillus je velice heterogenní soubor sporulujících bakterií, v rámci něhož je 
rozeznáváno několik skupin blízce příbuzných druhů, jako je například skupina B. cereus, 
B. pumilus nebo B. subtilis (Starostin et al. 2015). Zástupci rodu jsou převážně grampozitivní, 
mají tyčinkovitý tvar a vytvářejí odolné endospory. Obvykle bývají aerobní nebo fakultativně 
anaerobní, jsou však popsány i druhy striktně anaerobní. Rod Bacillus zahrnuje pohyblivé i 
nepohyblivé zástupce s různými požadavky na teplotu i pH prostředí. Převážně jsou 
chemoorganotrofní a řada z nich dokáže rozkládat biopolymery. Tyto bakterie jsou prakticky 
všudypřítomné. Nejvíce se vyskytují v půdě a prostředích kontaminovanovaných půdou. 
Izolovány bývají také zvody, potravin či klinických vzorků (Logan a De Vos 2009). Většina 
z nich je nepatogenní nebo má jen mírný patogenní potenciál, často se však podílejí na 
kažení potravin. Významné patogeny, které představují zdravotní riziko pro zvířata i člověka 
sdružuje právě skupina B. cereus (Logan a De Vos 2009). 
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3.3 Charakteristika bakterií skupiny B. cereus 

B. cereus sensu lato zahrnuje fakultativně anaerobní grampozitivní sporulující bakterie 
ve tvaru rovných či mírně zahnutých tyčinek, často se zaoblenými až hranatými konci (Logan 
a De Vos 2009). Velikost buněk se pohybuje kolem 1-1,2 u.m na 3-5 u.m (Gordon, Haynes a 
Pang 1973; Nakamura 1998). Mohou se vyskytovat samostatně, ve dvojicích i řetízcích a 
některé tvoří dlouhá vlákna (Logan a De Vos 2009). Zástupci skupiny mohou být 
psychrotolerantní, mezofilní i termotolerantní (Lechner et al. 1998; Logan a De Vos 2009; 
Guinebretiěre et al. 2013; Miller et al. 2016). Zatímco některé kmeny jsou schopny růstu při 
teplotě pod 10 °C (Lechner et al. 1998, Miller et al. 2016) a mohou jim stačit i pouhé 4 °C 
(Lechner et al. 1998), jiné vyžadují alespoň 10-15 °C. Horní hranicí pak zpravidla bývá teplota 
40-45 °C (Logan a De Vos 2009; Liu et al. 2017). B. cytotoxicus však roste i při 50 °C 
(Guinebretiěre et al. 2013). B. cereus sensu lato dokážou růst při pH v rozmezí 4,4-9,3 a 
vyžadují vodní aktivitu minimálně 0,91-0,93. Zdroje uhlíku, které metabolizují, se mezi druhy 
liší. Řada z nich je schopna metabolizovat maltózu, D-ribózu, D-glukózu, D-fruktózu, N-
acetylglukosamin, trehalózu, škrob, glykogen, arbutin či salicin. Některé druhy pak umí využít 
i jiné látky, jako je například sacharóza. Některé z nich také dokážou hydrolyzovat škrob, 
želatinu či kasein (Logan a De Vos 2009; Liu et al. 2017). Jako zdroj dusíku mohou bakterie 
rodu Bacillus využívat organické i anorganické látky (Logan a De Vos 2009). Pro růst B. cereus 
se však ukázaly být nezbytné aminokyseliny valin, leucin a threonin (Agata et al. 1999). 

Kolonie B. cereus sensu lato bývají i přes značnou variabilitu poměrně snadno 
rozpoznatelné. Mohou mít kruhový či nepravidelný tvar o průměru asi 2-7 mm. Okraje 
bývají rovné, zvlněné, vroubkované či vláknité. Povrch může být matný, zrnitý i hladký a 
vlhký. Specifické jsou kolonie B. mycoides, které se od ostatních druhů liší rhizoidním tvarem 
a snadno se rozrůstají po celém povrchu agarové plotny, viz Obrázek č. 1 (Logan a De Vos 
2009). 

Obrázek č. 1: (a) Šedé neprůsvitné kolonie B. cereus na krevním agaru (Bottone 2010); 
(b) Rhizoidní kolonie B. mycoides na trypton sójovém agaru (Di Franco et al. 2002) 
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Některé druhy jsou pohyblivé díky peritrichálním bičíkům (Logan a De Vos 2009). 
Obecně bičíky umožňují dva hlavní typy pohybu, a to plavání v tekutých médiích (tzv. 
swimming) či plazivý pohyb na pevném povrchu (tzv. swarming). Bylo zjištěno, že plazivý 
pohyb napomáhá bakteriím v kolonizaci hostitele, a v případě patogenních kmenů tímto 
významně přispívá k jejich patogenite (Senesi et al. 2010). Tyto plazivé buňky se od běžných 
buněk liší. Jsou delší a nesou více bičíků. U B. cereus sensu lato se lze setkat s oběma typy 
pohybu, přičemž bylo vypozorováno, že s diferenciací na buňku schopnou plazivého pohybu 
je spojeno i významné zvýšení sekrece hemolyzinu BL (Ghelardi et al. 2007). 

Důležitou vlastností bakterií skupiny je schopnost vytvářet endospory (Logan a De Vos 
2009), které odolávají teplu, radiaci, desinfekčním prostředkům i vysušení (Parihar 2014). 
Mívají elipsoidní tvar a mohou být umístěny centrálně až subterminálně. Nezpůsobují 
zduření buňky (Logan a De Vos 2009; Guinebretiěre et al. 2013; Jiménez et al. 2013). Jejich 
délka se pohybuje okolo 1,5 u.m a průměr bývá kolem 0,8-0,9 u.m (Carrera et al. 2007). 
Jedna buňka B. cereus sensu lato vytváří pouze jednu endosporu, a to na konci exponenciální 
růstové fáze (Logan a De Vos 2009). Struktura spor se výrazně liší od vegetativních buněk. 
Povrch spory je tvořen exosporiem, pod nímž se nachází plášť, vnější membrána, kortex, 
buněčná stěna, a nakonec jádro obklopené vnitřní membránou (Setlow 2006). Tato 
membrána obsahuje receptory, na něž se vážou živiny indukující klíčení spor (Setlow 2003). 
K těmto živinám patří například aminokyseliny či ribosidy (Moir et al. 2002). Mimoto mohou 
klíčení vyvolat také další faktory, jako je lysozym, vysoký tlak či vápenaté kationty (Gould 
1969 cit. dle Setlow 2003). 

Spory mají díky povrchovým strukturám a hydrofobní povaze schopnost adherovat na 
různé povrchy (Tauveron et al. 2006; Faille et al. 2007; Griffiths a Schraft 2017). Mezi 
jednotlivými kmeny se míra této schopnosti liší (Tauveron et al. 2006; Faille et al. 2007). 
Adherované spory je obtížné odstranit z různých výrobních zařízení, například 
v potravinářských provozech (Parihar 2014). Ve chvíli, kdy pominou nepříznivé podmínky, 
spory mohou vyklíčit a vegetativní buňky se významně pomnožit. K tomu může docházet i 
v potravinách konzervovaných za použití šetrnějších konzervačních metod. Tyto potraviny 
pak činností mikroorganismů podléhají zkáze, případně mohou vyvolat onemocnění, jedná-li 
se o patogeny (Abee et al. 2011). Spory i vegetativní buňky B. cereus jsou vyobrazeny na 
Obrázku č. 2. 
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Obrázek č. 2: Vegetativní buňky a elipsoidní spory B. cereus (Logan a De Vos 2009) 

Bakterie skupiny mohou vytvářet biofilm, což je přisedlé společenství mikrobů 
obklopených extracelulární polymerní hmotou, kterou sami produkují. Uvnitř něho najdeme 
diferencované skupiny buněk. Bakterie, jež jsou součástí biofilmu, jsou odolnější oproti 
planktonicky rostoucím a bývají také příčinou řady perzistentních a chronických infekcí 
(Costerton et al. 1999). Tvorba biofilmu může být ovlivněna řadou faktorů. V laboratorních 
podmínkách byl pozorován vliv použitého živného média i délky inkubace. Bylo zjištěno, že 
nižší pH a nižší koncentrace glukózy přispívá u B. cereus k jeho vzniku, zatímco vyšší 
koncentrace glukózy tvorbě bránila (Kwon et al. 2017). Biofilm se rozdílně tvoří také na 
površích z různého materiálu. Dle studií B. cereus vytvářel více biofilmu na povrchu 
z nerezové oceli v porovnání s polystyrenem (Hayrapetyan et al. 2015) nebo sklem. To může 
být obzvlášť problematické v potravinářských provozech (Kwon et al. 2017), kde je nerezová 
ocel běžně používána. Z biofilmu se totiž mohou uvolňovat jak bakteriální buňky, tak i spory 
a kontaminovat potraviny. Oproti planktonickým buňkám byla v biofilmu pozorována vyšší 
tvorba spor (Hayrapetyan et al. 2015). Tvorba společenství se liší mezi jednotlivými kmeny 
(Park et al. 2019, Adame-Gómez et al. 2020). 

Harada a Nascimento (2021) zkoumali efekt několika metod sanitace na biofilm 
B. cereus a porovnávali je s roztokem chlornanu sodného (200 mg/l), sanitačního prostředku 
běžně používaného v potravinářských provozech. Konkrétně testovali plynný ozón, suché 
teplo (90 °C), UV-C záření, 70% etanol a komerční sanitační prostředek na bázi kvartérních 
amoniových solí a isopropyl alkoholu. Nejvyššího účinku dosahovalo UV-C záření, avšak 
v porovnání s kontrolou (chlornan sodný) měly všechny tyto metody nízkou účinnost. Autoři 
také zaznamenali, že lepších výsledků bylo možné dosáhnout prodloužením expozice 
testovaným metodám. Delší čas expozice by však nemusel vyhovovat potřebám 
potravinářských podniků. 

3.3.1 Selektivní stanovení 

Od ostatních druhů rodu Bacillus lze členy skupiny B. cereus odlišit 
na základě jejich odolnosti 0,001 % lysozymu, lecitinázové aktivity, absence 
fermentace manitolu a pozitivní reakce ve Voges-Proskauerově testu (Griffiths a Schraft 
2017). K běžně používaným selektivním médiím pro izolaci a identifikaci 
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B. cereus patří MYP agar (mannitol-egg yolk-polymyxin) a PEMBA agar 
(polymyxin-pyruvate-egg yolk-mannitol-bromothymol blue agar). Kolonie na MYP agaru 
mají fialovo-červené pozadí a vytvářejí kolem sebe zónu precipitace. Na PEMBA pak vznikají 
typicky tyrkysové až modré kolonie, taktéž obklopené precipitátem vaječného žloutku. 
Standardizované postupy k izolaci bakterií jsou k nalezení v normách ISO 7932 a ISO 21817. 
Udává je také FDA (Food and Drug Administration, Úřad pro kontrolu potravin a léčiv) 
(Griffiths a Schraft 2017). 

3.3.2 Výskyt a význam 

Bakterie skupiny B. cereus jsou prakticky všudypřítomné (Griffiths a Schraft 2017). 
Nacházejí se například v půdě, vodě, organických materiálech jako je kůže, ovčí vlna, rostliny 
či hnůj, také v papíru a domácím i nemocničním prostředí. Izolovány byly též ze zažívacího 
traktu hmyzu, zvířat i člověka (Logan a De Vos 2009) či z celé řady potravin, o čemž je více 
pojednáno v následující podkapitole. Ve skupině najdeme patogeny, které mají negativní 
dopad na zdraví zvířat i lidí (Baldwin 2020). V této souvislosti bývá často zmiňován zejména 
B. anthracis (Sternbach 2003) či B. cereus (Parihar 2014), ale nejedná se o jediné zástupce 
schopné vyvolat onemocnění (Guinebretiěre et al. 2013). Dále se bakterie skupiny mohou 
podílet na kažení potravin. Za něj jsou zodpovědné jejich proteázy, lipázy a fosfolipázy (Meer 
et al. 1991). V mléce může B. cereus způsobovat vadu označovanou jako sladké srážení 
(Overcast a Atmaram 1974). Zapříčiňuje také hořknutí smetany a další nežádoucí 
organoleptické změny (Cox 1975). B. cereus sensu lato zahrnují však i druhy, které mají 
pozitivní význam. Konkrétním příkladem je B. thuringiensis, jenž nachází využití v zemědělství 
jako biopesticid (Kumar et al. 2021) nebo B. toyonensis, který je díky svým probiotickým 
vlastnostem používán jako doplněk stravy zvířat (Jiménez et al. 2013). 

3.3.2.1 Skupina B. cereus a potraviny 

Jak bylo zmíněno, bakterie skupiny B. cereus se mohou nacházet v řadě potravin, mezi 
něž patří maso a masné výrobky, mléko a mléčné výrobky, rýže, zelenina či koření. Jelikož se 
jedná o všudypřítomné bakterie, jejich spory jsou zcela běžně přítomny v různých surovinách 
(Griffiths a Schraft 2017) a jejich výskytu v potravinách se nelze zcela vyhnout (Jessberger et 
al. 2020). Aby však došlo k rozvoji onemocnění, jsou zapotřebí vysoké počty těchto bakterií, 
kterých může být dosaženo zejména při uchovávání potravin v podmínkách podporujících 
jejich růst (Griffiths a Schraft 2017). Alimentární onemocnění vyvolaná skupinou B. cereus 
bývají většinou spojena s kontaminací potraviny či pokrmu v koncentraci nad 105 KTJ/g, byly 
však hlášeny i případy onemocnění v souvislosti s nižší úrovní kontaminace. U některých 
případů tzv. emetického syndromu, který se projevuje zvracením, bylo zjištěno i méně než 
102 KTJ/g potraviny (EFSA 2016). Kontaminace potraviny však nemusí vždy nutně znamenat 
riziko pro zdraví konzumenta, jelikož ne všechny kmeny jsou patogenní (Jessberger et al. 
2019b) a i mezi patogenními kmeny se míra patogenity liší. Je však třeba podotknout, že 
faktory virulence jsou mezi zástupci skupiny široce rozšířeny. Téměř u všech kmenů B. cereus 
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je možné najít geny pro nehemolytický enterotoxin a kódující sekvence pro hemolyzin BL a 
cytotoxin K bývají detekovány u 30-70 % izolátů. Na rozdíl od genů pro cereulid, tyto geny 
běžně nesou i ostatní druhy skupiny. V genetické výbavě dále mohou mít bakterie skupiny 
B. cereus také sekvence kódující hemolyziny, fosfolipázy C, sfingomyelinázu a 
metaloproteázy, jejichž role je ještě potřeba lépe prozkoumat (EFSA 2016). Zmíněné faktory 
virulence jsou blíže popsány v kapitole 3.4.3. 

V potravinářském průmyslu představují B. cereus sensu lato riziko pro porušení 
zdravotní nezávadnosti potravin, zároveň však i riziko zbytečných ekonomických ztrát, pokud 
by docházelo k likvidaci šarží výrobků kontaminovaných nepatogenními kmeny. Z těchto 
důvodů by bylo užitečné najít spolehlivý a prakticky použitelný způsob, jak posoudit riziko, 
které může z kontaminace plynout. Jessberger et al. (2019b) vypozorovali korelaci mezi 
třemi faktory (exprese B komponentu nehemolytického enterotoxinu a sfingomyelinázy a 
aktivita exoproteáz) a mírou enteropatogenity testovaných kmenů. Vysoce patogenní kmeny 
exprimovaly zmíněný B komponent i sfingomyelinázu a měly vyšší proteázovou aktivitu. Tato 
zjištění by mohla sloužit jako základ pro vývoj rychlých metod posouzení míry patogenity, 
které by našly využití v rutinní diagnostice. 

3.3.2.1.1 Prevalence v potravinách 

Výskytem B. cereus sensu lato v různých potravinách se již zabývala řada autorů a 
z jejich výsledků si lze povšimnout rozdílů ve zjištěné prevalenci (Kim et al. 2014; Tewari et 
al. 2015; Saleh-Lakha et al. 2017; Pei et al. 2018). Například Samapundo et al. (2011) při 
rozboru čerstvého mletého masa odhalili kontaminaci u 15 % testovaných výrobků. Tewari et 
al. (2015) pak shledali přítomnost B. cereus u 30,85 % ze zkoumaných vzorků masa a 
masných výrobků, přičemž jejich počty se pohybovaly v řádech 102 až 104 KTJ/g. Podobnou 
prevalenci jako Tewari et al. uvedli pro maso také Rather et al. (2012), zjistili však vyšší 
úroveň kontaminace (až l ,51xl0 6 KTJ/g). Vyšší byla v této studii také prevalence B. cereus v 
masných výrobcích (51,85%). V případě pasterizovaného mléka byla v jedné studii zjištěna 
prevalence 30% (Berthold-Pluta et al. 2019), zatímco v jiné, dřívější, 56 % a úroveň 
kontaminace se zde pohybovala od 10 do 3 x l 0 5 KTJ/ml (Larsen a J0rgensen 1997). Jak zjistili 
Saleh-Lakha et al. (2017), na prevalenci má patrný vliv teplota skladování (podrobněji viz 
kapitola 3.3.2.2), čímž by mohla být odůvodněna skutečnost, že během léta byla v mléce 
pozorována výrazně vyšší prevalence (72 %) než během zimy (28 %) a stejně tak to platilo 
pro počty bakterií (Larsen a J0rgensen 1997). Další významnou potravinou je rýže. Ankolekar 
et al. (2009) nalezli spory B. cereus u 52,8% testovaných vzorků. Kim et al. (2014) pak 
zkoumali rozdíly mezi rýží nezpracovanou, hnědou a bílou a pozorovali, že se prevalence 
snižovala s postupem zpracování. Zatímco v případě nezpracované rýže se podařilo izolovat 
spory B. cereus z 96,8 % vzorků, u hnědé rýže už jen z 80,6 % a u bílé pouze z 57,8 %. 
Izolovány byly také spory B. thuringiensis, ale v daleko menší míře a obdobný trend u nich 
nebyl patrný. Oproti předešlým studiím Berthold-Pluta et al. (2019) zaznamenali nižší výskyt 
B. cereus. Pozitivních bylo jen 27,1 % vzorků rýže, přičemž stanovené počty těchto bakterií 
nepřesáhly 103 KTJ/g. Ve stejné studii byla věnována pozornost také těstovinám, u nichž 
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prevalence činila 37%. Naproti tomu Rusul a Yaacob (1995) našli B. cereus u 100% 
testovaných pšeničných nudlí. Analyzovali však jen poměrně malý počet vzorků (12). 
Samapundo et al. (2011) dále zjistili 20% prevalenci u vařených těstovin. Kromě toho 
analyzovali také zeleninu a B. cereus identifikovali u 27,5 % z celkového počtu vzorků. 
K podobnému výsledku (20,1 %) došli už dříve Kaneko et al. (1999). Kontaminována může být 
dále také umělá mléčná výživa. Pei et al. (2018) odhalili B. cereus u 7,53 %, Sánchez-Chica et 
al. (2021) u 11 % a Berthold-Pluta et al. (2019) dokonce u 30 % vzorků. Úroveň kontaminace 
však byla u naprosté většiny z nich pod 103 KTJ/g (Pei et al. 2018; Berthold-Pluta et al. 2019; 
Sánchez-Chica et al. 2021). Kromě výše zmíněných potravin a pokrmů bývají B. cereus sensu 
lato kontaminovány také například snídaňové cereálie, koření, sladké pečivo, pokrmy 
z brambor, pšeničná mouka, kukuřičný škrob, různé sýry či luštěniny a výrobky z nich (Rusul a 
Yaacob 1995; Bonerba et al. 2010; Berthold-Pluta et al. 2019; Sánchez-Chica et al. 2021). 

Zajímavou kategorií potravin, u níž je skupina B. cereus taktéž předmětem zájmu, je 
jedlý hmyz a výrobky z něj. Jedlý hmyz patří mezi tzv. nové potraviny, tedy potraviny, které 
nebyly na území Evropské Unie ve významné míře konzumovány před 15. 5.1997. Na trh 
v rámci EU mohou být uváděny, pokud jsou autorizovány a zahrnuty v seznamu Unie (Union 
list), kde jsou k nalezení také podmínky pro jejich uvádění na trh či pro jejich přidávání do 
jiných potravin (Nařízení Evropského parlamentu a Rady (EU) 2015/2283). Z kategorie 
jedlého hmyzu jsou aktuálně na seznamu uvedeny saranče stěhovavá, larva potemníka 
moučného a cvrček domácí. Jedním z mikrobiologických kritérií, která se na ně vztahují, je 
předpokládaný B. cereus, jehož maximální obsah v potravině by neměl překročit 102 KTJ/g 
(Prováděcí nařízení Komise (EU) 2017/2470; Prováděcí nařízení Komise (EU) 2022/188). Jako 
předpokládaný je označován proto, že se stanovuje podle normy ISO 7932 na MYP agaru a 
toto stanovení neumožňuje rozlišit B. cereus od blízce příbuzných druhů, jako je například 
B. anhracis, B. mycoides či B. thuringiensis (EFSA 2016). 

Výrobky z jedlého hmyzu rostou na oblibě, je však ještě potřeba lépe probádat jejich 
mikrobiologii (Grabowski a Klein 2017; Fasolato et al. 2018; Fernandez-Cassi et al. 2020). 
Mezi mikroorganismy, které se z nich podařilo izolovat, patří například Aspergillus spp., 
Bacillus spp. včetně B. cereus sensu lato, Enterococcus faecium, Listeria ivanovii, 
Macrococcus spp., Mucor spp., Pediococcus acidilactici, Penicilium spp., Serratia liquefaciens, 
či Staphylococcus spp. (Grabowski a Klein 2017; Fasolato et al. 2018). Bylo zjištěno, že 
mikrobiologické charakteristiky se mohou lišit mezi různými druhy hmyzu a rozdíly mohou 
být také mezi hmyzem chovaným v laboratoři a v komerčním chovu (Vandeweyer et al. 
2020). Kromě toho zřejmě záleží i na způsobu zpracování. 

Fasolato et al. (2018) detekovali B. cereus sensu lato ve všech testovaných vzorcích 
jedlého hmyzu, přičemž u čtvrtiny vzorků byly jejich počty v řádech 10 4 -10 6 KTJ/g a mezi 
izoláty byl významně zastoupen B. cytotoxicus (Fasolato et al. 2018). Vandeweyer et al. 
(2020) uvedli, že by ke kontaminaci B. cereus s. I. mohl být náchylný cvrček domácí, jelikož 
zhruba 86 % izolátů, které se z něj podařilo získat, patřilo k této skupině. Fernandez-Cassi et 
al. (2020) naproti tomu neodhalili kontaminaci B. cereus s. I. u žádného ze studovaných 
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cvrčků. Tito cvrčci však byli chováni v kontrolovaných podmínkách v univerzitním prostředí, 
zatímco Vandeweyer et al. (2020) studovali hmyz z komerčního chovu. 

3.3.2.2 Prevence onemocnění z potravin 

Vzhledem k tomu, že B. cereus sensu lato jsou prakticky všudypřítomné a potraviny 
jsou jimi běžně kontaminovány, je pro prevenci onemocnění či otravy z potravin 
kontaminovaných těmito bakteriemi potřeba především zabránit jejich pomnožení. Zatímco 
vegetativní buňky je možné zničit tepelnou úpravou, problémem jsou spory, které jsou velmi 
odolné (EFSA 2016). Působením tepla nedochází k jejich eliminaci, naopak jím mohou být 
aktivovány a následně vyklíčit. Z důvodu redukce počtu ostatních mikroorganismů během 
tepelné úpravy se B. cereus sensu lato dostávají do málo konkurenčního prostředí a snadno 
se pomnoží (Juneja et al. 2018). Důležité tedy je pokrmy neuchovávat v podmínkách, které 
bakteriím vyhovují a umožňují jim aktivně růst. Vhodné je skladování buď při teplotě nad 
60 °C (Griffiths a Schraft 2017), nebo do 7 °C, ideálně však do 4 °C (EFSA 2016), vzhledem ke 
schopnosti některých zástupců růst i za nízkých teplot (Lechner et al. 1998). Saleh-Lakha et 
al. (2017) sledovali prevalenci a počty B. cereus v pasterizovaném mléce skladovaném při 
teplotě 4 °C, 7 °C a 10 °C a pozorovali, že s vyšší teplotou prevalence rostla. Zatímco při 4 °C 
se podařilo B. cereus stanovit pouze u 0,8 % vzorků, při 7 °C již u 13,4 % a při 10 °C u 40,9 % 
vzorků. Zároveň rostlo také procento vzorků, v nichž kontaminace B. cereus přesahovala 
105 KTJ/g. Při 4 °C se jednalo o 0,4 %, při 7 °C o 5,5 % a při 10 °C o 31,1 %. Je tedy vidět, že i 
mírné zvýšení skladovací teploty může mít dopad na zdravotní nezávadnost potraviny. 
Ošemetné také je, že potravina může být pro zdraví riziková, aniž by byly nutně zhoršeny její 
organoleptické vlastnosti. Dále je třeba vyzdvihnout důležitost neporušování teplotního 
řetězce u chlazených potravin (Saleh-Lakha et al. 2017) a pokud možno co nejrychlejší 
zchlazení. To se týká i doma připravených a následně skladovaných pokrmů (Juneja et al. 
2018), které je navíc vhodné před podáváním znovu důkladně prohřát. Pozornost je také 
třeba věnovat potravinám v prášku, které se před konzumací připravují smícháním 
s tekutinou. Pokud je sušená potravina rehydratována a ponechána při pokojové teplotě, 
opět jsou tím připraveny příznivé podmínky po vyklíčení spor a pomnožení vegetativních 
buněk, což může být navíc provázeno také produkcí toxinů (Griffiths a Schraft 2017). 

3.3.3 Druhy 

Jak již bylo zmíněno výše, skupina B. cereus zahrnuje vícero druhů, z nichž některé byly 
popsány již před lety, zatímco jiné teprve nedávno. Níže je představeno několik významných 
druhů, známých pro své patogenní působení nebo pro jiné, naopak pozitivní, vlastnosti. 

3.3.3.1 Bacillus anthracis 

B. anthracis byl popsán jako první z druhů skupiny B. cereus (Carroll et al. 2021) a to už 
v 19. století. Nazván je podle onemocnění antrax, jehož je původcem (Sternbach 2003). 
Fenotypicky se podobá B. cereus, ale najdeme i několik odlišností. B. anthracis je 
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nepohyblivý, jeho kolonie bývají menší, nehemolytické a mívají tuhou konzistenci, zatímco 
kolonie B. cereus nebo také B. thuringiensis bývají spíše máslovité. Teploty, při kterých 
B. anthracis roste, se pohybují v rozmezí 20-40 °C (Logan a De Vos 2009). 

Antrax postihuje především býložravce, ale může se rozvinout i u člověka, který je 
k němu však méně vnímavý. Infekční dávka u člověka bývá poměrně vysoká a střední smrtná 
dávka (LD50) se pohybuje v rozmezí 2500-55000 pozřených či vdechnutých spor (Logan a De 
Vos 2009). Za rozvoj onemocnění jsou zodpovědné antraxové toxiny a kapsula, která brání 
fagocytóze bakterie (Tessier 2017). Geny pro toxiny i komponenty pouzdra jsou kódovány na 
plazmidech, označovaných jako pXOl a pX02 (Griffiths a Schraft 2017). 

K nákaze dochází prostřednictvím krve infikovaného jedince, dále také z mrtvých těl 
nakažených, ze živočišných produktů nebo z půdy kontaminované sporami, které v ní 
dokážou přežívat řadu let (Logan a De Vos 2009). Do těla se patogen dostává vdechnutím, 
pozřením nebo přes oděrky na kůži (Murray et al. 1999) a v závislosti na cestě vstupu se 
rozvíjí jedna ze tří forem onemocnění - kožní, gastrointestinální či plicní (Brook 2002). 
V případě kožní formy, která se u lidí vyskytuje nejčastěji (FDA 2018), se po uplynutí 
inkubační doby trvající 1-12 dní začnou na kůži objevovat léze. Tyto léze jsou obvykle 
nebolestivé a jejich vzhled se vyvíjí až v černý příškvar, viz Obrázek č. 3 (Brook 2002), podle 
kterého dostalo onemocnění své označení antrax, tedy uhlí či vřed (Logan a De Vos 2009). 
Onemocnění je doprovázeno horečkami, bolestí hlavy a lokálním zduřením mízních uzlin. Bez 
léčby je kožní antrax smrtelný asi pro 20 % postižených. Při gastrointestinální formě se po 
inkubační době v délce 1-7 dní objevují těžké bolesti břicha, horečka a septikémie. Další 
příznaky se mohou lišit v závislosti na postižené části trávicího traktu (Brook 2002). Mortalita 
se zde pohybuje mezi 25-75 % (FDA 2018). Nejzávažnější je forma plicní, jejíž inkubační doba 
mívá také obvykle délku 1-7 dní, ale může být i delší, a to až 60 dní. Při této formě antraxu 
se ze začátku objevuje malátnost, horečka a bolesti svalů a později může onemocnění 
přecházet až v respirační selhání provázené meningitidou (Plotkin et al. 1960; Brook 2002). 
Mortalita je 80% nebo i více (FDA 2018). V léčbě i profylaxi u exponovaných osob se 
využívají antibiotika, například ciprofloxacin či penicilin (Quintiliani a Quintiliani 2003). Pro 
úspěšnost léčby je zásadní její včasné zahájení (Brook 2002). Antibiotická terapie bývá 
poměrně účinná pro léčbu kožní formy (FDA 2018), u níž smrtnost snižuje pod 1 % 
(Savransky et al. 2020). U jiných forem však může být i navzdory antimikrobiálním lékům 
mortalita poměrně vysoká (Pillai et al. 2015). U plicní formy může být zredukována na 45 % 
při agresivní terapii pomocí kombinace antibiotik, imunoglobulinů a podpůrné léčby 
(Savransky et al. 2020). Pro prevenci onemocnění je k dispozici vakcína s oslabeným 
B. anthracis (Quintiliani a Quintiliani 2003), jejíž účinnost by měla být přes 90 % (FDA 2018). 
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Obrázek č. 3: Černý příškvar, projev kožní formy antraxu (Kelley et al. 2005; Tessier 2017) 

Význam antraxu jakožto onemocnění člověka začal narůstat v souvislosti 
s bioteroristickými útoky v USA v roce 2001, kdy byly spory bakterií šířeny prostřednictvím 
pošty (Quintiliani a Quintiliani 2003). Již v roce 1979 však propukla epidemie plicního antraxu 
v dnešním Jekatěrinburgu v Rusku jako následek nechtěného úniku spor ze zařízení pro vývoj 
biologických zbraní. Došlo při ní nejméně k 68 úmrtím (Abramova et al. 1993; Quintiliani a 
Quintiliani 2003). 

3.3.3.2 Bacillus cereus sensu stricto 

B. cereus sensu stricto byl poprvé izolován v 19. století ze vzduchu v kravíně a růst jeho 
kolonií byl provázen zkapalněním želatiny v Petriho misce, na níž byl zachycen (Frankland a 
Frankland 1887), což prokazuje jeho schopnost želatinu hydrolyzovat (Logan a De Vos 2009). 
Na agaru pak byly jeho kolonie popsány jako hladké, vlhké, šedobílé útvary voskovitého 
vzhledu (Frankland a Frankland 1887), podle čehož dostal tento druh název „cereus", tedy 
voskový. B. cereus je fakultativně anaerobní, obvykle pohyblivý a má tvar tyčinek o rozměru 
1-1,2 na 3-5 u.m. Vytváří elipsoidní nebo cylindrické spory, které jsou umístěny 
subterminálně či paracentrálně. Krustu obvykle potřebuje teplotu alespoň 10-20 °C, ale 
podařilo se již izolovat i psychrotolerantní kmeny, které rostly při 6 °C. Teplotní maximum se 
pak pohybuje kolem 40-45 °C a optimum kolem 37 °C (Logan a De Vos 2009). Tento druh se 
běžně vyskytuje v životním prostředí, zejména v půdě. Bývá častým kontaminantem 
potravinářských provozů a lze ho izolovat z celé řady potravin. Rovněž může kontaminovat 
nemocniční prostředí (Parihar 2014). 

B. cereus sensu stricto je často spojován s alimentárními onemocněními (Parihar 2014), 
která jsou blíže popsána v kapitole 3.4.1. Kromě toho je schopen způsobit i jiné lokální či 
systémové infekce. Postižen může být například dýchací trakt, oko či centrální nervový 
systém (Bottone 2010). Na B. cereus však nemusí být pohlíženo pouze negativně. Některé 
studie naznačují, že je schopen rozkládat ropu, a tudíž by mohl být společně s dalšími 
mikroorganismy užitečný v ropou kontaminovaných oblastech (Yengejeh et al. 2017). Může 
také žít v symbiotickém či komenzálním vztahu se zvířaty i rostlinami (Swiecicka 2008). 
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3.3.3.3 Bacillus cytotoxicus 

Typový kmen B. cytotoxicus byl izolován ve Francii roku 1998 během epidemie 
alimentárního onemocnění (Guinebretiěre et al. 2013), která měla za následek tři úmrtí. 
Z něho byl poprvé izolován enterotoxin zvaný cytotoxin K-l (Lund et al. 2000; Fagerlund et 
al. 2004), který dal tomuto druhu svůj název (Guinebretiěre et al. 2013). 

B. cytotoxicus má podobu pohyblivých fakultativně anaerobních tyčinek, které však za 
aerobních podmínek rostou rychleji. Jeho endospory, obvykle elipsoidního tvaru, bývají 
umístěny centrálně až subterminálně. Bakterie dokážou růst při teplotě 20-50 °C s optimem 
v rozmezí 30-37 °C. Jejich dalším charakteristickým znakem je také to, že nehydrolyzují škrob 
a nerostou na syntetických médiích bez obsahu tryptofanu (Guinebretiěre et al. 2013). 
B. cytotoxicus byl izolován zejména z některých rostlinných potravin a jedlého hmyzu. 
Nebývá detekován často, což však může být způsobeno tím, že běžnými detekčními 
metodami jej obvykle nelze odlišit od B. cereus sensu stricto. Jeho přirozené prostředí zatím 
není zcela známo, nicméně se předpokládá, že bude v životním prostředí rozšířen podobně 
jako další druhy skupiny B. cereus (Cairo et al. 2022). 

3.3.3.4 Bacillus mycoides 

B. mycoides popsal Flügge v roce 1886. Tyto tyčinkovité bakterie, o rozměrech 1-1,2 
na 3-5 u.m, jsou fakultativně anaerobní, nepohyblivé a vytváří elipsoidní spory umístěné 
paracentrálně až subterminálně. Rostou při teplotě 10-40 °C a jejich typickým znakem jsou 
rhizoidní kolonie bílé až krémové barvy, které mohou na pohled připomínat pěnu. Odtud 
plyne také jejich druhový název mycoides, který znamená slovo „houbovitý". Některé 
bakterie však mohou schopnost vytvářet takovéto kolonie ztratit. B. mycoides se vyskytuje 
v různých prostředích včetně půdy (Logan a De Vos 2009). V rhizosféře se podílí na koloběhu 
dusíku a může podporovat růst některých rostlin (Ambrosini et al. 2015). Některé kmeny 
mohou být též endofytické (Yi et al. 2017). Obecně je tento druh považován spíše za 
nepatogenní (Heidt et al. 2019), ale byly izolovány i kmeny schopné produkce enterotoxinů 
(Prüß et al. 1999; Fletcher a Logan 2002) nebo emetického toxinu, cereulidu (Carroll et al. 
2020). S rozvojem onemocnění bývá spojován např. u ryb (Goodwin et al. 1994; Orozova et 
al. 2017), ale i u člověka byl již dán do souvislosti s alimentární nákazou (Mclntyre et al. 
2008). 

V roce 1998 byl popsán psychrotolerantní druh B. weihenstephanensis (Lechner et al. 
1998), který na rozdíl od B. mycoides nevytváří rhizoidní kolonie, neumí využívat D-sacharózu 
a naopak utilizuje arginin. Při porovnání jeho genomu s genomem B. mycoides se však 
ukázalo, že jsou si natolik podobné, že by měly být považovány za jeden druh, a to právě 
B. mycoides (Li u et a I. 2018). 
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3.3.3.5 Bacillus pseudomycoides 

B. pseudomycoides byl ustanoven v roce 1998 (Nakamura 1998) poté, co vyšlo najevo, 
že kmeny dříve řazené k druhu B. mycoides je možné rozdělit do dvou skupin, které se od 
sebe liší po genetické stránce (Nakamura a Jackson 1995) i profilem mastných kyselin. První 
ze skupin pak byla označena jako B. mycoides sensu stricto, zatímco druhá získala svůj vlastní 
druhový název. B. pseudomycoides je fakultativně anaerobní, má tyčinkovitý tvar a je 
nepohyblivý (Nakamura 1998). Jeho buňky bývají 1 u.m široké a 3-5 u.m dlouhé (Logan a De 
Vos 2009). Bývá izolován především z půdy, a podobně jako B. mycoides, obvykle vytváří 
rhizoidní kolonie (Nakamura 1998). Tvoří spory elipsoidního tvaru, které mohou být uloženy 
paracentrálně až subterminálně (Logan a De Vos 2009). 

Zdá se, že by tento druh mohl najít uplatnění ve farmacii. Kmen MA02, izolovaný 
z půdy na drůbežích jatkách, je schopen produkce fibrinolytické proteázy, což je enzym 
využívaný v prevenci a léčbě kardiovaskulárních onemocnění (Chandramohan et al. 2019). 
Zajímavá je dále také jeho schopnost odstraňovat zvody ionty mědi a tím bránit jejich 
vstupu do rostlin a chránit tak nejen rostliny, ale i další organismy před jejich nadbytkem (Li 
et al. 2022). B. pseudomycoides je považován spíše za nepatogenní druh, nicméně bylo 
prokázáno, že i on může produkovat toxiny (Miller et al. 2018). 

3.3.3.6 Bacillus thuringiensis 

B. thuringiensis byl objeven začátkem 20. stol. (Beegle a Yamamoto 1992) v německé 
spolkové zemi Durynsku, německy Freistaat Thüringen (Logan a De Vos 2009). Izolován byl 
z nemocných hmyzích larev (Beegle a Yamamoto 1992). Je to fakultativně anaerobní, obvykle 
pohyblivý druh mající tvar tyčinek o rozměrech 1-1,2 na 3-5 u.m. Roste při teplotách mezi 
10-45 °C. Jeho endospory se hojně nacházejí v půdě i v jiných prostředích. Mívají elipsoidní 
ale někdy i cylindrický tvar a jsou umístěny subterminálně nebo paracentrálně. Ve sporangiu 
jsou umístěny našikmo a kromě spor zde mohou být uloženy také krystalické inkluze, známé 
jako 6-endotoxiny nebo insekticidní krystalické proteiny (Logan a De Vos 2009). Tyto 
krystalické proteiny (Cry proteiny) jsou kódovány tzv. cry geny a jsou exprimovány během 
sporulace (Deng et al. 2014). Existuje celá řada těchto proteinů, které působí odlišně na 
různé druhy hmyzu. Jejich zastoupení se u různých kmenů B. thuringiensis liší (Patel et al. 
2013) a ne všechny kmeny vykazují toxické účinky proti hmyzu (Ohba a Aizawa 1986). Cry 
proteiny jsou zodpovědné nejen za onemocnění u některých zástupců z třídy hmyzu (Aoki a 
Chigasaki 1916 cit. dle Beegle a Yamamoto 1992), ale též u hlístic (Fernández-Chapa et al. 
2019). 

Vzhledem ke svým insekticidním vlastnostem je B. thuringiensis využíván jako 
biopesticid (Kumar et al. 2021) a jeho geny byly využity také v rámci genetického inženýrství 
pro přípravu některých transgenních plodin, například kukuřice (ISAAA 2016). Ukazuje se též, 
že B. thuringiensis je schopen potlačovat rozvoj některých chorob rostlin a podporovat jejich 
růst (OJ et al. 2016). Vytváří pro patogeny konkurenci a může produkovat látky potlačující 
jejich rozvoj, jako je například chitináza, bakteriociny či enzymy degradující buněčnou stěnu. 
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Mimoto je schopen produkce fytohormonů a dalších látek podporujících růst rostlin (Jouzani 
et al. 2017). Některé z jeho krystalických proteinů, tzv. parasporiny, dále mají potenciál pro 
uplatnění v onkologické léčbě, jelikož působí cytotoxicky na nádorové buňky (Ohba et al. 
2009; Moazamian et al. 2018; Bořin et al. 2021). Bakterie B. thuringiensis nesou také geny 
pro enterotoxiny, tudíž mají potenciál vyvolat alimentární onemocnění (Schwenk et al. 
2020). 

3.3.3.7 Bacilius toyonensis 

Typový kmen BCT-7112 byl izolován v roce 1966 v Japonsku a původně byl přiřazen 
k druhu B. cereus, ale pro své odlišné vlastnosti dostal označení B. cereus var. toyoi (Kozasa 
et al. 1977 cit. dle Jiménez et al. 2013). Později byl reklasifikován a ustanoven jako 
samostatný druh - B. toyonensis. Pojmenován byl podle společnosti Toyo Jozo, jejíž 
výzkumný tým se zabýval izolací a vývojem probiotických mikroorganismů. B. toyonensis je 
fakultativně anaerobní pohyblivý druh tyčinkovitého tvaru o délce 3-4 pm, který vytváří 
elipsoidní centrálně až subterminálně umístěné spory. Dokáže růst za anaerobních podmínek 
i při absenci tryptofanu. Roste v rozmezí 10-45 °C, optimálně při 35 °C (Jiménez et al. 2013). 
V nedávné době se však podařilo z hlubokomořského sedimentu izolovat kmen B. toyonensis 
P18, který je schopen růstu i při teplotě 4 ° C a koncentraci chloridu sodného až 8 % (Luo et 
al. 2021). 

B. toyonensis představuje pro některé živočišné druhy vhodné probiotikum (Jiménez et 
al. 2013). Byl pozorován například jeho příznivý vliv na nárůst tělesné hmotnosti u selat. 
Zároveň selata, kterým bylo toto probiotikum podáváno, méně trpěla na průjmová 
onemocnění a při užívání vyšších dávek docházelo ke snížení počtů patogenních 
mikroorganismů přítomných v jejich výkalech. Vzhledem k tomuto příznivému působení 
začaly být životaschopné spory B. toyonensis (Kantas et al. 2014) využívány jako součást 
komerčního přípravku TOYOCERIN®, který slouží jako doplněk stravy nejen pro prasata, ale 
také například pro drůbež či králíky (Jiménez et al. 2013). Později však bylo zjištěno, že 
kmeny B. toyonesis nesou geny tetM a cat, zodpovědné za rezistenci proti antibiotikům 
tetracyklínu a chloramfenikolu (Casanovas-Massana et al. 2014), což u Evropského úřadu pro 
bezpečnost potravin (EFSA) vzbudilo obavy z možného šíření antibiotické rezistence 
v intestinální mikrobiotě zvířat. Kromě toho byly v genomu B. toyonensis identifikovány také 
geny kódující enterotoxiny (EFSA FEEDAP Panel 2014). Tato zjištění vedla ke zrušení a 
zamítnutí povolení používat přípravky s obsahem B. toyonensis jako doplňky ve výživě zvířat 
v rámci Evropské Unie (Prováděcí nařízení Komise (EU) 2015/1399). Zdá se však, že i když 
B. toyonensis enterotoxinové geny nese, nedochází k jejich expresi (Cui et al. 2019). 
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3.4 Patogenita a faktory virulence 

3.4.1 Alimentární onemocnění 

Jak již bylo zmíněno, bakterie skupiny B. cereus mohou být příčinou některých 
onemocnění, zejména alimentárních otrav. Tyto otravy mají obvykle mírný průběh a brzy 
pomíjejí (Griffiths a Schraft 2017), nicméně již bylo hlášeno i několik případů úmrtí 
vsouvisloti s nimi (Lund et al. 2000). Onemocnění je možné rozdělit do dvou různých 
syndromů - emetického a průjmového. Emetický syndrom se vyznačuje kratší inkubační 
dobou. Symptomy se objevují za 0,5-5 hodin po požití kontaminovaného pokrmu a 
odeznívají zhruba za 6-24 hodin. Typickým projevem je nevolnost a zvracení, ale může se 
objevit i průjem. Syndrom obvykle bývá spojen se škrobnatými potravinami, jako je rýže 
nebo těstoviny. Někdy je označován jako syndrom čínské restaurace, jelikož v těchto 
restauracích bývá dopředu uvařeno větší množství rýže, které je následně několik hodin 
ponecháno při pokojové teplotě, než se společně s dalšími ingrediencemi znovu tepelně 
upraví a servíruje. Během této doby snadno dochází k pomnožení bakterií a produkci 
emetického toxinu, který je zodpovědný za projevy syndromu. Tento toxin je termostabilní a 
odolává proteolytickým enzymům trávicího traktu. Dokáže tedy přečkat tepelnou úpravu 
potravin i průchod zažívacím traktem. To znamená, že pokud je v pokrmu obsažen, může 
dojít k alimentární otravě bez ohledu na to, zda jsou v pokrmu stále přítomny živé bakterie. 
V případě průjmového syndromu činí inkubační doba 8-16 hodin a příznaky přetrvávají 
obvykle 12-24 hodin, ale i déle. Běžně se objevují bolesti břicha a průjem, občas se může 
vyskytnout i nevolnost. K vyvolání projevů dochází po pozření buněk či spor bakterií v počtu 
asi 10 5 -10 7 a mezi běžné potraviny a pokrmy, jejichž kontaminace k tomuto syndromu vede, 
patří masné výrobky, mléko a mléčné výrobky, polévky, omáčky či zelenina (Griffiths a 
Schraft 2017). S průjmovým syndromem jsou spojovány zejména následující enterotoxiny -
hemolyzin BL (Hbl), nehemolytický enterotoxin (Nhe) a cytotoxin K (CytK) (Ceuppens et al. 
2011; Griffiths a Schraft 2017). Mohou být produkovány při teplotách v rozmezí 10-43 °C, 
jsou termolabilní a nejsou odolné nízkému pH ani proteolytickým enzymům (Griffiths a 
Schraft 2017). Na rozdíl od emetického syndromu jsou za projevy průjmového syndromu 
zodpovědné bakteriální buňky, které toxiny produkují přímo ve střevě, a nikoli toxiny již 
obsažené ve zkonzumované potravině či pokrmu (Ceuppens et al. 2012; Griffiths a Schraft 
2017). Rizikové potraviny běžně obsahují spory bakterií, k jejichž vyklíčení může docházet 
během skladování nebo přípravy pokrmu (Ceuppens et al. 2011). 

3.4.2 Další onemocnění 

Kromě alimentárních onemocnění mohou bakterie skupiny B. cereus způsobovat také 
infekce systémového či lokálního charakteru. Častěji jsou jimi postiženi 
imunokompromitovaní pacienti, ale mohou se vyskytnout i u osob bez oslabené funkce 
imunitního systému. Mezi nejnáchylnější jedince patří novorozenci, pacienti s operačními 
ranami, zraněními či se zavedeným katétrem a uživatelé injekčních drog. Jedním 
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z onemocnění, která mohou být B. cereus sensu lato vyvolána, je endoftalmitida, tedy zrak 
ohrožující oční infekce. Dále se mohou rozvíjet infekce dýchacího traktu, centrální nervové 
soustavy, kůže, srdce, kostní dřeně či močového ústrojí (Bottone 2010). Jak bylo již zmíněno, 
významným patogenem je B. anthracis způsobující onemocnění zvané antrax, které 
postihuje kůži, trávicí trakt či plíce v závislosti na cestě vstupu do těla (Brook 2002). I když se 
jím může nakazit i člověk, primárně se jedná o patogen býložravců. Onemocnění u živočichů 
mohou způsobovat i další druhy skupiny. Konkrétně B. thuringiensis je známým hmyzím 
patogenem (Logan a De Vos 2009) a B. mycoides byl spojen s onemocněním ryb (Goodwin et 
al. 1994). 

3.4.3 Faktory virulence 

Na patogenezi se podílí celá řada faktorů, mezi něž patří například schopnost 
kolonizovat hostitele, pronikat do tkání (Ramarao a Lereclus 2006) či obcházet imunitní 
systém (Ramarao a Lereclus 2005). Důležitou roli hraje bičík, který zajišťuje pohyblivost 
bakterií a jejich adhezi k epiteliálním buňkám (Ramarao a Lereclus 2006), na níž se podílí též 
bakteriální S-vrstva, jež může být na jejich povrchu přítomna (Kotiranta et al. 2000). Jak již 
bylo zmíněno, snáze kolonizovat hostitelský organismus mohou buňky, které jsou schopné 
tzv. plazivého pohybu (Senesi et al. 2010). V porovnání s běžnými buňkami mají tyto bakterie 
více bičíků (Ghelardi etal. 2007). Bičík je dále také potřebný pro sekreci některých toxinů 
(Senesi a Ghelardi 2010). Další vlastností přispívající k patogenitě je schopnost tvořit biofilm 
(Tran et al. 2010), který činí bakterie odolnějšími a může tak být příčinou perzistujících 
infekcí (Costerton et al. 1999). Bylo také zjištěno, že bakterie mohou odolávat imunitnímu 
systému hostitele, i když mechanismy, které jim to umožňují, nejsou ještě zcela objasněny. 
Známa je však již role metaloproteáz InhAl a NprA, které zprostředkovávají únik 
fagocytovaných spor z makrofágů a navozují smrt těchto buněk (Haydar et al. 2018). Za 
hlavní faktory virulence vyvolávající alimentární onemocnění jsou považovány bakteriální 
toxiny (Ceuppens et al. 2013), které jsou vylučovány z buňky do okolí (Senesi a Ghelardi 
2010). Co se týče uložení toxinových genů, na plazmidech jsou kódovány geny pro 
insekticidní toxiny B. thuringiensis, geny pro hlavní faktory virulence B. anthracis a klastr 
genů pro emetický toxin. Enterotoxinové geny B. cereus pak najdeme na chromozomech 
(Ehling-Schulzetal. 2006). 

3.4.3.1 Cereulid 

Emetický toxin, zvaný cereulid, je hydrofobní cyklický dodekadepsipeptid o molekulové 
hmotnosti 1,2 kDa s následující skladbou aminokyselin/oxykyselin: [D-O-Leu-D-Ala-L-O-Val-L-
Val]3 (Agata et al. 1994; Griffiths a Schraft 2017). Je charakteristický svou značnou odolností 
vůči vysokým teplotám (90 min při 126 °C), nízkému i vysokému pH a proteolytickým 
enzymům trávicího traktu (Griffiths a Schraft 2017). Jeho tvorba probíhá neribozomálně 
pomocí enzymového komplexu, zvaného cereulid syntetáza. Tento komplex je kódován 
klastrem genů (ces) o délce 24 kb umístěném na megaplazmidu, který se podobá plazmidu 
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pXOI B. anthracis. Klastr ces se skládá ze sedmi kódujících sekvencí: cesti, cesP, cesT, cesA, 
cesB, cesC a cesD, přičemž strukturními geny pro cereulid syntetázu jsou cesA (10 kb) a cesB 
(8 kb) (Ehling-Schulz et al. 2006). Kmeny schopné produkce cereulidu nebývají izolovány 
často a tato vlastnost je poměrně vzácná (Hoton et al. 2009). Na rozdíl od genů kódujících 
enterotoxiny nebývá ces nacházen napříč celou skupinou (EFSA 2016). Vyskytuje se u 
B. cereus sensu stricto (Hoton et al. 2009), ale také u některých kmenů B. mycoides, dříve 
B. weihenstephanensis (Carroll et al. 2020). Syntéza emetického toxinu probíhá ve 
stacionární fázi růstu při teplotě v rozmezí 12-37 °C s optimem mezi 12-15 °C a nemá 
souvislost se sporulací (Griffiths a Schraft 2017). Míra produkce cereulidu se liší mezi různými 
produkčními kmeny (Stark et al. 2013) a mají na ni vliv také různé faktory, jako je matrice, 
v níž se bakterie pomnoží. Neplatí přitom, že vyšší rychlost růstu automaticky znamená vyšší 
rychlost produkce toxinu. Ellouze et al. (2021) studovali tuto problematiku v několika 
matricích a vypozorovali, že i když produkční kmen nejpomaleji rostl v matrici na bázi 
obilovin, produkce toxinu v ní měla nejvyšší rychlost. Nejrychlejší růst a střední rychlost 
tvorby pak byly zaznamenány v matrici na bázi mléka a v bujónu mozko-srdcové infúze. 
V masových a zeleninových médiích byl pozorován mírný růst s nejnižším tempem produkce 
toxinu. 

Emetický toxin se strukturně podobá antibiotiku valinomycinu (Agata et al. 1995a) a 
stejně jako on je draselným ionoforem, který působí toxicky na mitochondrie tím (Ehling-
Schulz et al. 2006), že rozrušuje jejich membránový potenciál. Cereulid je také schopen 
inhibice lidských NK buněk, které jsou součástí imunitního systému (Griffiths a Schraft 2017). 
V těle se toxin váže na 5-HT3 receptory a prostřednictvím aferentního bloudivého nervu 
stimuluje v mozku centrum zvracení (Agata et al. 1995a; Griffiths a Schraft 2017). 
Jääskeläinen et al. (2003) uvádějí, že toxická dávka, která způsobí zvracení u člověka, se 
pohybuje okolo 8 u.g/kg tělesné hmotnosti nebo méně. Předpokládají také, že i nízká dávka, 
jež zvracení nevyvolá, může poškozovat mitochondrie v exponovaných buňkách. Studie 
provedené na myších prokázaly, že chronická expozice nízkým dávkám cereulidu, 
nevyvolávajícím zvracení, vede kzánětlivým změnám střevní sliznice a ovlivňuje složení 
střevní mikrobioty. Zaznamenán byl například úbytek laktobacilů. Dále bylo pozorováno 
zvýšené odbourávání L-tryptofanu a inhibice jeho biosyntézy vlivem změněné mikrobioty a 
v důsledku toho také snížená hladina serotoninu (5-hydroxytryptaminu) (Lin et al. 2021). 
M in vitro studiích bylo vypozorováno též toxické působení nízkých dávek cereulidu na beta 
buňky pankreatu, v jehož důsledku docházelo k narušení inzulínové sekrece i smrti 
postižených buněk (Vangoitsenhoven et al. 2015). 

B. cereus může produkovat nejméně 18 strukturních homologů cereulidu. U 7 z nich již 
byla určena chemická struktura a byly označeny jako isocereulidy A-G. Vykazují různou míru 
biologické aktivity a s tím také různou míru toxicity, přičemž jako vysoce toxický pro 
eukaryotické buňky se jeví isocereulid A. Dalo by se tedy uvažovat o tom, že různá závažnost 
vyvolaných zdravotních obtíží by mohla souviset i s různou koncentrací isocereulidů (Marxen 
etal. 2015). 
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3.4.3.2 Hemolyzin BL 

Hemolyzin BL (Hbl) je termolabilní toxin skládající se ze tří proteinů označovaných jako 
B, Li a L2, jejichž molekulová hmotnost činí 41, 38,2 a 43,5 kDa (Beecher a MacMillan 1991). 
Tyto proteiny jsou kódovány geny hbIA (B), hbIC (I2) a hbID (Li) a v pořadí hbIC, hbID, hbIA 
(Ryan et al. 1997) jsou umístěny na chromozomu (Griffiths a Schraft 2017). Hbl je jedním z 
enterotoxinů zodpovědných za průjmové onemocnění u člověka (Griffiths a Schraft 2017). Je 
hemolytický, způsobuje hromadění tekutiny v králičím tenkém střevě, má vliv na cévní 
permeabilitu, působí cytotoxicky a dermonekroticky (Beecher et al. 1995). Po navázání na 
buňku v ní vytváří póry a následně dochází k jejímu rozkladu koloidné osmotickým 
mechanismem (Beecher a Wong 1997). Jednotlivé složky Hbl se navazují postupně a pro 
toxické působení je vyžadováno jejich určité pořadí, konkrétně B-Li -L2 (Jessberger et al. 
2019a). Některé kmeny B. cereus produkují pouze jeden nebo dva z komponentů (Schoeni et 
al. 1999), ale jak bylo prokázáno, pro tvorbu pórů i cytotoxickou aktivitu jsou nezbytné 
všechny tři. V obou případech hraje roli i poměrné zastoupení jednotlivých složek. 
V experimentálních podmínkách vedl poměr L2: Li: B = 1 : 1 : 1 0 k nejrychlejší tvorbě pórů a 
poměr 1: 2 : 2 k největší cytotoxické aktivitě (Jessberger et al. 2019a). Kombinace všech tří 
komponentů je potřebná i pro dosažení plné hemolytické aktivity. Jednotlivé složky 
samostatně hemolytický nepůsobí a u kombinace složek B a I2 byla pozorována pouze 
mírnější hemolytická aktivita (Beecher a MacMillan 1991). 

3.4.3.3 Nehemolytický enterotoxin 

Nehemolytický enterotoxin (Nhe) je podobně jako hemolyzin BL třísložkový 
termolabilní toxin proteinové povahy (Lund a Granum 1996). Sekvence jeho proteinů se 
podobají sekvencencím hemolyzinu BL (Granum et al. 1999) a zároveň lze pozorovat také 
podobnost s cytolysinem A, přítomném například u bakterií Escherichia coli (Fagerlund et al. 
2008). Složky nehemolytického enterotoxinů jsou označovány jako NheA, NheB a NheC a 
jejich molekulová hmotnost činí 41, 39,8 a 36,5 kDa. Kódující geny jednotlivých složek, nheA, 
nheB a nheC (Granum et al. 1999), jsou umístěny na chromozomu (Griffiths a Schraft 2017). 
Toxin byl prvně izolován z kmene B. cereus spojeného s propuknutím průjmového 
onemocnění v Norsku v roce 1995 a při jeho zkoumání nebyla pozorována žádná hemolytická 
aktivita, proto se o něm hovoří jako o nehemolytickém (Lund a Granum 1996). Později se 
ukázalo, že hemolytický působí, nicméně jeho název zůstal zachován. Nehemolytický 
enterotoxin je, podobně jako hemolyzin BL, schopen vytvářet póry v plazmatické membráně 
a způsobit koloidné osmotickou lýzu buňky (Fagerlund et al. 2008). K dosažení maximální 
cytotoxické aktivity jsou zapotřebí všechny tři komponenty v určitém poměru. 

V experimentálních podmínkách byl nejúčinnější poměr NheA : NheB : NheC = 10 :10 :1 a 
bylo vypozorováno, že NheC v koncentraci vyšší než 10% z koncentrace NheA a NheB 
inhibuje toxické působení (Lindbäck 2004). Pro cytotoxicitu je vyžadováno též určité pořadí, 
v jakém se složky na buňku navážou. Jako první se navazují NheC a NheB. Tyto dva 
komponenty spolu mohou vytvářet komplex ještě před vazbou na buňku nebo se může 
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nejprve navázat NheC a až pak NheB. Při opačném pořadí složek však funkční komplex 
nevzniká (Heilkenbrinker et al. 2013). Zatímco úlohou těchto dvou proteinů je vazba na 
membránu a vytvoření komplexu, NheA slouží ke spuštění toxicity (Lindbäck et al. 2010). 

3.4.3.4 Cytotoxin K 

Cytotoxin K (CytK) je jednosložkový termolabilnítoxin proteinové povahy o molekulové 
hmotnosti 34 kDa. Strukturálně se podobá beta-toxinu Clostridium perfringens, 
vyvolávajícímu nekrotickou enteritidu (Lund et al. 2000). Vyskytuje se ve dvou variantách, 
CytK-1 a CytK2 a stejně tak existují i dvě varianty kódujícího genu (cytK), a to cytK-1 a cytK-2 
(Fagerlund et al. 2004). Gen je umístěn na chromozomu (Griffiths a Schraft 2017). 

Toxin byl poprvé izolován z typového kmene B. cytotoxicus, spojeného s alimentárním 
onemocněním, jež vedlo ke třem případům úmrtí (Lund et al. 2000; Guinebretiěre et al. 
2013). Když později došlo k objevení jeho druhé, méně toxické, varianty, byl původní toxin 
označen jako CytK-1 a nový jako CytK-2. CytK-2 je mezi bakteriemi skupiny B. cereus 
rozšířenější (Guinebretiěre et al. 2006; Guinebretiěre et al. 2010) a vyskytuje se u kmenů 
s různou mírou toxické aktivity, tudíž se nehodí jej považovat za její marker (Jessberger et al. 
2019b). Cytotoxin K je hemolytický, dokáže vytvářet póry v lipidové dvojvrstvě a působí 
toxicky na lidské střevní buňky. (Fagerlund et al. 2004). 

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

3.4.3.5 Hemolyzin I (Cereolyzin O) 

Cereolysin O (Clo) je jednosložkový protein (Cowell a Bernheimer 1978) o molekulové 
hmotnosti kolem 50 kDa (Bernheimer a Grushoff 1967), který je kódován genem clo, 
umístěným na chromozomu (Brillard a Lereclus 2007). Je termolabilní, citlivý na působení 
trypsinu, vysokého i nízkého pH a k jeho inhibici dochází také v přítomnosti lidského séra 
(Coolbaugh a Williams 1978). Společně s dalšími toxiny, jako je například perfringolyzin O, 
produkovaný bakteriemi Clostridium perfringens, nebo streptolyzin O, tvořený některými 
druhy rodu Streptococcus, patří do rodiny cholesterol-vázajících cytolyzinů (Palmer 2001). 
Mezi ně je zahrnut také anthrolyzin O, což je produkt B. anthracis, který se Clo podobá 
z 98 % (Shannon et al. 2003). Cereolysin O je cytolytický, letální pro myši a má výraznou 
hemolytickou aktivitu (Bernheimer a Grushoff 1967). V buněčné membráně se váže na 
cholesterol, který je pro jeho cytolytickou aktivitu potřebný (Cowell a Bernheimer 1978). Na 
membráně s navázaným Clo je možné pozorovat kroužky a obloukovité útvary (Cowell et al. 
1978). Dochází tam ke tvorbě oligomerů toxinu a vznikají velké oligomerní póry (Bhakdi et al. 
1985; Palmer 2001). Volný cholesterol naopak inhibuje hemolytickou aktivitu toxinu, a to už 
v nízkých koncentracích. Podobně je tomu i u streotolyzinu O (Bernheimer a Grushoff 1967). 

29 



Minnaard et al. (2001) testovali vliv exocelulárních faktorů vylučovaných B. cereus na 
epitelové buňky střeva za použití Caco-2 buněk a došli k závěru, že na pozorovaných 
změnách se cereolysin O zřejmě nepodílí. 

3.4.3.6 Hemolyzin II 

Hemolyzin II (Hlyll) je jednosložkový protein o molekulové hmotnosti přibližně 
42,3 kDa, který vykazuje určitou podobnost s alfa-toxinem Staphylococcus aureus (Baida et 
al. 1999) a také s cytotoxinem K (Fagerlund et al. 2004). Hemolyzin II je kódován genem hlyll 
a jeho transkripce je regulována, ve smyslu potlačení, regulátorem HlylIR, kódovaným genem 
hlylIR. Tím se liší oproti většině ostatních toxinových genů, jejichž hlavním regulátorem 
exprese je PlcR (Budarina et al. 2004). Hlyll je citlivý na působení trypsinu a působením 
nízkého i vysokého pH (2 a 12) dochází k jeho inaktivaci. Na rozdíl od cereolysinu O ale není 
inhibován cholesterolem. Pokud jde o vliv vysoké teploty, byl u něj pozorován tzv. Arrheniův 
efekt. To znamená, že za vyšší teploty je jeho aktivita alespoň do určité míry zachována, i 
když při nižší teplotě dochází k jeho inaktivaci (Coolbaugh a Williams 1978). Coolbaugh a 
Williams (1978) pozorovali, že nejúčinněji na něj působila teplota 60 °C. Když jí byl vystaven 
po dobu 5 minut, jeho aktivita zcela vymizela. Při 70 °C byl však inaktivován pouze z 90 % a 
při 100 °C ze 75 %. 

Hlyll je hemolytický. Pevně se váže na buněčnou membránu a vytváří v ní heptamerní 
póry. Navazovat se zřejmě může jako monomer i jako menší oligomer a poté následuje další 
oligomerace a tvorba póru (Andreeva et al. 2007). Díky tvorbě pórů je Hlyll schopen navodit 
apoptózu makrofágů či lidských monocytů (Tran et al. 2011). Červené krvinky jsou k jeho 
působení různě citlivé. Nejvyšší citlivost byla pozorována u králičích a pak u lidských 
erytrocytu. V experimentu Hlyll o koncentraci 2,5 ng/ml způsobil rozklad 50% lidských 
erytrocytu během 30 minut (Andreeva et al. 2006). Jak však zjistili Andreeva et al. (2007), 
hemolýza nejrychleji probíhá při 25 °C, nikoli při teplotě lidského těla. 

Hlyll pravděpodobně nepatří ktoxinům podílejícím se na gastrointestinálních 
onemocněních (Ramarao a Sanchis 2013), bývá však přítomen u patogenních kmenů, včetně 
těch vyvolávajících onemocnění z potravin (Cadot et al. 2010). Jedná se také o prokázaný 
faktor virulence pro savce i pro hmyz, konkrétně bource morušového (Tran et al. 2011). 

3.4.3.7 Hemolyzin III 

Hemolyzin III (Hlylll) je termolabilní jednosložkový protein, který je z hemolytických 
toxinů skupiny B. cereus nejméně popsán a zatím nebyla ani prozkoumána jeho účast na 
virulenci v in vivo podmínkách (Ramarao a Sanchis 2013). Je kódován genem hlylll (Baida a 
Kuzmin 1996) a primární produkt translace tohoto genu má molekulovou hmotnost 24,4 kDa 
(Baida a Kuzmin 1995). Jak již bylo naznačeno, hemolyzin III je hemolytický (Baida a Kuzmin 
1995). Pravděpodobně v membránách erytrocytu vytváří oligomerní póry a hemolýza se 
skládá nejméně ze tří kroků. Nejprve dochází k navázání toxinu na buňku, což závisí na 
teplotě. Pokud je teplota optimální, vazba se vytváří během několika sekund. Při teplotě 4 °C 
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se toxin nenavazuje, zatímco 37 °C se zdá vyhovujících. Po vazbě následuje vytvoření léze a 
nakonec dochází k lýze buňky. Bylo pozorováno, že hemolýza je inhibována osmotickými 
protektanty. Účinné v zabránění rozkladu byly například nenabité polysacharidy 
v extracelulární tekutině (Baida a Kuzmin 1996). Na rozdíl od hemolyzinu I není Hlylll 
inhibován nízkými koncentracemi cholesterolu (Baida a Kuzmin 1995). 

3.4.3.8 Fosfolipázy 

Fosfolipázy jsou enzymy, které se nachází prakticky ve všech živých organismech a jsou 
součástí jejich signálních drah. Katalyzují hydrolýzu fosfolipidů biologických membrán a na 
základě toho, jakou esterovou nebo diesterovou vazbu štěpí, jsou rozděleny do různých tříd 
(Hergenrothera Martin 2000). 

3.4.3.8.1 Fosfatidylinositol-speficifická fosfolipáza C (PI-PLC) 

Fosfatidylinositol-specifická fosfolipáza C (PI-PLC), také známá jako lecitináza, je enzym 
o molekulové hmotnosti asi 34,5 kDa (Bhunia 2008), který je kódován genem piplc 
(Hendriksen et al. 2006). Je rozpustný ve vodě (Griffith a Ryan 1999). Hydrolyzuje 
fosfatidylinositol (PI) a některé další důležité komponenty membrán. Produkuje jej nejen 
6. cereus, ale i některé další bakterie, a dokonce i eukaryotické organismy jako například 
krysy (Kuppe et al. 1989). Enzymy z různých organismů se od sebe však odlišují (Griffith a 
Ryan 1999). Je také rozdíl mezi bakteriálními a savčími isoenzymy a to konkrétně ten, že 
savčí PI-PLC potřebují ke své funkci vápenatý kation, zatímco bakteriální nikoliv (Heinz et al. 
1995). Společně s fosfatidylcholin-specifickou fosfolipázou C může PI-PLC hrát roli u 
respiračních onemocnění, při nichž dochází až ke krvácení a odumírání tkání (Bhunia 2008). 

3.4.3.8.2 Fosfatidylcholin-specifická/preferující fosfolipáza C (PC-PLC) 

Fosfatidylcholin-specifická/preferující fosfolipáza C (PC-PLC) je enzym o molekulové 
hmotnosti 29,9 kDa (Bhunia et al. 2008), který je kódován genem označovaným jako pcpi 
(Hendriksen et al. 2006) nebo cerA. Hydrolyzuje zejména fosfatidylcholin (Gilmore et al. 
1989). Ve svém aktivním místě má tři atomy zinku, které jsou velmi důležité, jelikož bez nich 
dochází k narušení konformace a fosfolipáza se pak nemůže vázat na membránu (Beecher a 
Wong 2000). Jsou tedy zásadní nejen pro strukturu, ale i pro katalytickou funkci enzymu 
(Bhunia etal. 2008). 

3.4.3.8.3 Sfingomyelináza (SPH) 

Sfingomyelináza je enzym o molekulové hmotnosti 34,2 kDa, který hydrolyzuje 
primárně sfingomyelin a jehož aktivní místo obsahuje dva atomy hořčíku (Bhunia 2008). Gen 
pro SPH (cerB) je uložen na chromozomu v tandemovém uspořádání s genem pro PC-PLC 
(cerA) a tyto dva enzymy společně vytváří biologicky aktivní jednotku, která se také někdy 
označuje jako cereolyzin AB (Gilmore et al. 1989; Beecher a Wong 2000). Společně pak 
mohou působit rozklad některých erytrocytu. Kromě toho mají schopnost umocňovat 
hemolýzu navozenou hemolyzinem BL. Zejména u sfingomyelinázy s Hbl byla pozorována 
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výrazná synergie. PC-PLC zvýraznil hemolýzu jen u krvinek s obsahem značného množství 
fosfatidylcholinu v membráně, tedy prasečích a lidských, přičemž u lidských pouze velmi 
mírně (Beecher a Wong 2000). 

3.4.3.9 EnterotoxinT 

Enterotoxin T (BcET) byl popsán jako protein o molekulové hmotnosti asi 41 kDa. Jeho 
kódující gen, bceT, byl objeven u kmene B. cereus, izolovaného z případu alimentárního 
onemocnění. Tento gen byl nakloňován a exprimován v bakterii Escherichia coli a následně 
byly testovány jeho vlastnosti. Vykazoval cytotoxicitu a pozitivní reakci vaskulární 
permeability. Způsoboval také hromadění tekutiny v podvázané myší střevní kličce a při 
injekčním podáním byl pro myši smrtelný. Na základě těchto výsledků bylo usuzováno, že se 
jedná o průjmový toxin (Agata et al. 1995b). Později však u BcET žádná biologická aktivita 
prokázána nebyla (Choma a Granum 2002) a po důkladné analýze vyšlo najevo, že původní 
toxin vznikl uměle při procesu klonování, a nejedná se tedy o faktor virulence (Hansen et al. 
2003). 

3.4.3.10 Enterotoxin FM 

Enterotoxin FM (EntFM) byl popsán jako jednosložkový protein o molekulové 
hmotnosti 45 kDa, který je snadno inaktivován vyšší teplotou, trypsinem a nízkým i vysokým 
pH (3 a 11). Jeho kódující gen, entFM, leží na chromozomu (Shinagawa et al. 1991; Asano et 
al. 1997) a je mezi členy skupiny B. cereus značně rozšířen (Hsieh et al. 1999; Ngamwongsatit 
et al. 2008; Proroga et al. 2019). Když bylo zjištěno, že EntFM patří mezi peptidázy 
buněčných stěn (cell wall peptidases), byl přejmenován na CwpFM a jeho gen na cwpFM 
(Tran et al. 2010). CwpFM působí cytotoxicky, zvyšuje vaskulární permeabilitu, způsobuje 
hromadění tekutin v myší střevní kličce a je pro myši smrtelný. Nevykazuje však 
hemolytickou aktivitu (Shinagawa et al. 1991). Podílí se na motilitě a tvaru bakterie, na 
adhezi bakterie k epiteliálním buňkám a na tvorbě biofilmu (Tran et al. 2010), čímž přispívá 
k virulenci. Vzhledem ke značné rozšířenosti jeho kódujícího genu mezi patogenními i 
nepatogenními kmeny není však příliš vypovídajícím ukazatelem patogenity a jeho přesná 
role u patogenních x nepatogenních kmenů je předmětem budoucích studií (Tran et al. 
2020). 

3.4.3.11 Immune inhibitor A 

Immune inhibitor A (InhAl) je zinek-vázající metaloproteáza o molekulové hmotnosti 
asi 87 kDa. Vyskytuje se ve 3 variantách, InhAl, lnhA2 a lnhA3, které jsou kódovány geny 
inhAl, inhA2 a inhA3. Tyto geny se vzájemně shodují zvíce než 66%. InhA je typický pro 
B. anthracis, ale může se vyskytovat i u dalších druhů skupiny B. cereus. Při in silico analýze 
byla odhalena přítomnost alespoň jednoho z kódujících genů vgenomu některých kmenů 
B. cereus sensu stricto, B. mycoides a B. thuringiensis, přičemž v referenčním kmeni B. cereus 
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ATCC 14579 a kmeni B. thuringiensis 407 byly nalezeny všechny tři geny. lnhA3 se vyskytoval 
nejméně často (Ramarao a Lereclus 2005; Guillemet et al. 2010). 

InhAl je schopen chránit bakterie před imunitním systémem hostitele. Jak zjistili 
Ramarao a Lereclus (2005), jedná se o hlavní složku exosporia spor, která je syntetizována na 
začátku sporulace. Když dojde kfagocytóze spor makrofágy, InhAl sporám umožňuje 
odolávat jejich vnitřnímu prostředí, a dokonce z nich i uniknout. Bez této metaloproteázy 
spory zůstávají uvnitř makrofágu a mohou v něm vyklíčit. Schopnost úniku i navození smrti 
fagocytů je tedy způsob, kterým bakterie dokážou obejít imunitní systém. Snáze pak mohou 
kolonizovat tkáně a vyvolat onemocnění (Ramarao a Lereclus 2005). Kromě toho se InhA 
podílí také na destrukci tkání (Chung et al. 2006) či na rozrušení hemato-encefalické bariéry 
(Mukherjee et al. 2011). U B. thuringiensis pak byla též popsána schopnost InhAl 
interferovat s humorální ochranou kukel hmyzu Hyalophora cecropia tím, že degraduje jejich 
antibakteriální proteiny (Edlund et al. 1976; Dalhammar a Steiner 1984). 

3.5 Quorum sensing, quorum quenching a AHL-laktonáza 

Quorum sensing (QS) je pojem označující mezibuněčnou komunikaci bakterií, která se 
uskutečňuje pomocí extracelulárních signálních molekul. Výsledkem této komunikace pak 
mohou být změny genové exprese ve prospěch skupiny bakterií. Ovlivněna může být 
například produkce faktorů virulence, tvorba biofilmu, sporulace nebo produkce antibiotik. 
Ouorum sensing grampozitivních a gramnegativních bakterií se mezi sebou liší. Jedním z 
typů molekul QS využívaných gramnegativními bakteriemi jsou acyl-homoserinové laktony 
(AHL) (Rutheford a Bassler 2012). 

Některé bakterie jsou schopny QS narušovat. Tento případ se označuje jako quorum 
quenching (QQ) (Rehman a Leiknes 2018). K narušení může docházet více způsoby, a to bud' 
bráněním produkci signální molekuly, její degradací, anebo zablokováním jejího receptoru 
(Natrahetal.2011). 

U bakterií skupiny B. cereus se lze setkat s produkcí enzymu AHL-laktonázy (AiiA), která 
inaktivuje právě zmiňované acyl-homoserinové laktony tím (Dong et al. 2002), že hydrolyzuje 
jejich laktonový kruh. Je kódována genem aiiA, který mohou nést i další bakterie rodu 
Bacillus (Dong et al. 2001). Kromě toho se s produkcí různých AHL-laktonáz lze setkat i u 
zástupců z jiných rodů, například Rhodococcus (Ryu et al. 2020), Enterobacter (Rajesh a Rai 
2015) či Microbacterium (Wang et al. 2012). 

AHL-laktonáza by se potenciálně mohla uplatnit v prevenci či léčbě některých infekcí. 
V in vitro podmínkách byla schopna snížit cytotoxickou aktivitu a tvorbu biofilmu u patogenní 
bakterie Pseudomonas aeruginosa (Raafat et al. 2019). Stejného účinku bylo dosaženo i 
vlivem působení endofytického kmene B. thuringiensis produkujícího tento enzym (Anandan 
a Vittal 2019). 
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3.6 Regulátory a faktory ovlivňující expresi faktorů virulence 

Transkripce genů pro faktory virulence je u B. cereus sensu lato řízena komplexními 
regulačními proteiny, označovanými jako CodY a AbrB, a dále proteiny NprR a PlcR, které 
spolu se svými signálními peptidy tvoří dva různé systémy quorum sensing (Ehling-Schulz et 
al. 2019). CodY ovlivňuje expresi některých faktorů virulence v závislosti na dostupnosti živin. 
Pokud se bakterie nachází v optimálních podmínkách, CodY nepřímo aktivuje expresi faktorů 
virulence podléhajících řízení PlcR (viz níže) tím, že aktivuje transkripci jeho kódujícího genu. 
Přímo naopak potlačuje expresi ces genu (Frenzel et al. 2012). Protein AbrB pak ovlivňuje 
expresi faktorů virulence ve vztahu k růstové fázi buňky. Kupříkladu potlačuje produkci 
cereulidu v rané exponenciální fázi (Lúcking et al. 2009). 

Dalším z regulátorů je NprR, jehož aktivita je závislá na signálním peptidu NprX, 
přičemž právě tento peptid slouží k mezibuněčné komunikaci. Bylo zjištěno, že tento systém 
je kmenově specifický (Perchat et al. 2011). NprR reguluje expresi 41 genů, mezi něž patří 
například geny kódující některé proteázy, lipázy, chitinázy nebo proteiny schopné vázat 
organické materiály (Dubois et al. 2016). NprR i NprX jsou bakteriemi produkovány v první 
fázi sporulace. Mezi geny aktivované pomocí NprR patří nprA, který kóduje proteázu NprA. K 
masivní produkci této proteázy dochází během sporulace za účelem zajištění dostatku živin 
na to, aby alespoň část bakteriální populace mohla ještě setrvat ve vegetativním stavu a 
oddálit tak nutnost tvorby spor (Perchat et al. 2011). Kromě toho se tato látka podílí na 
schopnosti spor obcházet imunitní systém (Haydar et al. 2018). Dalším regulátorem je PlcR, 
jehož aktivace závisí na peptidu označovaném jako PapR. I tento systém je kmenově 
specifický (Slamti a Lereclus 2002). PlcR aktivuje transkripci 45 genů, mezi něž patří řada 
genů pro faktory virulence. Konkrétně ovlivňuje produkci nehemolytického enterotoxinu, 
hemolyzinu BL, cereolyzinu O, cytotoxinu K, fosfolipáz C, sfingomyelinázy a dále také 
například některých proteáz, peptidu s antimikrobiální aktivitou nebo i složek buněčné stěny 
(Gohar et al. 2008). Gen pro PlcR se nachází i u B. anthracis, v důsledku mutace však není 
funkční (Agaisse et al. 1999; Mignot et al. 2001). Důležitým regulátorem genové exprese u 
B. anthracis je AtxA. Bylo vypozorováno, že pokud byl do bakterie vložen funkční gen pro 
PlcR, docházelo k interferenci tohoto proteinu s AtxA, což mělo za následek zabránění 
sporulaci. Tvorba spor je však u B. anthracis velmi zásadní pro jeho infekční cyklus, jelikož 
právě spora funguje jako infekční částice. Je tedy možné, že PlcR je u tohoto druhu neaktivní 
kvůli jeho zmíněnému nepříznivému působení (Mignot et al. 2001). 

Na expresi toxinů B. cereus se podílejí i vnější faktory jako je teplota, složení atmosféry, 
pH či dostupnost živin. Například produkce emetického toxinu může být inhibována 
omezením koncentrace kyslíku v prostředí. Balení potravin v modifikované atmosféře 
s výrazně sníženým množstvím kyslíku tak může pomoci v prevenci rozvoje emetického 
syndromu. Tyto podmínky však naopak mohou být příznivé pro tvorbu enterotoxinu. K vyšší 
akumulaci cereulidu dochází v potravinách, které nejsou kyselé a mají vyšší obsah škrobu a 
vody. Jedním z preventivních kroků může tedy být okyselování potravin (Ceuppens et al. 
2011). Kontaminovaná potravina i její množství ovlivňuje také průchod patogenů trávicím 
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traktem, a to zejména žaludkem, kde může chránit buňky či jejich spory před nízkým pH i 
trávicími enzymy. Rozvoj onemocnění závisí též na střevní mikrobiotě (Jessberger et al. 
2020). 

3.7 Detekce toxinů a toxinových genů 

Tradiční metody detekce toxinů spočívaly ve využití pokusných zvířat. Příkladem je 
sledování akumulace tekutin v podvázané králičí střevní kličce pro důkaz enterotoxinů nebo 
krmení zvířat kontaminovaným krmivem. V současné době je však k dispozici celá řada 
metod, které umožňují toxiny detekovat bez nutnosti účasti živých zvířat (Griffiths a Schraft 
2017). K detekci enterotoxinů lze využít komerční soupravy BCET-RPLA (Oxoid) či Duopath® 
Cereus Enterotoxins (Merck). K dispozici bývala také souprava BDE-VIA (Tecra), ale ta už na 
trhu zřejmě není (Dietrich et al. 2021). Souprava BCET-RPLA (Bacillus cereus enterotoxin -
reverse passive latex agglutination) slouží k detekci L2 složky hemolyzinu BL. Princip metody 
spočívá ve využití latexových částic, které byly senzibilizovány protilátkami proti této složce. 
Pokud je L2 ve vzorku přítomna, dochází kaglutinaci, což je možné pozorovat na 
mikrotitrační destičce, kam se vzorky a reakční činidla nanáší (ThermoFisher Scientific b. r.). 
Souprava Duopath® Cereus Enterotoxins umožňuje detekovat hemolyzin BL a nehemolytický 
enterotoxin. Jedná se o imunochromatografický test, který využívá zlatem označené 
protilátky proti těmto toxinům. Vzorek je aplikován na chromatografický papír a postupně 
jím vzlíná. V papíru jsou obsaženy zmíněné protilátky, a jsou-li ve vzorku přítomny toxiny, 
dochází k vytvoření jejich komplexů s protilátkami. Tyto komplexy jsou následně zachyceny 
v detekční zóně pro daný toxin a vytváří se červená linie, která ukazuje na pozitivitu vzorku 
(Merck b. r.). Obdobné testy pro detekci cytotoxinu K na trhu v současné době nejsou 
(Dietrich et al. 2021). 

Toxicitu lze prokázat také prostřednictvím testů cytotoxicity na různých buněčných 
liniích. Mimoto je možné využít i další metody, jako je například hmotnostní spektrometrie s 
laserovou desorpcí a ionizací za účasti matrice s průletovým analyzátorem (MALDI-TOF MS) 
nebo polymerázová řetězová reakce, která slouží k detekci genů pro bakteriální toxiny. Obě 
zmíněné metody lze použít i pro detekci genů pro bakteriální toxiny (Dietrich et al. 2021). 

3.7.1 Polymerázová řetězová reakce 

Polymerázová řetězová reakce (PCR) je metoda, která umožňuje zmnožení 
požadovaného úseku DNA v in vitro podmínkách (Staněk 2013). Vyvinuta byla v roce 1983 a 
jejím autorem je Kary Mullis, který pro své zásluhy obdržel Nobelovu cenu za chemii (Bartlett 
a Stirling 2003). Metoda spočívá v enzymatické syntéze, díky níž je možné amplifikovat různé 
oblasti DNA, včetně konkrétních genů, pokud jsou známy jejich okrajové sekvence. Počet 
vytvořených kopií se může pohybovat v řádech milionů, tudíž je možné pracovat i s malým 
vstupním množstvím genetického materiálu (Staněk 2013). Aby mohla reakce proběhnout, je 
potřeba připravit reakční směs, která bude obsahovat templátovou DNA, tedy molekulu 
DNA, jejíž část chceme amplifikovat. Dále je nutné přidat DNA polymerázu, což je enzym, 
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který katalyzuje syntézu nových vláken. K dispozici je vícero možností, pro rutinní 
diagnostiku se však obvykle využívá termostabilníTaq polymeráza (Green a Sambrook 2019), 
která byla původně izolována z termofilní bakterie Thermus aquaticus. Termostabilita 
polymerázy je důležitá vzhledem k vysokým teplotám v průběhu reakčních cyklů (Waters a 
Shapter 2014). Další nezbytnou složkou jsou tzv. primery. Jedná se o syntetické 
oligonukleotidové sekvence o délce asi 20-25 nukleotidů, které nasedají na templát (Green a 
Sambrook 2019) a ohraničují úsek DNA, který má být zmnožen (Staněk 2013). Primery jsou 
navrhovány na základě znalosti sekvence DNA templátu, k níž jsou komplementární, a jejich 
vhodný návrh je velmi důležitý pro dosažení požadovaných výsledků (Green a Sambrook 
2019). K reakci jsou potřebné také nukleotidy, které slouží jako stavební kameny pro 
syntetizovanou molekulu DNA (Waters a Shapter 2014) a pro zajištění vyhovujících reakčních 
podmínek se přidává také pufr a kationty (Green a Sambrook 2019). 

Celý proces se skládá ze 3 cyklicky se opakujících kroků, které probíhají v zařízení 
označovaném jako termocykler. Na termocykleru se před zahájením procesu nastaví 
požadované podmínky reakce a přístroj se poté podle zvoleného programu řídí (Staněk 
2013). Kroky, z nichž reakce sestává, jsou následující: 

1) Denaturace (denaturation): Dochází k zahřívání reakční směsi na teplotu asi 94-96 °C 
(Waters a Shapter 2014), což vede k rozvolňování dvoušroubovice DNA a vznikají 
jednovláknové úseky. To je velmi důležité pro správný průběh následujícího kroku 
(Staněk 2013). 

2) Nasedání primerů (annealing): Teplota se oproti prvnímu kroku snižuje na zhruba 30-
65 °C a díky tomu mohou primery nasedat na komplementární místa templátu. Tím 
se vytváří dvouvláknové úseky, na které se ve třetím kroku naváže DNA polymeráza 
(Staněk 2013; Green a Sambrook 2019). 

3) Syntéza DNA (extension): Dochází k nasedání nukleotidů na primery a tvorbě vlákna 
komplementárního k templátu. Reakce je katalyzována DNA polymerázou (Staněk 
2013; Waters a Shapter 2014) a teplota závisí na konkrétním použitém enzymu. 
Například běžně používaná Taq polymeráza je aktivní při 65-75 °C (Staněk 2013). 

Tyto 3 kroky se cyklicky opakují a celkový počet cyklů bývá mezi 25-35 (Green a 
Sambrook 2019). Jako detekční metoda pro ověření, zda došlo kamplifikaci požadovaného 
fragmentu, se nejčastěji využívá gelová elektroforéza. Jedná se o separační metodu 
spočívající v odlišné pohyblivosti nabitých molekul ve stejnosměrném elektrickém poli 
v závislosti na jejich náboji a molekulové hmotnosti, na intenzitě elektrického proudu a na 
porozitě gelu. Používá se gel agarózový či polyakrylamidový. Díky přidání vizualizačního 
činidla je následně možné produkt zobrazit v UV světle jako signál, též označovaný jako band 
(Staněk 2013). 

Jedním z možných využití metody PCR je stanovení přítomnosti genů pro faktory 
virulence, například právě u bakterií skupiny B. cereus. Pouze tímto způsobem však není 
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možné zcela spolehlivě zhodnotit skutečný patogenní potenciál konkrétního kmene, jelikož 
přítomnost genu nemusí nutně znamenat, že dochází i k jeho expresi (Bhunia 2008). 
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4 Metodika 

V praktické části této diplomové práce byl stanovován patogenní profil bakterií skupiny 
Bacillus cereus izolovaných z potravin, krmiv a životního prostředí. Detekovány byly geny pro 
cereulid, hemolyzin BL, nehemolytický enterotoxin, cytotoxin K, cereolyzin O, hemolyzin II, 
hemolyzin III, immune inhibitor A, fosfatidylinositol-specifickou fosfolipázu C, 
fosfatidylcholin-preferující fosfolipázu C a sfingomyelinázu. Dále byl detekován také gen pro 
enzym AHL-laktonázu, zodpovědnou za quorum quenching. 

4.1 Testované kmeny 

Celkem bylo testováno 105 kmenů bakterií skupiny B. cereus, které byly v rámci 
předchozích experimentů izolovány a identifikovány pomocí hmotnostní spektrometrie s 
laserovou desorpcía ionizací za účasti matrice s průletovým analyzátorem (MALDI-TOF MS). 
Jejich podrobný seznam je uveden v Příloze č. 1. Jednalo se o izoláty z jedlého hmyzu 
odchovaného na Katedře zoologie a rybářství České zemědělské univerzity (KZR ČZU, 
40 kmenů), z komerčních výrobků s obsahem jedlého hmyzu (11 kmenů) a z ostatních 
potravin (5 kmenů), dále pak z krmiva pro psy (19 kmenů), ze škeblí (20 kmenů) a z ostatních 
prostředí, která nespadala do žádné z výše uvedených kategorií (10 kmenů), viz Tabulka č. 1. 
Pro kontrolu byl analyzován také sbírkový kmen B. cereus CCM 2010 z České sbírky 
mikroorganismů, u něhož jsou dostupné sekvence celého genomu. 

Testované kultury byly kultivovány v trypton-sójovém bujónu (TSB) za aerobních 
podmínek při 30 °C přes noc. Jejich čistota byla ověřena mikroskopicky (Nikon ECLIPSE E200). 

Tabulka č. 1: Přehled původu testovaných izolátů. 

Prostředí Počet izolátů Celkem izolátů 

Jedlý hmyz cvrčci z chovu KRZ ČZU - 40 

psí granule 12 

Krmivo pro psy sušené kuřecí pařáty 3 19 

sušený losos 4 

kontaminace jiných bakteriálních kultur 3 

řasy 1 

Ostatní senáž 1 10 

trávicí trakt včely medonosné 3 

voda z chovu škeblí 2 

kakaové boby 2 

Ostatní potraviny pasterovaný med 1 5 

ricotta 2 

Škeble asijská - - 20 
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Tabulka č. 1 (pokračování) 

Prostředí Počet izolátů Celkem izolátů 

proteinová cvrčci mouka 1 

Výrobky z jedlého hmyzu 
tyčinky s cvrččím proteinem 

(příchuť hořká čokoláda s pomerančem) 
3 11 

tyčinky s cvrččím proteinem 
(příchuť ananas s kokosem) 

7 

CELKEM - 105 

4.2 Příprava buněčného lyzátu 

Do sterilní mikrozkumavky o objemu 1,5 ml (Eppendorf) byl odebrán 1 ml čerstvě 
narostlé axenické kultury. Odebraná kultura byla následně odstředěna při 14 500ot/min po 
dobu 2 minut a supernatant slit. K buněčnému peletu bylo přidáno 100 u.1 PrepMan Ultra 
Sample Preparation Reagent (Applied Biosystems). Směs byla promíchána na vortexu, 
následně zahřívána na termobloku při 100 °C po dobu 10 minut a ponechána 2 minuty při 
pokojové teplotě zchladnout. Poté byla opět odstředěna při 14 500 ot/min po 2 minuty. Do 
nové sterilní mikrozkumavky o objemu 1,5 ml (Eppendorf) bylo přeneseno 60 u.1 
supernatantu. Takto vzniklý buněčný lyzát byl uchováván v mrazničce a použit pro PCR 
analýzu. 

4.3 Amplifikace genů pro faktory virulence a AHL-laktonázu 

Amplifikace byla provedena metodou polymerázové řetězové reakce (PCR). Pro každou 
reakci byla připravena směs o celkovém objemu 25 u.1, která obsahovala 12,5 u.1 DreamTaq 
Green PCR Master Mixu (Thermo Scientific), 8,5 u.1 PCR vody (nuclease-free, Thermo 
Scientific), 1 u.1 forward (10 u.M) a 1 u.1 reverse (10 u.M) primeru pro konkrétní gen a 2 u.1 
DNA. Amplifikace pak probíhala v termocyklerech ClOOOTouch (Bio Rad) a T1000 (Bio Rad). 
Seznam testovaných genů a použitých PCR programů je uveden v Tabulce č. 2. Tabulka č. 3 
pak obsahuje teplotní podmínky daných programů. 
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Tabulka č. 2: Přehled testovaných genů, použitých primerů a jejich sekvencí, velikostí PCR 
produktů a použitých PCR programů. 

Toxin/produkt Gen Primery Sekvence 5' - 3' 
Velikost 
produktu 

(bp) 

PCR 
program 

Cereulid ces 
CesFl GGTGACACATTATCATATAAGGTG 

1271 PCR la Cereulid ces 
CesR2 GTAAG CG AACCTGTCTGTAACAACA 

1271 PCR la 

Hemolyzin BL hbl 
HD2F GTA AAT TAI GAT GAI CAA TTTC 

1091 PCR 1 Hemolyzin BL hbl 
HA4R AGA ATA GGC ATT CAT AGA TT 

1091 PCR 1 

Nehemolytický 
enterotoxin 

nhe 
NA2F AAG CIG CTCTTC GIATTC 

766 PCR 1 
Nehemolytický 

enterotoxin 
nhe 

NB1R ITI GTT GAA ATA AGC TGT GG 
766 PCR 1 

Cytotoxin K 
cytK CKF2 ACAGATATCGGICAAAATGC 

421 PCR 1 Cytotoxin K 
cytK 

CKR5 CAAGTIACTTGACCIGTTGC 
421 PCR 1 

Cereolyzin 0 clo 
CerOf GTATCTACTTGGAATSAAAAG 

659 PCR 6a Cereolyzin 0 clo 
CerOr TAATCTGTATTGTTATGAAC 

659 PCR 6a 

Hemolyzin II hlyll 
BcHlyll-S AGAAGGAGTGGCTGTCTGTA 

535 PCR 3 Hemolyzin II hlyll 
BcHlyll-A TTCTTTCCAAGCAAAGCTAC 

535 PCR 3 

Hemolyzin III hly III 
BCHEM1 AATGACACGAATGACACAAT 

444 PCR 3 Hemolyzin III hly III 
BCHEM3 ACGATTATGAGCCATCCCAT 

444 PCR 3 

Immune inhibitor A inhA2 
lnhA2.1 CGCGGATCCCACCGATTTATCTG 

3087 PCR 6b Immune inhibitor A inhA2 
lnhA2.2 CCGGAATTCCTTTCCCCACATAATTTG 

3087 PCR 6b 

Fosfatidylinositol-
specifická fosfolipáza 

C 
(Lecitináza C, piplc) 

piplc 
phosCl CGCTATCAAATGGACCATGG 

569 PCR 3a 

Fosfatidylinositol-
specifická fosfolipáza 

C 
(Lecitináza C, piplc) 

piplc 

phosC2 G GACTATTCCATG CTGTACC 
569 PCR 3a 

Fosfatidylcholin-
preferující fosfolipáza 

C 
(Cereolysin A, pcpi) 

cerA 
CERA 1 ACTGAGTTAGAGAACGGTAT 

536 PCR 3a 

Fosfatidylcholin-
preferující fosfolipáza 

C 
(Cereolysin A, pcpi) 

cerA 

CERA 2 CGCTTACCTGTCATTGGTGT 
536 PCR 3a 

Sfingomyelináza 
(Cereolysin B, Sph) 

cerB 
CERB 1 TCGTAGTAGTGGAAGCGAAT 

457 PCR 3a 
Sfingomyelináza 

(Cereolysin B, Sph) 
cerB 

CERB 2 AGTCGCTGTATGTCCAGTAT 
457 PCR 3a 

AHL laktonáza HA 
AI F TAAATGTAAAGGTGGATACATAATGACAGT 

750 PCR 6c AHL laktonáza HA 
AIR AGCTCATG ACTTTTTG C ACT AT ATAT A 

750 PCR 6c 

Hemolyzin BL-
složka B 

hbIA 
FHbIA G C A A AATCTATG AATG CCTA 

884 PCR 5 
Hemolyzin BL-

složka B 
hbIA 

RHbIA GCATCTGTTCGTAATGTTTT 
884 PCR 5 
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Tabulka č. 2 (pokračování) 

Toxin/produkt Gen Primery Sekvence 5' - 3' 
Velikost 
produktu 

(bp) 

PCR 
program 

Hemolyzin BL-
složka L2 

hbIC 
FHbIC CCTATCAATACTCTCGCAA 

695 PCR 5 
Hemolyzin BL-

složka L2 

hbIC 
RHbIC TTTCCTTTGTTATACGCTGC 

695 PCR 5 

Hemolyzin BL-
složka U 

hbID 
FHD GAAACAG G GTCTCATATTCT 

1018 PCR 5 
Hemolyzin BL-

složka U 
hbID 

RHD2 CTG CATCTTTATG AATATCA 
1018 PCR 5 

Tabulka č. 3: Přehled programů použitých pro PCR. 

Program Fáze Teplota (°C) Čas trvání 
Počet 

opakování 
Reference 

Počáteční denaturace 95 3 min 1 
Denaturace 95 30 s 

Upraveno podle 
Ehling-Schulz etal. (2006) 

PCR 1 Hybridizace 49 30 s 30 
Upraveno podle 

Ehling-Schulz etal. (2006) 
Elongace 72 90s 

Upraveno podle 
Ehling-Schulz etal. (2006) 

Konečná elongace 72 5 min 1 
Počáteční denaturace 95 3 min 1 

Denaturace 95 30 s 
PCR la Hybridizace 49 30 s 30 Ehling-Schulz etal. (2006) 

Elongace 72 90s 
Konečná elongace 72 7 min 1 

Počáteční denaturace 95 3 min 1 
Denaturace 94 15 s 

PCR 3 Hybridizace 55 45 s 30 Hendriksen etal. (2006) 
Elongace 72 2 min 

Konečná elongace 72 2 min 1 
Počáteční denaturace 95 3 min 1 

Denaturace 94 30 s 
PCR 3a Hybridizace 55 30 s 30 Hendriksen etal. (2006) 

Elongace 72 45 s 
Konečná elongace 72 2 min 1 

Počáteční denaturace 95 3 min 1 
Denaturace 94 30 s 

PCR 6a Hybridizace 52 30 s 30 Raddadi etal. (2009) 
Elongace 72 45 s 

Konečná elongace 72 5 min 1 
Počáteční denaturace 95 3 min 1 

Denaturace 94 30 s 
PCR 6b Hybridizace 55 45 s 30 Raddadi etal. (2009) 

Elongace 72 1 min 
Konečná elongace 72 5 min 1 

Počáteční denaturace 95 3 min 1 
Denaturace 94 30 s 

PCR 6c Hybridizace 50 30 s 30 Raddadi etal. (2009) 
Elongace 72 2 min 

Konečná elongace 72 7 min 1 
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Tabulka č. 3 (pokračování) 

Program Fáze Teplota (°C) Čas trvání 
Počet 

opakování 
Reference 

PCR5 

Počáteční denaturace 95 5 min 1 

Ngamwongsatit et al. (2008) PCR5 
Denaturace 94 45 s 

30 Ngamwongsatit et al. (2008) PCR5 Hybridizace 54 1 min 30 Ngamwongsatit et al. (2008) PCR5 
Elongace 72 2 min 

30 Ngamwongsatit et al. (2008) PCR5 

Konečná elongace 72 5 min 1 

Ngamwongsatit et al. (2008) 

4.4 Separace a vizualizace PCR produktů 

PCR produkty byly separovány pomocí gelové elektroforézy. Pro přípravu gelu bylo 
smícháno 100 ml 0,75xTAE pufru (Tris-acetát-EDTA, Serva) a 1 g agarózy (Serva). Tato směs 
byla promíchána a zahřívána v mikrovlnné troubě po dobu cca 2,5-3 minut do úplného 
rozpuštění. Poté byl gel chvíli ponechán při pokojové teplotě několik minut zchladnout a 
následně bylo přidáno 5 pl barviva GelRed (Biotinum). Promíchaná směs byla poté nalita do 
formy s předem vloženými hřebeny pro vytvoření jamek a gel byl ponechán 20-30 minut 
zatuhnout. Následně byla forma přenesena do elektroforetické vany s 
0,75x koncentrovaných TAE pufrem (Serva) a hřebeny byly vyjmuty. Do jamek bylo 
napipetováno 5 pl PCR produktu. Pro stanovení velikosti PCR produktů bylo do první jamky 
v řadě pipetováno 5 pl velikostního standardu. Podle předpokládané délky amplikonu byl 
využit buď 50bp DNA Ladder (Invitrogen by ThermoFisher Scientific) pro kratší produkty 
(pod 1000 bp), nebo GeneRuler lkb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific) pro produkty nad 
1000 bp. Separace probíhala při konstantním napětí 100 V po dobu 50-60 minut 
(elektroforéza BioRad a VWR). 

Po skončení separace byl gel vyjmut a přenesen do UV transiluminátoru (BioRad), kde 
byly pomocí programu Quantity One fragmenty DNA vizualizovány a pořízeny digitální 
snímky. Velikost PCR produktů byla posuzována na základě porovnání bandu se standardem. 

4.5 Sekvenování 

4.5.1 Purifikace 

Pro ověření, zda se skutečně podařilo amplifikovat cílové geny, byly od každého 
z pozitivně testovaných genů vybrány a osekvenovány 2 pozitivní PCR produkty. 
Sekvenovány byly také 2 z nespecifických produktů vzniklých při amplifikaci genu pro 
hemolyzin BL. PCR produkty byly purifikovány pomocí E.Z.N.A. Cycle Pure Kit (Omega Bio 
Tek). Dvacet pl produktu bylo smícháno se 100 pl CP pufru a přeneseno do kolonky vložené 
ve sběrné 2ml mikrozkumavce. Směs byla následně odstředěna při 14 500ot/min po dobu 
60 sekund a filtrát byl odstraněn. Poté bylo přidáno 700 pl promývacího pufru zředěného 
100% etanolem. Následovalo odstředění při 14 500 ot/min po 60 sekund a slití filtrátu. Tento 
krok byl proveden dvakrát po sobě. Následně byla kolonka bez přídavku pufru odstředěna při 
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14 500ot/min, tentokrát po dobu 2 minut, aby došlo k proschnutí kolonky. Ta byla poté 
přenesena do nové mikrozkumavky (objem 1,5 ml) a bylo do ní napipetováno 30 u.1 elučního 
pufru. Po odstátí při pokojové teplotě po dobu 2 minut byly vzorky opět odstředěny při 
14 500ot/min po dobu 60 sekund. Přečištěný produkt v mikrozkumavce byl skladován při 
teplotě -20 °C až do další analýzy. 

4.5.2 Příprava k sekvenování a zpracování sekvencí 

Z přečištěného PCR produktu bylo odebráno 5 u.1 a smícháno s 5 u.1 forward primeru o 
koncentraci 5 u.M. Sekvenování bylo provedeno společností Eurofins Genomics a jednalo se o 
Sangerovu metodu. Sekvence byly následně zpracovány v programech Chromas Lite a 
BioEdit, a porovnány se sekvencemi dostupnými v databázi NCBI (National Center for 
Biotechnology Information) pomocí programu BLAST. 

4.6 Statististické vyhodnocení 

Závěrem bylo posuzováno, zda existují statisticky významné rozdíly ve výskytu 
sledovaných genů mezi různými prostředími a mezi různými druhy. Pro posouzení rozdílů 
mezi prostředími byly izoláty rozděleny do 6 skupin dle původu (viz Tabulka č. 1 v kapitole 
4.1). Pro hodnocení rozdílů mezi druhy byly kmeny rozřazeny do 2 skupin. První z nich byla 
tvořena izoláty identifikovanými jako B. cereus sensu stricto a druhá všemi ostatními kmeny, 
včetně těch, které se nepodařilo identifikovat jednoznačně a byly jim přiřazeny 2 možné 
druhové názvy (viz Tabulka č. 4 v kapitole 5). Souhrnná skupina ostatních druhů byla 
vytvořena proto, že druhy, které nebyly identifikovány jako B. cereus sensu stricto, se 
vyskytovaly pouze ve velmi malých počtech, což by mohlo negativně ovlivnit statistické 
vyhodnocení. 

Pro statistickou analýzu byl použit program Statistica 12 (TIBCO Software Inc.). Nejprve 
byla otestována normalita dat pomocí Shapiro-Wilkova a Kolmogorov-Smirnovova testu, a 
jelikož data nepocházela z normálního rozložení, byly k analýze využity neparametrické 
metody, konkrétně Kruskal-Wallisův test pro hodnocení rozdílů mezi více než dvěma 
skupinami a Mann-Whitneyův U test pro testování rozdílů mezi dvěma skupinami. Testování 
probíhalo na hladině významnosti a = 0,05. 
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5 Výsledky 

V diplomové práci byla stanovována přítomnost genů pro faktory virulence a AHL-
laktonázu u 105 kmenů izolovaných z různých prostředí, viz Tabulka č. 1 v kapitole 4.1. 
Všechny izoláty byly identifikovány pomocí MALDI-TOF MS. Převážnou většinu vzorků tvořil 
druh B. cereus sensu stricto a dále se vyskytl také B. mycoides, B. pseudomycoides, 
B. thuringiensis a B. weihenstephanensis. Přehled identifikovaných druhů je uveden 
v Tabulce č. 4. Některé izoláty nebylo možné jednoznačně přiřadit pouze k jednomu druhu, 
proto jsou pro ně v tabulce uvedeny 2 možné druhové názvy. 

Tabulka č. 4: Druhová příslušnost testovaných izolátů na základě MALDI-TOF hmotnostní 
spektrometrie. 

Identifikované druhy Počet izolátů *Ostatní druhy skupiny B. cereus Počet izolátů 

B. cereus sensu stricto1 86 B. cereus/mycoides 7 

B. mycoides 4 

Ostatní druhy skupiny 
B. cereus* 

B. mycoides/thuringiensis 2 
Ostatní druhy skupiny 

B. cereus* 
19 B. pseudomycoides 1 

Ostatní druhy skupiny 
B. cereus* 

B. thuringiensis 3 

B. weihenstephanensis2 2 
1 Včetně druhů, které pomocí MALDI-TOF MS nelze od B. cereus sensu stricto odlišit. 
2 Psychrofilní kmen B. mycoides. 

5.1 Přítomnost stanovovaných genů 

V Tabulce č. 5a a 5b jsou uvedeny počty izolátů z jednotlivých prostředí, které byly 
pozitivní na testované geny. U žádného z testovaných kmenů nebyly detekovány geny pro 
cereulid a hemolyzin BL. Z detekovaných genů měl nejnižší prevalenci inhA2, kódující 
immune inhibitor A (3 %). Nejčastěji se naopak vyskytoval gen pro hemolyzin III (99 %). 
Obrázek č. 4 zobrazuje výsledky detekce genu pro AHL-laktonázu (a/7/4), jejíž celková 
prevalence činila 68 %. 

Pro ověření, zda skutečně došlo k amplifikaci požadovaných genů, byly pro každý z nich 
osekvenovány 2 vybrané pozitivní PCR produkty. U všech testovaných sekvencí bylo 
potvrzeno, že se jedná o námi požadované geny. Výjimkou byl gen pro immune inhibitor A, 
jehož sekvence nebyly čitelné. Specifita primerů byla vysoká u všech testovaných genů 
s výjimkou genu pro hemolyzin BL (hbl), u něhož často vznikaly nespecifické produkty. 
Osekvenováním 2 vybraných vzorků bylo zjištěno, že došlo k amplifikaci genu pro kolagen 
adhezivní protein. Výsledky PCR analýzy u sbírkového kmene B. cereus CCM 2010 byly 
v souladu s výsledky celogenomového sekvenování. 
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Obrázek č. 4: Výsledky detekce genu pro AHL-laktonázu (aiiA) o velikosti fragmentů 750 bp. 

-
700 b p — 

Tabulka č. 5a: Prevalence genů pro faktory virulence a AHL-laktonázu u vzorků izolovaných 
z různého prostředí. Vyjádřeno jako počet pozitivních vzorků (procentuální zastoupení 
pozitivních vzorků v dané kategorii). 

Prostředí Počet ces hbl nhe cyt/C clo hlyll 

Jedlý 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 %) 

Ostatní 10 0 (0 %) 0 (0 %) 10 (100 %) 5 (50 %) 8 (80 %) 4 (40 %) 

Ostatní potraviny 5 0 (0 %) 0 (0 %) 5(100%) 1 (20 %) 5(100%) 2 (40 %) 

Škeble asijská 20 0 (0 %) 0 (0 %) 14(70 %) 1 (5 %) 20 (100 %) 1 (5 %) 

Výrobky z jedlého 
hmyzu 

11 0 (0 %) 0 (0 %) 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 č. 5b (pokračování) 

Prostředí Počet hlylll inhA2 piplc cer/4 cerB a/7/4 

Jedlý 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 %) 

Ostatní 10 9 (90 %) 1 (10 %) 9 (90 %) 10(100%) 10 (100 %) 7 (70 %) 

Ostatní potraviny 5 5 (100 %) 0 (0 %) 5 (100 %) 5 (100 %) 4 (80 %) 3 (60 %) 

Škeble 20 20(100%) 1 (5 %) 12(60 %) 14 (70 %) 14 (70 %) 12 (60 %) 

Výrobky z jedlého 
hmyzu 

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 ověření funkčnosti primerů pro hemolyzin BL, na který nebyl žádný ze vzorků 
pozitivní, byly u 19 kmenů testovány také primery specifické pro jednotlivé složky toxinu. 
Žádný z testovaných kmenů nenesl gen pro složku B (hbIA). Geny pro složku Li (hbID) a L.2 
(hbIC) pak byly zjištěny u 14 kmenů (74 %). Výsledky testování jsou podrobněji rozepsány 
v Tabulce č. 6. 

Tabulka č. 6: Přítomnost genů pro složky hemolyzinu BL v genomu vybraných vzorků. 

Číslo vzorku Označení izolátu hbIA hbIC hbID 
1 11a - + + 
2 11KRYSTAL - + + 
3 13b 02 - + + 
4 14a - + + 
5 1CP - - -

6 lvzMl - - -
7 2/1 bac - + + 
8 2/2 D - - -

9 6/1 bac - + + 
10 6/2 bc - + + 
11 6CP - - -

12 8a - + + 
13 A72b HEM - - -

14 BC1/3 Bl - + + 
15 BMS 4/3 - + + 
16 CS17 - + + 
17 CS3 - + + 
18 S2 - + + 
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Tabulka č. 6 (pokračování) 

Číslo vzorku Označení izolátu hbIA hbIC hbID 
19 S6 - + + 

- Gen nepřítomen. + Gen přítomen. 

Dále bylo posuzováno, zda existuje statisticky významný rozdíl v prevalenci 
jednotlivých genů u kmenů pocházejících z různého prostředí. Rozdíly v četnosti výskytu clo, 
hlylll a inhA2 prokázány nebyly. Statisticky významně se ovšem lišila četnost pro cytK a aiiA. 
V obou případech byly nalezeny celkem 4 rozdíly mezi dvojicemi prostředí, viz Tabulka č. 7. 
Oba geny se vyskytovaly zejména u jedlého hmyzu a výrobků z hmyzu. Kruskal-Wallisův test 
prokázal statisticky významné rozdíly také v četnosti výskytu piplc, cerA, cerB, nhe a hlyll, 
nicméně podrobnější vyhodnocení nebylo dostatečně citlivé, aby ukázalo, která konkrétní 
prostředí se mezi sebou liší. Proto byly pomocí Mann-Whitneyova U testu dále porovnány 
jednotlivé dvojice pro každý z těchto genů. Prevalence piplc se mezi prostředími statisticky 
významně lišila ve dvou případech a hlyll v jednom případě, jak je opět znázorněno v Tabulce 
č. 7. Piplc se vyskytoval nejvíce u izolátů z krmiva pro psy, výrobků z jedlého hmyzu a 
ostatních potravin. Prevalence hlyll byla nejvyšší u výrobků z jedlého hmyzu. U zbylých genů 
pak žádné rozdíly již nalezeny nebyly. Izoláty z jedlého hmyzu chovaného na ČZU a 
z komerčních hmyzích produktů se mezi sebou statisticky významně nelišily v žádném 
z případů. 

Tabulka č. 7: Statisticky významné rozdíly v zastoupení genu pro cytotoxin K (cytK), AHL-
laktonázu (aiiA), fosfolipázu C (piplc) a hemolyzin II (hlyll) u izolátů z různého prostředí 
(n = 105). Vyjádřeno jako procentuální zastoupení pozitivních vzorků z daného prostředí 
(počet pozitivních izolátů). 

Původ cytK aiiA piplc hlyll 
Jedlý hmyz 100 % (40)a 98 % (39)a 98 % (39)a 13 % (5)ab 

Krmivo pro psy 0 % (0)b 0 % (0)b 100%(19)a 0 % (0)a 

Ostatní 50 % (5)ab 70 % (7)a 90 % (9)ab 40 % (4)ab 

Ostatní potraviny 20 % (l) a b 60 % (3)ab 100 % (5)ab 40 % (2)ab 

Škeble 5%(l) b 60%(12)a 60%(12)b 5 % (l) a b 

Výrobky z hmyzu 82 % (9)a 91%(10)a 100 % ( l l ) a b 45 % (5)b 

a- b Hodnoty ve sloupcích označené alespoň jedním shodným písmenem se statisticky 
významně neliší (p > 0,05). 

5.2 Rozdělení kmenů do skupin na základě patotypu 

Na základě přítomnosti genů kódujících jednotlivé faktory virulence vgenomu lze 
kmeny rozdělit do 19 patotypových skupin znázorněných v Tabulce č. 8. Nejmenší počet 
genů detekovaných u vzorků byl 2 a největší naopak 9. Všech 11 genů nenesl žádný z izolátů. 
Nejvíce byly mezi vzorky zastoupeny kmeny ze skupiny č. 6, které nesly geny nhe, cytK, clo, 
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hlylll, piplc, cerA a cerB. Hned po ní následovala skupina č. 8 a větší počet kmenů sdružovala 
také skupina č. 2 a 19. Do skupiny č. 5 se řadily 3 izoláty, do skupiny č. 11 2 izoláty a ostatní 
skupiny byly zastoupeny pouze jedním kmenem. 

Tabulka č. 8: Patotypové skupiny. 

Skupina Počet ces hbl nhe cytK clo hlyll hlylll inhA2 piplc cerA cerB 
1 1 - - + + + + + + + + + 
2 10 - - + + + + + - + + + 
3 1 - - + + + - + + + + + 
4 1 - - + + - + + + + + + 
5 3 - - + - + + + - + + + 
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 - - - - + - + - - - -

- Negativní. + Pozitivní. 

U skupin zahrnujících alespoň 5 kmenů (skupina č. 2, 6, 8 a 19) bylo dále posouzeno, 
zda existují statisticky významné rozdíly v jejich výskytu mezi sledovanými prostředími. 
Zatímco u skupiny č. 2 (10 kmenů), která výrazně neprevažovala v žádném z prostředí, 
rozdíly nalezeny nebyly, u ostatních ano. Výskyt skupiny č. 6 (37 kmenů), jež byla nejvíce 
zastoupena mezi izoláty z jedlého hmyzu, se prokazatelně lišil ve 4 případech. Skupina č. 8 
(35 kmenů) zahrnovala všechny kmeny izolované z krmiva pro psy (19) a naopak žádný kmen 
z jedlého hmyzu nebo z výrobků z hmyzu. Statisticky významně se od sebe lišily také izoláty z 
jedlého hmyzu a škeblí, kde byla skupina č. 8 četnější. U skupiny č. 19 (5 kmenů), která byla 
zastoupena pouze ve škeblích, pak byly pomocí Kruskal-Wallisova testu taktéž prokázány 
rozdíly, nicméně podrobnější vyhodnocení nebylo dostatečně citlivé, aby ukázalo, která 
konkrétní prostředí se mezi sebou liší. Při porovnání jednotlivých dvojic prostředí pomocí 
Mann-Whitneyova U testu žádné statisticky významné rozdíly prokázány nebyly. Výskyt 
posuzovaných patotypových skupin dle původu kmenů a statisticky významné rozdíly v 
prevalenci jsou znázorněny v Tabulce č. 9. 
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Tabulka č. 9: Výskyt patotypových skupin čítajících > 5 izolátů v různých prostředích. 
Vyjádřeno jako procentuální zastoupení kmenů skupiny z celkového počtu izolátů zdaného 
prostředí (počet kmenů skupiny v daném prostředí). 

Prostředí Skupina č. 2 Skupina č. 6 Skupina č. 8 Skupina č. 19 
Jedlý hmyz 13 % (5)a 80 % (32)a 0 % (0)a 0 % (0)* 

Krmivo pro psy 0 % (0)a 0 % (0)b 100%(19)b 0 % (0)* 
Ostatní 20 % (2)a 10%(l) b 40 % (4)ab 0 % (0)* 

Ostatní potraviny 0 % (0)a 20%(l) a b 20%(l) a b 0 % (0)* 
Škeble asijská 0 % (0)a 0 % (0)b 55 % ( l l ) b c 25 % (5)* 

Výrobky z hmyzu 27 % (3)a 27 % (3)b 0 % (0)ac 0 % (0)* 

a, b, c Hodnoty ve sloupcích označené alespoň jedním shodným písmenem se statisticky 
významně neliší (p > 0,05). 
* Nejednoznačné statistické vyhodnocení. 

5.3 Přítomnost sledovaných genů v závislosti na druhu bakterie 

Posuzováno bylo též zastoupení genů ve vztahu k bakteriálnímu druhu. Jelikož 
nad ostatními druhy, které byly zastoupeny jen v malých počtech, výrazně převažoval 
B. cereus sensu stricto, byly posuzovány rozdíly mezi ním a souhrnnou skupinou všech 
ostatních identifikovaných druhů. Statisticky významné rozdíly byly zjištěny pouze ve výskytu 
genů pro fosfolipázu C (piplc) a cytotoxin K (cytK), které dominovaly u B. cereus sensu stricto. 
Zastoupení těchto dvou genů v obou porovnávaných skupinách je znázorněno v Grafech č. 1 
a 2. 

Graf č. 1: Zastoupení genu pro fosfolipázu C (piplc) u B. cereus sensu stricto a ostatních druhů 
(čísla ve sloupcích vyjadřují počty kmenů) (n = 105). 

piplc 
• pozitivní izoláty • negativní izoláty 

B. cereus s.s. (n = 86) Ostatní druhy (n = 19) 

49 



Graf č. 2: Zastoupení genu pro cytotoxin K (cytK) u B. cereus sensu stricto a ostatních druhů 
(čísla ve sloupcích vyjadřují počty kmenů) (n = 105). 

cytK 
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6 Diskuze 

B. cereus sensu lato jsou velice zajímavou skupinou bakterií pro své různorodé pozitivní 
i negativní vlastnosti. Její zástupci mohou například podporovat růst rostlin, podílet se na 
koloběhu dusíku v půdě, působit probioticky či narušovat quorum sensing jiných bakterií. Na 
druhou stranu je však známo také jejich patogenní působení, na kterém se významně podílejí 
jejich toxiny. V souvislosti s potravinami představují B. cereus sensu lato riziko alimentárního 
onemocnění, s nímž je spojován zejména cereulid, hemolyzin BL, nehemolytický enterotoxin 
a cytotoxin K. Též se mohou podílet na jejich kažení, což je přisuzováno činnosti bakteriálních 
enzymů. Bakterie této skupiny jsou široce rozšířeny v prostředí a kontaminují celou řadu 
různých potravin, mezi které patří i jedlý hmyz, z něhož pochází velká část izolátů 
zkoumaných v této diplomové práci. Popularita jedlého hmyzu v posledních letech roste, ale 
jak upozorňují někteří autoři, ještě je třeba lépe porozumět tomu, jaká mikrobiologická rizika 
jsou s ním spojena. Nicméně je již známo, že bakterie skupiny B. cereus jedním z těchto rizik 
jsou (Grabowski a Klein 2017; Fasolato et al. 2018; Fernandez-Cassi et al. 2020). V této 
diplomové práci byly hodnoceny rozdíly v zastoupení zkoumaných genů mezi izoláty 
z různého prostředí, přičemž zvláštní pozornost byla věnována porovnání kmenů izolovaných 
ze cvrčků chovaných v prostředí univerzity a z komerčních výrobků s obsahem cvrččího 
proteinu. 

Stejně jako ve studiích autorů Aragon-Alegro et al. (2008), Ankolekar et al. (2009), Kim 
et al. (2011) či Fasolato et al. (2018) u žádného z testovaných vzorků nebyl detekován gen 
pro cereulid. Jedná se totiž o nepříliš častou vlastnost. Například Hoton et al. (2009) zjistili, že 
u náhodně vybíraných vzorků se prevalence pohybuje jen kolem 1,5 %. K podobnému 
výsledku došli také Berthold-Pluta et al. (2019). Naproti tomu Forghani et al. (2014) uvádějí 
prevalenci asi 14 % a Hoton et al. (2009) dokonce 32,8 %, a to u vzorků, které měly souvislost 
s alimentárním onemocněním. V porovnání s emetickými kmeny se ve skupině B. cereus 
častěji vyskytují kmeny nesoucí genetické determinanty pro enterotoxiny (Jessberger et al. 
2020). Geny kódující všechny 3 složky hemolyzinu BL (B, Li a L2) byly detekovány u 26,6 % 
izolátů z jedlého hmyzu (Fasolato et al. 2018), 31,9-62,5 % kmenů z různých pokrmů a 
potravin (Bonerba et al. 2010; Samapundo et al. 2011; Sánchez-Chica et al. 2021) či u 90 % 
izolátů z potravin a klinických vzorků (Kim et al. 2011). V této diplomové práci nebyl na 
kompletní hbl pozitivní žádný ze vzorků. Vgenomu některých kmenů však může být 
přítomna jen část z genů potřebných pro vznik kompletního a funkčního Hbl (Sánchez-Chica 
et al. 2021). Testování přítomnosti genů pro jednotlivé složky toxinu u 19 náhodně 
vybraných kmenů ukázalo, že žádný z izolátů nenesl hbIA, jenž kóduje vazebnou složku Hbl 
(Jessberger et al. 2019a). HbIC a hbID byly detekovány u 74 % vzorků. U žádného 
z testovaných kmenů tedy nebyly nalezeny předpoklady pro produkci funkčního hemolyzinu 
BL (Jessberger et al. 2019a). Toto zjištění odpovídá výsledkům testování pomocí první sady 
primerů, navržené pro detekci kompletního toxinového genu. Je na místě zmínit, že se hbl, 
podobně jako nhe, vyznačuje vyšším stupněm polymorfismu (Guinebretiěre et al. 2002), což 
někdy může vést k tomu, že se nepodaří přítomnost genu odhalit, i když se v genomu nachází 
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(Aragon-Alegro et al. 2008). Stejně jako hemolyzin BL, také nehemolytický enterotoxin se 
skládá ze tří složek, které jsou zapotřebí pro jeho aktivitu (Lindbäck 2004). Genetické 
předpoklady pro tvorbu Nhe jsou mezi bakteriemi skupiny velmi rozšířeny. Prevalence 
zjištěná v různých studiích se pohybuje od 70-100 % (Ngamwongsatit et al. 2008; Bonerba et 
al. 2010; Kim et al. 2011; Samapundo et al. 2011; Sánchez-Chica et al. 2021), s čímž se 
shodují i výsledky této práce, v níž celková prevalence činila 91 %. Nejnižší byla u izolátů ze 
škeblí (70%), následoval jedlý hmyz (93%) a pak izoláty ze zbylých prostředí (100%). 
Podobně často bývá nacházen také gen pro enterotoxin FM (cwpFM), který se vyskytuje asi u 
60-100% kmenů testovaných v různých studiích. Prevalence genu cytK se pak pohybuje 
přibližně v rozmezí 40-89 % (Ngamwongsatit et al. 2008; Kim et al. 2011; Rather et al. 2012; 
Tewari et al. 2015; Sánchez-Chica et al. 2021), kam zapadá i celková prevalence zjištěná 
v této práci (53 %). Podobně jako ve studii autorů Forghani et al. (2014) i zde byly mezi 
izoláty různého původu prokázány statisticky významné rozdíly. Vysoký výskyt byl 
zaznamenán u izolátů z jedlého hmyzu (100 %) a výrobků z něj (82 %), naproti tomu u kmenů 
získaných ze škeblí byl velmi nízký (5 %) a u izolátů z krmiva pro psy nebyl cytK detekován 
vůbec. Cytotoxin K může být produkován ve 2 variantách, CytK-1, spojované s druhem 
B. cytotoxicus (Fagerlund et al. 2004), a CytK-2, která je rozšířenější a má v porovnání s CytK-
1 nižší toxicitu (Guinebretiěre et al. 2006; Guinebretiěre et al. 2010). Jelikož B. cytotoxicus 
není součástí databáze použité pro identifikaci kmenů v této práci, nelze vyloučit, že některý 
z nich je schopen produkce toxičtější varianty. Z genů kódujících hemolytické proteiny byl 
dále zaznamenán vysoký výskyt clo (96 %) a hlylll (99 %), přičemž zde nebyly shledány žádné 
statisticky významné rozdíly mezi jednotlivými prostředími. Málo se naopak vyskytoval hlyll, 
jehož celková prevalence byla 16 %. K podobným výsledkům (19 % a 21 %) došli také Cadot 
et al. (2010) a Fagerlund (2004). V případě hlyll je možné pozorovat odlišnosti mezi 
prostředími, Největším dílem byl gen zastoupen u izolátů z jedlého hmyzu (45 %), ostatních 
potravin (40 %) a kategorie ostatní (40 %) a naopak se vůbec nevyskytoval u kmenů z krmiva 
pro psy. 

U 3 z testovaných izolátů byl detekován gen inhA2 kódující metaloproteázu immune 
inhibitor A, která je typická pro B. anthracis, ale může se vyskytovat i u jiných druhů, včetně 
B. cereus sensu stricto (Guillemet et al. 2010). Tato metaloproteáza pomáhá bakterie chránit 
před imunitním systémem hostitele, čímž se významně podílí na virulenci. Patogen pak může 
snáze kolonizovat tkáně a vyvolat alimentární či jiné onemocnění (Ramarao a Lereclus 2005). 
Mimoto se InhA podílí na destrukci tkání (Chung et al. 2006), a jak bylo zjištěno v souvislosti 
s B. anthracis, také na rozrušení hemato-encefalické bariéry, což je spojeno s rozvojem život 
ohrožující meningitidy (Mukherjee et al. 2011). Kmeny nesoucí geny pro InhA by se tedy 
měly považovat za velmi rizikové pro lidské zdraví, nicméně je třeba připomenout, že i když u 
pozitivních vzorků vznikl PCR produkt o odpovídající délce, pomocí sekvenování se 
nepodařilo ověřit, že se skutečně jedná sledovaný gen. Důvodem byla špatná čitelnost 
sekvence, což mohlo být zapříčiněno degradací primeru použitého při přípravě vzorků 
k sekvenování. 
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Celková prevalence genů piplc, cerA a cerB byla u testovaných izolátů vysoká (90-94 %) 
Fosfolipázy se mohou podílet na kažení potravin (Meer et al. 1991), ale i na patogenite 
bakterií. Sfingomyelináza společně s fosfatidylcholin-specifickou fosfolipázou C působí 
hemolyticky a mohou též umocňovat hemolýzu navozenou hemolyzinem BL (Beecher a 
Wong 2000). Toho by se však v případě zde testovaných kmenů nemělo být třeba obávat, 
jelikož u nich nebyly nalezeny předpoklady pro produkci funkčního Hbl. Sfingomyelináza by 
dále mohla být zajímavá jako jeden z možných faktorů pro hodnocení míry toxicity bakterie, 
jelikož Jessberger et al. (2019b) vypozorovali korelaci mezi mírou enteropatogenity a expresí 
Sph a NheB společně s vyšší proteázovou aktivitou. Fosfolipázy C pak také mohou hrát roli u 
respiračních onemocnění (Bhunia 2008) a za zmínku zde stojí též jeden z hlavních faktorů 
virulence produkovaných bakteriemi Clostridium perfringens, tzv. alfa-toxin, který mezi 
fosfolipázy C také patří a může zapříčinit rozvoj plynaté gangrény (Urbina et al. 2009). 

Posledním testovaným genem byl aiiA, kódující AHL-laktonázu zodpovědnou za 
narušování quorum sensing jiných bakterií (Dong et al. 2002). Tento enzym je příznivý a mohl 
by najít uplatnění v prevenci či léčbě některých infekcí (Raafat et al. 2019). Bylo by však 
žádoucí, aby produkční kmeny nebyly patogenní. AiiA byl detekován u 68 % testovaných 
izolátů a každý pozitivní kmen zároveň nesl také alespoň jeden enterotoxinový gen a několik 
dalších virulečních genů. 

Hypotézou bylo, že izolované kmeny budou produkovat odlišné typy toxinů v závislosti 
na jejich původu. To se podařilo prokázat jen z části. Tvrzení neplatilo zdaleka pro všechny 
sledované toxiny. Také je třeba zdůraznit, že ve výskytu žádného z genů nebyl zjištěn 
statisticky významný rozdíl mezi všemi typy prostředí. Statisticky významné rozdíly mezi 
izoláty různého původu byly jednoznačně prokázány ve výskytu cytK, phosC a hlyll. CytK se 
nejčastěji vyskytoval u izolátů z jedlého hmyzu (100%) a výrobků z hmyzu (82%), phosC u 
kmenů z krmiva pro psy (100%), výrobků z hmyzu (100%), ostatních potravin (100%) a 
jedlého hmyzu (98 %) a hlyll u izolátů z výrobků z hmyzu (45 %), ostatních potravin (40 %) a 
kategorie ostatní (40 %). Problematičtější bylo vyhodnocení statistické analýzy pro cerA, cerB 
a nhe, u nichž bylo dosaženo sporných výsledků. Důvodem zřejmě byly rozdíly nedostatečně 
výrazné na to, aby bylo možné jednoznačně prokázat jejich statistickou významnost. Pokud 
jde o porovnání izolátů z jedlého hmyzu z chovu na univerzitě a z komerčních hmyzích 
výrobků, v zastoupení jednotlivých genů se od sebe statisticky významně nelišily. 
Vandeweyer et al. (2020) uvádí, že hmyz chovaný v různých podmínkách může mít odlišné 
mikrobiologické charakteristiky, což by se mohlo vztahovat i na předpoklady k produkci 
toxinů v rámci stejného druhu. To zde u jednotlivých genů pozorováno nebylo, ale lišilo 
se zastoupení patotypové skupiny č. 6. Tato skupina tvořila převážnou část izolátů z jedlého 
hmyzu z univerzitního chovu (80%), zatímco u komerčních produktů se vyskytovala méně 
(27 %). Takto výrazný podíl kmenů ze shodné patotypové skupiny u univerzitních cvrčků lze 
přisuzovat tomu, že hmyz byl chován chován ve stejném prostredia pravděpodobně osídlen 
obdobnou mikrobiotou. Bakterie skupiny B. cereus si v prostředí trávicího traktu snadno 
mohou vzájemně předávat plazmidy i některé chromozomální geny. Napomáhá tomu vyšší 
hustota bakteriálního osídlení v porovnání s některými jinými prostředími, jako je například 

53 



půda. Předávání genů pak může vést k tomu, že kmeny různých druhů rostoucí ve stejném 
prostředí mohou mít shodný patogenní profil (Thomas et al. 2000; Böhm et al. 2015). 
Patotypová skupina č. 6 byla tvořena převážně kmeny identifikovanými jako B. cereus sensu 
stricto, který celkově mezi izoláty v této práci převládal. Byl zde však zastoupen také jeden 
kmen B. thuringiensis a jeden kmen identifikovaný nejednoznačné jako B. cereus s. s. nebo 
B. mycoides. U komerčních výrobků z hmyzu, na rozdíl od jedlého hmyzu z univerzity, nebyla 
pozorována žádná patotypová skupina, která by u nich převládala. Jinak tomu bylo v případě 
krmiva pro psy, které se zde hodí vyzdvihnout, jelikož všechny izoláty z něj spadaly do stejné 
patotypové skupiny (č. 8). Není známo, zda všechny vzorky krmiva pocházely ze stejné 
výroby, nicméně na základě zde prezentovaných výsledků lze usuzovat, že je to poměrně 
pravděpodobné. Opět se jednalo převážně o kmeny druhu B. cereus s. s. a mezi nimi byl 
jeden kmen B. thuringiensis. 

Navzdory tomu, že je v souvislosti s alimentárními onemocněními obvykle zmiňován 
B. cereus sensu stricto, geny pro faktory virulence, s výjimkou ces, jsou mezi druhy skupiny 
široce rozšířeny. Bakterie skupiny B. cereus jsou totiž běžně stanovovány na MYP agaru a 
tímto způsobem není obvykle možné je od B. cereus s. s. rozeznat (EFSA 2016). V této práci 
byly mezi B. cereus s. s. a ostatními druhy statisticky významné rozdíly prokázány pouze 
v prevalenci cytK a piplc, přičemž u obou genů byl pozorován vyšší výskyt u B. cereus s. s. 
Forghani et al. (2014) naopak zaznamenali vyšší prevalenci cytK u B. thuringiensis. Nebylo 
však blíže specifikováno, oproti jakým konkrétním druhům byl porovnáván, pouze že se 
jednalo o ostatní druhy skupiny. Zastoupení zbylých testovaných genů se v této diplomové 
práci statisticky významně nelišilo. Není tedy tolik důležité, o jaký konkrétní druh se jedná, 
ale spíše jaké toxinové geny nese. Jak již bylo zmíněno, u žádného z testovaných kmenů 
nebyly shledány předpoklady pro produkci cereulidu a hemolyzinu BL. Naopak valná většina 
izolátů nesla geny pro nehemolytický enterotoxin a velká část také pro cytotoxin K. Z toho je 
patrné, že od nich neplyne riziko emetického syndromu, ale mohly by zapříčinit průjmový 
syndrom, ke kterému dochází v důsledku produkce enterotoxinů bakteriemi ve střevě 
(Griffiths a Schraft 2017). O něco vyšší potenciál k vyvolání průjmů měly kmeny izolované 
z jedlého hmyzu a výrobků z hmyzu, protože se u nich v porovnání s ostatními častěji 
vyskytoval cytK. Mezi izoláty byly dále hojně rozšířeny geny pro fosfolipázy a hemolyziny, což 
umocňuje jejich patogenní potenciál. Pozornost by pak měla být věnována kmenům, u nichž 
byl detekován gen pro immune inhibitor A, jelikož by mohly představovat vážnou zdravotní 
hrozbu. Bylo by u nich tedy vhodné zopakovat sekvenování amplifikovaného PCR produktu, 
aby bylo možné ověřit, zda se skutečně jedná o sledovaný gen. Přítomnost genu vgenomu 
sice nemusí znamenat, že dochází k jeho expresi (Bhunia 2008), nicméně je dobrou známkou 
potenciálního rizika (Aragon-Alegro et al. 2008). 
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7 Závěr 

Geny pro faktory virulence byly mezi testovanými kmeny hojně rozšířeny. Každý izolát 
nesl minimálně dva z nich. Zatímco k produkci cereulidu a hemolyzinu BL neměl předpoklady 
žádný z kmenů, u valné většiny byl zjištěn potenciál ke tvorbě nehemolytického 
enterotoxinu, fosfolipáz a hemolyzinu, kromě hemolyzinu II. Častý byl také výskyt genu pro 
cytotoxin K. Pokud by bakterie byly pozřeny a exprimovaly zmíněné toxiny, mohly by u 
člověka vyvolat průjmové onemocnění. Ktomu měly v porovnání s ostatními o něco vyšší 
potenciál izoláty z jedlého hmyzu a výrobků z hmyzu. Jelikož jsou však k vyvolání 
onemocnění zapotřebí vyšší počty bakterií, rozvoji onemocnění je možné předcházet 
vhodným nakládáním s potravinami, které zabrání jejich pomnožení. 

Předpoklad, že zkoumané kmeny se mezi sebou budou lišit v závislosti na původu, byl 
splněn pouze v případě 3 toxinových genů (cytK, hlyll a piplc) a genu pro AHL-laktonázu 
(aiiA). CytK výrazně převažoval u izolátů z jedlého hmyzu a výrobků z hmyzu, hlyll dominoval 
u kmenů z výrobků z hmyzu, ostatních potravin a kategorie ostatní a piplc byl nejčastější u 
izolátů z krmiva pro psy, jedlého hmyzu, výrobků z hmyzu a z ostatních potravin. AiiA 
převládal u kmenů z jedlého hmyzu a výrobků z hmyzu. V četnosti výskytu ostatních genů 
významné rozdíly zjištěny nebyly. 

Prevalence většiny toxinových genů se nelišila mezi B. cereus sensu stricto a ostatními 
druhy skupiny. Lze tedy dojít k závěru, že potenciálním zdravotním rizikem je nejen B. cereus 
s. s., ale i ostatní druhy skupiny B. cereus. Tato skutečnost by měla být zohledněna, a proto 
by bylo užitečné do budoucna vyvinout snadný, časově nenáročný a levný nástroj pro 
spolehlivé posouzení toxicity kontaminujícího kmene, který by bylo možné běžně využívat 
v potravinářských provozech. 
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9 Samostatné přílohy 

Příloha č. 1-Seznam použitých kmenů 
Původ Označení kmene Druh Patotypová 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 
4bc B. cereus/my coides 6 
6bc 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 

8bc B. cereus 2 
11 bc B. cereus 6 
12 bc B. cereus 6 
14 bc B. cereus 6 

Jedlý hmyz 
8a B. cereus 6 

Jedlý hmyz 
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 0 2 B.cereus 2 
10b O2 B. cereus 9 
10c O2 B. cereus 6 
11a O2 B. cereus 6 
11b O2 B. cereus 6 
12a O2 B. cereus 6 
12b O2 B. cereus 6 
12c O2 B. cereus 6 
13a O2 B. cereus 6 
13b O2 B. cereus 6 
14a O2 B. cereus 2 
14c O2 B. cereus 6 

9CP B. thuringiensis 8 

Krmivo pro psy 9CP02 B. cereus 8 
10CP B. cereus 8 

I 



Původ Označení kmene Druh Patotypová skupina 
10CPO2 B. cereus 8 

6CP B. cereus 8 
1CP B. cereus 8 

ICPO2 B. cereus 8 
2CP B. cereus 8 

2CPO2 B. cereus 8 
3CP B. cereus 8 

Krmivo pro psy 
3CP02 B. cereus 8 

Krmivo pro psy 
4CP B. cereus 8 

4CP02 B. cereus 8 
5CP B. cereus 8 

5CP02 B. cereus 8 
6CP02 B. cereus 8 
11CP B. cereus 8 
12CP B. cereus 8 

12CP02 B. cereus 8 
A72b HEM B. cereus 8 

A119K B. cereus 2 
D39 B. cereus 2 

PBR/6 B. cereus 2 

Ostatní 
SeBa 1/3 B. mycoides 15 

Ostatní 
11VB B. cereus 4 

11KRYSTAL B. cereus 7 
BC1/3 Bl B. thuringiensis 6 
BC1/3 AI B. cereus 8 
BC1/3 A2 B. cereus 8 

2/2D B. cereus 8 
lvz M l B. cereus 13 

Ostatní potraviny MEDP1/1 B. cereus 6 
RM1_1 B. mycoides/ thuringiensis 5 
RM1_2 B. mycoides/ thuringiensis 5 
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 
AN4/8 B. cereus/mycoides 17 

2C B. cereus 1 
Škeble asijská BMS 4/3 B. mycoides 8 

BMS 4/2 -1 B. mycoides 8 
BMS 4/2 - 3 B. weihenstephanensis 8 
BMS 2/2 - 2 B. cereus/mycoides 19 
BMS 2/2 -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 

II 



Původ Označení kmene Druh Patotypová skupina 
BMS 1/2-2 B. cereus 16 

TSB 6/3 B. cereus 8 
Škeble asijská 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 
Výrobky z jedlého hmyzu CS21 B. cereus 6 

CS22 B. cereus 6 
CS23 B. cereus 10 
CS2 B. cereus 5 
CS3 B. cereus 2 
CS5 B. cereus 11 

III 


