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Mikrobiologické ukazatele kvality jedlého hmyzu
Souhrn

V poslednich letech pfitahuje jedly hmyz celosvétovou pozornost. Kvali stalému riistu
populace se zvysuji naroky na produkci potravin, coz zatéZuje Zivotni prostiedi. Hmyz se jevi
jako slibny alternativni zdroj potravy s kvalitnimi Zivinami, jejichz obsah a sloZeni preddi i
konvencni zdroje. Oproti jinym zdrojliim Zivocisnych bilkovin ma hmyz vysokou schopnost
konverze Zivin na biologickou hmotu. Konzumace celého hmyzu se vSak poji s vyskytem
biologickych Ciniteld s nebezpecnym potencidlem obsaZzenych predevsim v travicim traktu.
Stdle vSak nejsou stanovena mikrobiologicka kritéria pro zhodnoceni bezpeénosti konzumace
hmyzu. Tato diplomova prace byla vénovana mikrobidlni bezpecnosti a kvalité jedlého hmyzu,
s cilem zhodnotit mikrobidlni profil hmyzu a navrhnout vhodné indikatorové skupiny
mikroorganismu. V praktické ¢asti byly testovany 3 druhy syrového jedlého hmyzu: moucny
cerv (Tenebrio molitor), cvréek stepni (Gryllus assimilis) a sarance stéhovavé (Locusta
migratoria). Kultivacné, dle platnych norem a standard(, bylo stanoveno 12 skupin
mikroorganismu. Byly zjistény priimérné pocty: celkové aerobni a anaerobni mikroorganismy
7,31 a 7,86 log KTJ/g, aerobni a anaerobni sporulujici mikroorganismy 3,54 a 2,58 log KTJ/g,
fekalni enterokoky 6,26 log KTJ/g, plisné a kvasinky 3,10 log KTJ/g, Clostridium perfringens 1,43
log KTJ/g, Bacillus cereus 1,89 log KTJ/g, E. coli<1 log KTJ/g a koliformni bakterie 5,06 log KTJ/g.
Celkové nejvyssi pocty mikroorganism(, byly zaznamenany u saranée stéhovavé (Locusta
migratoria). Soucasné byly ve vSech vzorcich detekovany vyznamné patogeny Salmonella sp.,
Staphylococcus aureus (2 log KTJ/g) a koaguldza pozitivni stafylokoky (3 log KTJ/g). Pro
identifikaci rodového zastoupeni byla pouZita metoda MALDI-TOF MS. Ve vsech vzorcich
dominovaly bakterie celedi Enterobacteriaceae a enterokoky. ldentifikovany byly bakterie
rod0 Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Enterobacter, Klebsiella, Bacillus, Acinobacter,
Citrobacter, Pediococcus, Protues, nékteré z nich maji patogenni potencidl a predstavuji
potenciondlni riziko kazeni potravin. Jako indikatory kvality jedlého hmyzu byly navrzeny
skupiny: celkové pocty mezofilnich aerobnich mikroorganismi, aerobni sporulujici
mikroorganismy, Enterobacteriaceae, Bacillus cereus, Clostridium perfringens, Salmonella,
Staphylococcus aureus a koagulaza pozitivni stafylokoky.

Klicova slova: jedly hmyz; bakterie; alimentarni onemocnéni; produkéni kvalita; bezpecnost

potravin



Microbiological indicators of edible insect quality

Summary
In recent years, edible insects have attracted worldwide attention. Due to the steady

population growth, the demands on food production are increasing, which puts a strain on
the environment. Insects are emerging as a promising alternative food source with high quality
nutrients that are superior in content and composition to even conventional sources.
Compared to other sources of animal protein, insects have a high capacity to convert nutrients
into biological matter. However, the consumption of whole insects is associated with the
presence of biological agents with hazardous potential, mainly in the digestive tract. However,
microbiological criteria for assessing the safety of insect consumption are still not established.
This thesis was devoted to the microbial safety and quality of edible insects, with the aim of
evaluating the microbial profile of insects and proposing suitable indicator groups of
microorganisms. In the practical part, 3 species of raw edible insects were tested: the
mealworm (Tenebrio molitor), cricket (Gryllus assimiles) and the migratory locust (Locusta
migratoria). Twelve groups of micro-organisms were determined by culture according to
current norms and standards. The average counts were: total aerobic and anaerobic
microorganisms 7,31 and 7,86 log cfu/g, aerobic and anaerobic sporulating microorganisms
3,54 and 2,58 log cfu/g, faecal enterococci 6,26 log cfu/g, moulds and yeasts 3,10 log cfu/g,
Clostridium perfringens 1,43 log cfu /g, Bacillus cereus 1,89 log cfu/g, E. coli <1 log cfu/g and
coliforms 5,06 log cfu/g. Overall, the highest counts of microorganisms, were recorded in the
migratory locust (Locusta migratoria). At the same time, significant pathogens Salmonella sp.,
Staphylococcus aureus (2 log cfu/g) and coagulase positive staphylococci (3 log cfu/g) were
detected in all samples. The MALDI-TOF MS method was used to identify the gender
representation. Bacteria of the Enterobacteriaceae family and enterococci dominated in all
samples. Bacteria of the genera Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Enterobacter,
Klebsiella, Bacillus, Acinobacter, Citrobacter, Pediococcus, Protues were identified, some of
which have pathogenic potential and pose a potential risk of food spoilage. The following
groups have been proposed as indicators of edible insect quality: total counts of mesophilic
aerobic microorganisms, aerobic sporulating microorganisms, Enterobacteriaceae, Bacillus
cereus, Clostridium perfringens, Salmonella, Staphylococcus aureus and coagulase positive
staphylococci.

Keywords: edible insects; bacteria; foodborne illness; production quality; food safety
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1 Uvod

Konzumace hmyzu provazi lidstvo napfic historii, ackoliv by se mohlo zdat, Ze se jedna
o vystielek moderni doby. Hmyz je béZnou soucasti jidelnicku v fadé zemi, napfiklad v Africe
nebo jihovychodni Asii. V poslednich letech pfitahuje jedly hmyz celosvétovou pozornost,
protozZe je oznacovan za vhodnou potravinu pro reSeni nedostatku potravin kvali stadlému
rastu svétové populace (Koutimska & Adamkova 2016; Ministerstvo zemédélstvi 2018; EFSA
2021).

Diky stalému narlstu populace se zvysuji naroky na produkci potravin, ktera zatézuje
Zivotni prostredi. Diky schopnosti vysoké premény krmiva na biologickou hmotu a obsahu
nutriéné cennych latek se jedly hmyz jevi jako vhodné rfeseni (Lange & Nakamura 2021). Tomu,
Ze se jednd o aktudlni téma, nasvédcuje i fakt, Ze jedly hmyz a vyrobky z néj jsou od 1. 1. 2018
uznany jako potravina a reaguje na né novela veterinarniho zakona v CR (KHSHK). Evropsky
urad pro bezpecnost potravin (EFSA) v prabéhu roku 2021 vydal prvni stanoviska k potravinam
nového typu. Mezi prvnimi povolenymi druhy hmyzu byl suSseny moucny cerv (Tenebrio
molitor), cvréek domdci (Acheta domesticus) a sarance stéhovava (Locusta migratoria) (IPIFF
2021). Do dnesniho dne vsak neexistuji mikrobiologickd kritéria a metody stanoveni
mikroorganismu pro zajisténi bezpecnosti hmyzu, stejné jako tomu je u konvencnich zdroja.

Stejné jako jini Zivocichové, i hmyz mlZe byt zdrojem potencidlné patogennich
mikroorganismu, které se vyskytuji v jeho travici soustavé a na povrchu téla. Narozdil od
hospodarskych zvifat je vSak hmyz konzumovan cely i s travicim traktem. To s sebou nese
zvySené riziko alimentdrnich onemocnéni. Hmyz je proto nutné pred konzumaci tepelné
osSetfit, aby byl snizen pocet nékterych nepatogennich skupin mikroorganismd na uUroven,
ktera nepredstavuje alimentarni riziko, a aby byly usmrceny potencidlné nebezpeéné
patogeny (Caparros Megido et al. 2017; Osimani et al. 2018). Dale je potfeba stanovit
indikatory, které budou vhodné pro rychlou a rutinni analyzu mikrobiologické kvality a

zdravotni nezavadnosti jedlého hmyzu a produktl z néj.



2 Védecka hypotéza a cile prace
Hypotéza: Predpokladame, Ze soucasti mikrobioty jedlého hmyzu jsou i potencidlné
patogenni bakterie. Dale predpokldddme, Ze nékteré skupiny téchto bakterii jsou béiné
pfitomné u rtznych druh( jedlého hmyzu a je mozné tyto skupiny vyuzit jakozto indikatory
kvality.
Cilem diplomové prace bude mikrobiologickd analyza tfech rdznych druhl jedlého

hmyzu a navrZzeni vhodnych indikatorovych skupin mikroorganismu.



3 Literarni reserse
3.1 Entomofagie

Entomofagie je pojem, ktery oznacuje vyuZiti hmyzu jako potraviny. Tento pojem je
odvozen z feckych slov évtouov (éntomon — hmyz) a gayeiv (phagein — k jidlu) (Koufimska &
Addmkova 2016).

Za entomofaga je oznacovdn Zivocich, ktery ke své existenci potfebuje hmyz nebo hmyz
tvori prevdinou cast jeho potravy. V soucdasnosti je ale tento pojem spojovan s modernimi
trendy v gastronomii, kdy je hmyz vyuZivan jako potrava pro ¢lovéka v podobé gurmanského

zazitku (Addmkova et al. 2016; Kréova 2017; Marecek a kol. 1997).

3.1.1 Historie entomofagie

Konzumace hmyzu je soucasti lidstva jiz od pravéku a provazi ho témér celou historii.
Clovék byl od raného vyvoje vieiravec. Pfedtim, neZ si byl schopen vyrobit nastroje pro lov a
zemédélstvi, Zivil se sbérem, a to i hmyzu. (Adamkova et al. 2016; Koutimska & Adamkova
2016). Prvnim dlikazem o konzumaci hmyzu je zkamenéla stolice z jeskyn v USA a Mexiku, jejiz
stari se odhaduje do doby milion0 let pred nasim letopoctem. Ve stolici byly nalezeny ¢asti
mravencq, vsi, klistat, roztocl a larev hmyzu (Koufimskd & Adamkova 2016). Ve Spanélské
jeskyni Altamira pak byly objeveny malby z let 30 000 az 9 000 pf.n.l. zndzornujici divoka vceli
hnizda, z ¢ehoZz vychdzi domnénka, Ze lidé konzumovali med spolecné s véelimi larvami a
kuklami (Koufimska & Addmkova 2016). Aristoteles (384 — 322 pf. n. |.) poté popsal ve svém
dile Historia Animalium konzumaci samic cikad. Dal$i dikazy o entomofagii pochazi z Rima
kolem roku 77 n.l., kde se pojidaly larvy tesarika obrovského (Cerambyx cerdo), pticemz
slouzily jako afrodiziakum (Govorushko 2019).

Entomofagie se v Evropé zacala vytracet béhem stredovéku, coZ bylo zplsobeno
chovem zvirat a péstovanim plodin, kdy byla konzumace hmyzu jiz nevyznamnd a ¢&asti

populace vnimana jako odpudiva a nezadouci (Borkovcova 2009).

3.1.2 Entomofagie v soucasnosti

V soucasnosti Ize rozdélit entomofagii do dvou kategorii. Prvni kategorie je konzumace
hmyzu jako nezbytné vyzivy, zatimco druhou je konzumace hmyzu pro zpestreni jidelnic¢ku.

Prvni kategorie vyuziva hmyz jako zdroj bilkovin v oblastech, kde vlddne hladomor a populace



je podvyzivenad. Jedna se zejména o Afriku, kde jsou napriklad hojné konzumovany kobylky a
sarancata, které vrojich napadaji zelené casti jedlych rostlin. V druhé kategorii je hmyz
vyuzivan v gastronomii, kde je zamérné lidmi vyhledavan pro gastronomicky zazitek (Capinera
2008).

Entomofagie je rozsitena po celém svété, at uZ vrozvojovych nebo vyspélych
oblastech, jakymi jsou Japonsko, USA nebo Korea (Bednarova et al. 2015). V soucasnosti je
konzumace hmyzu béznd ve 113 zemi svéta, a to prevainé v Africe, Latinské Americe a Asii.
Jiny udaj odhaduje, Ze hmyz je soucasti bézné stravy vice nez dvou miliard lidi po celém svété
a v soucasnosti je znamo vice nez 2 000 druh( jedlého hmyzu. Mezi nejcastéji konzumované
druhy patti brouci (Coleoptera, 31 % ze vsech druhtG hmyzu), housenky (Lepidoptera, 18 %),
véely, vosy, mravenci (Hymenoptera, 14 %), kobylky, cvréci, sarancata (Orthoptera, 13 %),
polokfidly hmyz a cikady (Hemiptera, 12 %). Termiti (/soptera), vazky (Odonata), dvoukfidli
(Diptera) a dalsi druhy hmyzu jsou konzumovdany v mnoistvi mensim nez 3 % z celkové
spotieby (Koufimska & Adamkova 2016; Lange & Nakamura 2021). S prevaznou vétsSinou
hmyzu se setkdme v tropech, ale také v ,,extrémnich” podminkdach pousti, horskych oblastech
nebo za polarnim kruhem. OvSem zde je hmyz zastoupen v mensSim poctu a diverzité

(Bednarova a spol. 2015). Na Obrazku 1 jsou uvedeny nejc¢asté;jsi lokality vyskytu hmyzu.
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Obrazek 1: Nejcastéjsi mista vyskytu hmyzu (van Huis 2013)

Evropa a Severni Amerika se v soucasnosti stavi k entomofagii spiSe odmitavé. Jeden
z mnoha dlvodU pro tuto skutecnost mlze byt také fakt, Ze se vtéchto geografickych

oblastech nevyskytuje mnoho druh( hmyzu vhodnych pro konzumaci. Nejvétsi prekdzkou
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entomofagie v zdapadnich zemich je strach, neofobie a zhnuseni jiz pfi pouhé zmince
o konzumaci hmyzu. Hmyz je zde povaiovan za Spinavou, chudou potravu i je na néj
pohliZzeno jako na ,,nouzovou dietu”. Navic jsou zde ¢asto negativni o¢ekdvani po senzorické
strdnce (Bednarova et al. 2015; Dion-Poulin et al. 2021; Orodofez-Araque & Egas-
Montenegro; van Huis 2013).

Tyto aspekty jsou ponékud zvlastni, jelikoz lidé béziné konzumuji fadu produkt
souvisejicich se vcéelou medonosnou (Apis mellifera), kterymi jsou med, propolis, matefi
kasicka nebo vceli vosk. Také se konzumuji potraviny s aditivy, jakymi jsou barvivo E120-
karmin nebo lestici ldtka E904-Selak. Karmin je ziskdvan z tél samice cervce nopdlového
(Dactylopius coccus). Selak je polyesterova pryskyfice ziskana z ¢ervce lakového (Kerria lacca)
a je vyuzivan pro ochranu barev, ziskani lesklého vzhledu nebo prodlouzeni trvanlivosti
potravin (Bednarfova et al. 2015; Dion-Poulin et al. 2021; Orodofiez-Araque & Egas-
Montenegro; van Huis 2013).

Mezi svétové znamé pochutiny s hmyzem mlzeme zaradit mj. sardinsky kravsky syr
Casu marzu. Ten je umyslné infikovan larvou mouchy syrohlodky drobné (Piophila casei). Po
dozrani se syr konzumuje i szivymi larvami. Evropskd unie vSak z hygienickych davodu
zakazala jeho vyrobu. V soucasnosti se dostavaji do popredi vyrobky obohacené o hmyzi
protein nebo hmyzi mouku, které jsou pak pridavany do peciva ¢i téstovin, aby se zvysila jejich
vyzivova hodnota. Dale se proddvaji ¢okolddy a lizatka s pridavkem hmyzu, hamburger ¢i

alkoholické napoje (napr. mexicky Mexcal) (Arther 2015; van Huis 2013).

3.2 Hmyz jako potravina

Konzumace hmyzu v poslednich letech ptitahuje celosvétovou pozornost. Predpoklada
se, ze hmyz bude hrat vyznamnou roli pti feSeni nedostatku potravin. Organizace pro vyZivu a
zemédélstvi Spojenych narodl (FAO) predpovédéla, Ze svétova populace vzroste do roku 2050
na vice nez devét miliard, coz bude mit za nasledek zvySeni produkce potravin o 100 %.
K nasyceni rostouci populace bude zapotfebi znacné zvySeni produkce, kterd bude
predstavovat velkou zatéz pro prirodni zdroje a Zivotni prostredi (Lange & Nakamura 2021;
Kourimskda & Adamkova 2016). Da se napriklad ocekavat odlesriovani pld, zvySovani produkce
sklenikovych plyna ¢i kontaminace a nedostatek vody (van Huis 2015).
Vzhledem k této skutecnosti se hmyz nabizi jako nejvhodnéjsi feseni, kdy konvenéni

zdroje bilkovin mohou byt nedostatecné. Hmyz ma oproti hospodarskym zvifatim vysokou



schopnost premény krmiva na biologickou hmotu. Napfiklad bylo zjisténo, Ze cvrcci vyzaduji
méné nez 2 kg krmiva na 1 kg pfirGstku biomasy. Naproti tomu mnozZstvi krmiva potfebné pro
zvyseni télesné hmotnosti u hospodarskych zvifat o 1 kg je 2,5 kg u kurat, 5 kg u veprli a az 10
kg u skotu. Mira konverze Zivin u cvréka je tedy pfiblizné dvakrat vyssi nez u kurat a 4 az 22krat
vySSi nez u prasat a skotu. Proto je vyhodou hmyzu mensi kontaminace Zivotniho prostredi ve
srovnani s chovem dobytka. Hmyz produkuje relativné malo sklenikovych plyna, ¢pavku a pro
jeho chov je zapottebi méné pldy a vody (Lange & Nakamura 2021). Entomofagie mUizZe také
prispét ke snizeni aplikace pesticidl (Kourimska & Addamkova 2016).

Jak je jiz uvedeno vyse, se zafazenim hmyzu do bézného jidelni¢ku jsou stale problémy.
Prijeti jedlého hmyzu a hmyzich produktl spottebiteli zlstava nizké, a proto je snaha
o popularizaci a postupné navyseni jeho konzumace. Nejcastéji se jedna o vySe zminéné
obohacovani potravin pomoci hmyzich praskt do zndmych a tradi¢nich potravin. Tato varianta
se ukazala byt pro spotfebitele nejvice pfijatelnd. S rostoucim poctem studii a zaclefovani
hmyzu do potravin doslo k rozvoji dvou technologickych smérd. Prvni smér je zaméren na
fortifikaci potravin, kdy je hmyz pfiddvan pro zvySeni nutri¢ni hodnoty napriklad do téstovin
nebo chleba. Druhy, pomérné novy, smér se vénuje inovaci potravin, kde je snaha o redukeci ¢i
nahradu tradi¢ni slozky (Borges et al. 2022).

Ve studii Borges et al. (2022) se snazili o vytvoreni analogu masa nebo o nahrazeni
podilu masa v masnych vyrobcich. Ukazalo se, ze pfidavek hmyziho proteinu snizil hmotnostni
ztraty pri tepelné Upravé, nicméné se snizila soudrznost masného vyrobku a vysledny produkt
je dvakrat drazsi nez béiny vyrobek (Tousignant 2017). Obrazek 2 shrnuje vlastnosti potravin

po pridavku hmyzu.
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Obrazek 2: Technologické, senzorické a nutri¢ni ucinky pfi obohacovani potravin hmyzem
(Borges et al. 2022)

VyuZiti hmyzu se netykd pouze potravin. S predpokladem jiz zminéného narustu
populace je snaha o vytvoreni alternativniho krmiva pro hospodarska zvirata bohatého na
bilkoviny, které nebude zavislé na orné padé. Hmyz by mohl nahradit séjovy Srot nebo rybi
moucku ve vyzivé prasat nebo prezvykavcl. Alternativni krmivo vSak mizZe mit vliv na

senzorické vlastnosti masa (Borges et al. 2022; van Huis 2015).

3.2.1 Legislativa

Vzhledem k tomu, Ze zajem o konzumaci hmyzu stdle nardsta a téma jeho konzumace
zaCina byt stale vice aktudlni, zacala se reSit otazka jeho legalizace na Uzemi Evropské unie
(EU). Do 15. kvétna 1997 byl hmyz povaZovan za netradi¢ni soucdst stravovacich navyk(
obcant v EU.

Z hlediska potravinového prava je hmyz povaZovan za potravinu nového typu. Za ty
oznacujeme potraviny nebo jejich slozky, které nebyly zarazeny pred datem 15. 5. 1997
v dostatecné velké mire do jidelnicku obyvatel EU. Spolecné s hmyzem lze povaZovat za
potravinu nového typu napfiklad chia seminka nebo potraviny na bazi fas (Ministerstvo

zemédélstvi 2018; EFSA 2021).



Zlom nastal 1. ledna 2018, kdy veslo v platnost nafizeni Evropského parlamentu a Rady
Evropské unie 2015/2283 o novych potravinach, které jasné definuje hmyz a vyrobky z néj jako
novou potravinu. Veskeré druhy hmyzu musi pred uvedenim na trh projit schvalovacim
procesem EU podle nafizeni 2015/2883.

Konkrétni druhy hmyzu mohou byt uvedeny do prodeje pouze za podminek, Ze se
jednd o druh hmyzu, ktery byl na zdkladé predpisti v ¢lenskych zemich uveden do prodeje pred
datem 1. ledna 2018, a pokud bude pro dany druh hmyzu podana Zadost o povoleni jako nové
potraviny. Nejpozdéji tak muselo byt uc¢inéno 1. ledna 2019. Pokud byly tyto dva pozZadavky
splnény, mohl se konkrétni druh hmyzu uvadét na trh do doby pfijeti rozhodnuti o Zadosti,
nejpozdéji do 2. ledna 2020 (Ministerstvo zemédélstvi 2018).

Na evropskou legislativu reaguje novela veterinarniho zakona (¢. 368/2019 Sb.), kterd
nabyla Gcinnosti 15. ledna 2020. Stanovuje pravidla pro chov hmyzu, jeho zpracovani a
uvadéni na trh produktd z hmyzu uréeného klidské spotfebé. Hmyz je vniman jako
hospodarské zvife a vztahuji se na néj podminky pro chov jako pro jind hospodarska zvirata.
Chovatelé hmyzu uréeného k vyrobé potravin pro konzumaci lidmi i slouziciho jako krmivo pro
zvifata budou pod veterinarnim dozorem a budou muset spliovat nékteré zakonné
pozadavky. Podnik, ktery zpracovava nebo uvadi na trh produkty z hmyzu uréeného k lidské
spotfebé, musi pozadat krajskou veterindrni spravu o schvéleni a registraci podniku, nebo
o registraci podniku, pokud vyrabi produkty z hmyzu, ktery pochazi vyhradné z vlastniho
chovu, a prodava produkty z tohoto hmyzu pouze konec¢nému spotrebiteli (KHSHK).

V prlibéhu roku 2021 vydal Evropsky ufad pro bezpecnost potravin (EFSA) prvni
stanoviska k potravindm nového typu. Mezi prvnimi povolenymi druhy hmyzu byl suseny
moucny Cerv (Tenebrio molitor), po ném ndsledoval cvréek domdci (Acheta domesticus)
v susené, praskové nebo mleté formé a sarance stéhovava (Locusta migratoria) v susené a
zmrazené formé (IPIFF 2021).

Standardy, které zajistila EFSA a jsou fizeny v zemich EU legislativou, neni ve svété
samoziejmosti. Rozdily v bezpecnosti mezi hmyzem chovanym a sbiranym v pfirodé jsou velké
(Murefu et al. 2019). Dale existuji nazory, Ze by mély byt zavedeny ISO normy (normy
Mezinarodni organizace pro normalizaci) a/nebo HACCP (Systém analyzy rizika a stanoveni
kritickych kontrolnich bod(), které by upravovaly podminky chovu jedlého hmyzu. Tento

sektor by mél také spadat pod hygienicky a veterindrni dohled. Timto by méla byt zajisténa
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bezpeénost konzumace hmyzu a zabranéni vzniku alimentdrnich onemocnéni oportunitnimi

patogeny (Doi et al. 2021).

3.2.2 Nutri¢ni hodnoty

Jedly hmyz je vysoce vyzivny. Ma vysoky obsah tukd, bilkovin, vitamind, vlakniny a
mineralnich latek, ptfesto je v dnesni dobé velice podceriovanym zdrojem potravy. Konzumace
100 g housenek napfiklad pokryje 76 % doporuceného denniho pfijmu bilkovin. Nicméné
sloZeni Zivin jedlého hmyzu obecné podléha znacnym zméndm na zdkladé rozdill v druzich,
vyvojovych stadiich, krmivu, plivodu a metodach upravy (Borges et al. 2022; Jantzen Da Silva
et al. 2020). Velké rozdily ve sloZeni jsou zejména u hmyzu s proménnou dokonalou, napf.
brouci, mravenci nebo vcely. V Tabulce 1 je zobrazen prehled obsahu Zivin mezi jednotlivymi

druhy hmyzu a béinymi potravinami. Jednotlivé nutrienty obsazené v hmyzu jsou blize

popsany nize.

Tabulka 1: Pfehled obsahu Zivin u rGzného hmyzu a béZnych potravin na 100 g (Ramos &
Elorduy 1998)
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Chroust 77,8 13,4

Cvrcek 112,9 | 12,8 | 5,7 2,6 88,2 | 163,4 14,4 0,26 2,31
Potdpnik 149,1 | 210 | 71 0,3 36,7 | 204,8 6,4 0,31 6,85
Vejce 150,0 | 12,0 | 10,0 | 2,0 50,0 7,0 1,4 0,06 -

Fazole 147,0 8,3 06 | 27,2 | 47,8 | 164,4 3,0 0,18 0,39
Hovézi 288,2 | 23,5 | 21,2 - 10,6 | 169,4 2,5 0,04 4,40

3.2.2.1 Sacharidy

Sacharidy jsou pro lidsky organismus hlavnim zdrojem energie a jsou soucdsti dalSich
latek (nukleonové kyseliny, lipidy, ATP apod.). Nejcastéji je nalezneme ve formé skrobu, ktery
slouzi jako zasobarna energie. V jedlém hmyzu jsou sacharidy zastoupeny pomalu (Lange &

Nakamura 2021). Celkové se obsah sacharidi v jedlém hmyzu pohybuje v rozmezi 6,71 az



15,98 %. Nejvice zastoupen je polysacharid chitin v mnozstvi 5 az 20 % v susiné. Chitin je
polysacharid slozeny z molekul N-acetyl-D-glukosaminu, které jsou spojeny 1,4-B-
glykosidickou vazbou. Je hlavni soucasti kutikuly ¢lenovcd a tvofi exoskelet hmyzu
(Govorushko 2019; Numata & Kaplan 2011). Chitin je povaZovan za nestravitelnou vldkninu,
ackoliv se v lidském téle nachdzi enzym chitindza, ktery ho $tépi. Bylo vSak zjisténo, Ze tento
enzym muze byt neaktivni. Nejvyssi aktivita tohoto enzymu je pozorovana v tropickych
oblastech, kde jidelnicek mistnich obyvatel tvofi ¢asto ¢lenovci. Chitinu a jeho derivatu
chitosanu je pfisuzovan pozitivni uc¢inek na funkci stfev a imunitu organismu. Je duleZité
zminit, Ze chitin je ¢asty alergen. O této problematice pojednava kapitola Alergeny v této praci

(Koufimska & Addamkova 2016).

3.2.2.2 Tuk

Obsah tuku, stejné jako ostatnich nutrientdq, je, jak jiz bylo zminéno, zavisly na druhu,
stravé i vyvojovém stddiu hmyzu. Celkovy obsah tuku se pohybuje v rozmezi od 2 do 62 %.
Nejvice lipidG je obsaZzeno v larvalnim stadiu. Profil mastnych kyselin je obecné podobny
zivociSnym tukdm i rostlinnym olejam. Triacylglycerol tvofi cca 80 % tuku. Druhou
nejvyznamnéjsi skupinou jsou fosfolipidy, které jsou zodpovédné za budovani bunécnych
membran. Obsah fosfolipid( v surovém tuku je obecné méné nez 20 % (Aguilar 2021; Belluco
et al. 2013; Govorushko 2019; Jantzen Da Silva et al. 2020; Koufimskd & Adamkova 2016;
Lange & Nakamura 2021; Nowakowski et al. 2021).

Hmyz obsahuje vysoké mnoZstvi nenasycenych mastnych kyselin C18, které predstavuji
az 75 % z celkového obsahu mastnych kyselin. Jedna se o mastné kyseliny, které si ¢lovék neni
schopny syntetizovat sam a jsou nezbytné pro funkci mozku, prenos nervovych vzrucha a
syntézu bunéénych membrdan. Déli se na omega-3 a omega-6 nenasycené mastné kyseliny,
jednd se o tak zvané polynenasycené mastné kyseliny (PUFA). Mezi omega-3 nenasycené
mastné kyseliny se fadi napfiklad kyselina a-linolenova, do skupiny omega-6 nenasycenych
mastnych kyselin patfi kyselina y-linolenova, kyselina linolova, kyselina arachidonova (i
konjugované linolenové kyseliny (Aguilar 2021; Belluco et al. 2013; Govorushko 2019; Jantzen
Da Silva et al. 2020; Koufimska & Adamkova 2016; Lange & Nakamura 2021; Nowakowski et
al. 2021).

Jedly hmyz vsak neobsahuje kyselinu eikosapentaenovou (EPA) ani kyselinu

dokosahexaenovou (DHA), které se obvykle vyskytuji v rybach. Hmyz obsahuje vice PUFA nez
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nasycenych mastnych kyselin, coz naznacCuje, Ze hmyz ma pravdépodobné nizsi obsah
cholesterolu. Tento obsah je nejvice ovlivnén potravou, kterou se hmyz Zivi (Aguilar 2021;
Belluco et al. 2013; Govorushko 2019; Jantzen Da Silva et al. 2020; Koufrimskd & Adamkova
2016; Lange & Nakamura 2021; Nowakowski et al. 2021).

3.2.2.3 Bilkoviny

Hmyz je prezentovan jako jeden z nejslibnéjsich zdroju bilkovin pti reseni globalni
produkce bilkovinnych zdroji v dobé jejich nedostatku. To potvrdila Bednarova (2013) ve své
disertacni préci, kde zkoumala sedm druhl hmyzu a zjistila, Ze celkovy obsah bilkovin byl
u vSech druh relativné stejny, kromé zavijeCe voskového (Galleria mellonella). Obsah bilkovin
se u vétsiny pohyboval okolo 50,7 %, u zavijeCe pouze 38,4 % a naopak nejvétsi hodnoty
dosahla sarance stéhovava (Locusta migratoria), a to az 62,2 %.

Dalsi provedené studie zkoumaly obsah bilkovin u 100 druht hmyzu. Obsah bilkovin se
pohyboval v rozmezi 13 az 77 % v susiné. Na Obrazku 3 je prehled pfiblizného obsahu bilkovin
u osmi nejbéznéjsSich druhG hmyzu. Hmyz obsahuje 20 proteinogennich aminokyselin, ale
existuji druhy hmyzu, kde se vyskytuje lysin a tryptofan jen v nizké koncentraci. Esencidlni
aminokyseliny pak predstavuji 46 az 96 % z celkového mnozstvi aminokyselin (Belluco et al.
2013; Koufimska & Adamkova 2016).

Hmyazi bilkoviny vykazuji i velmi dobrou stravitelnost, ktera se pohybuje mezi 76 a 96 %.
Tyto hodnoty jsou nepatrné mensi oproti tfeba stravitelnosti vajecného bilku (95 %) nebo
hovéziho masa (98 %) (Koufimska & Addmkova 2016). Stravitelnost je také ovlivnéna chitinem,

ktery pusobi antinutri¢né (Belluco et al. 2013).
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Obrazek 3: Prehled pfiblizného obsahu bilkovin u osmi nejbéznéjsich druht hmyzu
(Liceaga 2022)



Ackoliv se zd3, Ze hmyz je dobry a bohaty zdroj bilkovin, existuji uskali ve zjistovani
obsahu bilkovinného dusiku. Odhady obsahu bilkovin v jedlém hmyzu Ize ziskat Kjeldahlovou
metodou pomoci konverzniho faktoru dusiku (N) na bilkoviny (6,25). Nedavno vsak Jonas-Levi
& Martinez (2017) upozornili na to, Ze tento faktor nemusi byt pro hmyz vhodny a vede
k nadhodnocovan bilkovin, protoze exoskelet hmyzu obsahuje velké mnozstvi chitinovych
vlaken, které jsou bohaté na polysacharidy a dusik, a navic v exoskeletu hmyzu jsou proteiny
pevné zabudované do své matrice. VSechny tyto slozky jsou nestravitelné jak pro ¢lovéka, tak

i pro domestikovana zvifata (Jantzen Da Silva et al. 2020).

3.2.2.4 Vitaminy

Hmyz obsahuje celou fadu vitamint hydrofilnich (napf. B nebo C) a/nebo lipofilnich
(napt. A, D, E, K). Obsah jednotlivych vitamin( se odviji, stejné jako u ostatnich nutrient(, od
druhu, vyvojového stddia, vyZivy hmyzu apod. Stejné jako je tomu u ovoce a zeleniny, i u
hmyzu dochdzi ke snizeni obsahu vitaminG béhem kulinarského zpracovani (Kinyuru et al.
2010). VSeobecné jsou stdle omezené informace o obsahu vitamind v jedlém hmyzu (Lange &
Nakamura 2021).

Napftiklad vitamin B12 je hojné zastoupen v larvach potemnika moucéného (Tenebrio
molitor) (0,47 pg na 100 g) a vcvrcku domacim (Acheta domesticus) (5,4 ug na 100 g
u dospélcu, 8,7 ug na 100 g u nymf). Cvréek obsahuje az desetkrat vice vitaminu B12 nez hovézi
maso. Také je bohaty na dalsi vitaminy B, jako je thiamin (B1), riboflavin (B2) a kyselina listova
(B9) (Kinyuru et al. 2010; Koufimska & Adamkova 2016).

Vitamin E byl nalezen v larvach nosatce rudého (Rhynchophorus ferrugineus), ktery mél
v priméru 35 mg a-tokoferolu a 9 mg tokoferol(i f+y na 100 g susiny. Jako dobry zdroj retinolu
(vit. A), kalciferolu (vit. D) a tokoferolu (vit. E) by mohl slouZit tzv. esccamol. Jednd se
o ,mexicky kaviar“, ktery je tvoren larvami a kuklami mravenct druhu Liometopum apiculatum
a L. occidentale var. luctuosum. Escamol obsahuje 505 pug na 100 g vitaminu A, 3,31 ugna 100 g
vitaminu D a 2,22 pg na 100 g vitaminu E. Obecné je hmyz bohaty na vitamin B2, kyselinu
pantothenovou (vit. B5) a biotin (vit. H), a chudy na vitamin A, C a niacin (vit. B3) (Koufimska

& Adamkova 2016).
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3.2.2.5 Mineralni latky

Z nutri¢niho hlediska obsahu minerdlnich latek je jedly hmyz zajimavou komoditou.
Mineralni sloZzeni hmyzu vyrazné zalezi na jeho vyZivé (Govorushko 2019). Obsahuje Zelezo,
zinek, draslik, sodik, vapnik, fosfor, hoféik, mangan, méd a selen (Jantzen Da Silva 2020;
Koufimska & Addmkova 2016).

Hmyz obsahuje vice Zeleza a vapniku nez hovézi, veprové nebo kureci maso, a to
ve snadnéji stravitelné formé. Vysoky obsah Zeleza je obsazen napfiklad v housence mry
Gonimbrasia belina (31-77 mg na 100 g susiny), saranceti stéhovavém (L. migratoria) (8-20 mg
na 100 g susSiny), cvréku domacim (Acheta domesticus) (8,75 mg Zeleza na 100 gram( susiny)
nebo termitech (Jantzen Da Silva 2020; Koufimskd & Adamkovd 2016; Nowakowski et al.
2021). Pfi prepoctu na cvrcka, ma cvréek o 180 % vyssi obsah Zeleza nez napriklad v hovézi
maso (1,2-3 mg na 100 g) (Govorushko 2019; Nowakowski et al. 2021).

Dalsi priklad pro predstavu uddvd, Zze 100 g housenek pokryje 335 % minimalniho
doporuceného denniho pfijmu Zeleza. Zinek je obsaZzen nejvice v housence mury G. Belina (14
mg na 100 g susiny) (Jantzen Da Silva 2020; Koufimska & Adamkova 2016; Nowakowski et al.
2021), nebo ve cvrckovi ¢i vtermitech. Posledni dva zminéné druhy maji také vyssi obsah

hotc¢iku, médi a Zeleza (Lange & Nakamura 2021).

3.2.3 Rizika konzumace

Ackoliv md konzumace hmyzu fadu vyhod, je potfeba se zabyvat i moznymi riziky
spojenymi s jeho konzumaci. Stejné jako u béinych potravin Zivoc¢iSného nebo rostlinného
plvodu, nékteré druhy hmyzu nejsou jedlé nebo je jejich konzumace nebezpecna (Finke et al.
2015). Stejné jako u béZnych potravin existuji u hmyzu rizika mikrobidlni kontaminace,
kontaminace tézkymi kovy, vyskyt alergenl nebo pfitomnost parazitl (Finke et al. 2015;
Rumpold & Schliter 2013). Zminénym rizik(im se bude prace vénovat v jejich dalSich ¢astech.

VétSinu rizik spojenych s konzumaci hmyzu lze eliminovat podminkami chovu,
krmivem, dobou sklizné, druhem a vyvojovym stadiem. Mezi nejkvalitnéjsi zpUsoby patfi
chovani hmyzu v boxech, kde je kontrolovanda atmosféra, krmivo a voda. DalSi vyhodou
chovani hmyzu je, Ze zde nejsou pouzivany hormony, antibiotika ani jiné chemické latky. Avsak

je-li sbirdn hmyz ve volné ptirodé, nelze tuto bezpecnost zarudit (Finke et al. 2015).



| pres vSechna vySe zminénd nebezpecdi neexistuji dosud limity pro jednotliva biologicka
a chemicka rizika. Jedinou podminkou uvadéni na trh dle nafizeni EU 2015/2283 je, Ze hmyz
musi byt bezpecny pro spotrebitele. EFSA vytvofila dokument, ktery shrnuje vsechna
bezpecnostni rizika pro spotrebitele (Finke et al. 2015). V soucasné dobé stale probihaji

intenzivni vyzkumy k vytvoreni limitd pro veskera rizika.

3.2.3.1 Alergeny

U ¢lenovcl obecné je doposud registrovano 239 riznych alergent. Jedna se predevsim
o panalergenni proteiny, které délime na svalové proteiny (tropomyosin, myosin, aktin,
troponin C), bunécné proteiny (tubulin), cirkulujici proteiny (napf. hemocyanin, defensin) a
enzymy (triosefosfatizomeraza, a-amylaza, trypsin, fosfolipdza A, hyaluronidaza). Napfriklad
panalergenni tropomyosin mlZe vyvolat alergickou reakci na koryse, roztoe nebo hmyz
(napf. Svdba) (Schldter et al. 2016).

Vilbec nejcastéjsim alergenem je chitin, ktery tvori exoskelet hmyzu. Alergicka reakce
je Castéjsi u Stredoevropant diky historicky nizké konzumaci motskych plodd a nizké aktivité
chitindzy. Dnes je jiz vSak vyvinuta technologie, kterd vyselektuje chitin z hmyzi moucky

(Pandely et al. 2017). V pfipadé celého hmyzu nelze konzumaci tohoto alergenu zabranit.

3.2.3.2 Toxické latky

Latky, které puUsobi na lidsky organismus nepfiznivé a vyvolavaji nezddouci ucinky
jakékoli povahy, se nazyvaji toxické. | v pomérné malém mnozstvi mohou zpUsobit poskozeni
nebo onemocnéni organismu a mohou byt i pfi¢inou smrti (VeliSek 2014). Prvnim typem
toxickych latek, které se v jedlém hmyzu mohou vyskytovat, jsou slouceniny produkované
pfimo danym hmyzem. Takové latky se oznacuji jako endogenni a hmyz je vyuziva jako
chemickou obranu proti predatoridm. Maji drazdivé, reaktivni nebo toxické ucinky a radi se
mezi né karboxylové kyseliny, alkoholy, alkaloidy, aldehydy, ketony, estery, laktony, fenoly,
uhlovodiky a steroidy (Van Der Spiegel 2013).

Druhou mozZnosti je, Ze se toxické latky dostanou do téla hmyzu potravou, kterou
konzumuiji. Tyto latky se pak nazyvaji exogenni. Nejcastéji se tak stane u hmyzu, ktery je sbirdn
ve volné pfirodé, pfip. v chovech, kde je hmyz krmen kontaminovanym krmivem (Van Der

Spiegel 2013). Hlavnimi kontaminanty z prostfedi jsou tézké kovy i chemické slouceniny,
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které se uvolnuji ¢i vznikaji v primyslovych oblastech. Mezi téZké kovy patfi rtut, olovo nebo
kadmium. Tyto polutanty se vyskytuji ve vodé nebo ovzdusi, ale nejvétsi dopad maji na ptdu,
kde se kumuluji a mohou tak byt zdrojem kontaminace (Cibulka 1991). Ve studii Vijver et al.
(2003) byla prokazana korelace obsahu tézkych kovid v hmyzu a jejich obsahem v padé. To
pripady, kdy jedly hmyz prispél k vysoké hladiné tézkych kovu v krvi lidi nebo byl jeji pficinnou
(Baiano 2020, Handley et al. 2007). Nicméné, ohledné problematiky tézkych kov( v jedlém
hmyzu existuje dosud malo informaci (Ng’ang’a et al. 2021).

DalSim exogennim kontaminantem jsou agrochemikalie. Nékteré druhy hmyzu mohou
obsahovat toxické latky ve vy$si koncentraci, nez je pro spotfebu potravin pfijatelné. Déje se
tak diky lipofilni povaze nékterych pesticidll, kterd podporuje jejich kumulaci v téle (Labu et
al. 2022; Van Der Spiegel 2013). Vyznamnym problémem je aplikace pesticidi jako jsou
napriklad organochlorové pesticidy, které jsou v mnoha zemich jiz zakazany kvuli perzistenci
v Zivotnim prostredi a vysoké toxicité. | pfesto jsou vSak napriklad v Africe aplikovany ilegalné.
Nékteré pesticidy Ize odstranit tepelnou Upravou hmyzu. Pesticid se z pokrmU bud'vypafi nebo
degraduje, ale ne vSechny typy jsou termolabilni (Labu et al. 2022).

Jako u béZnych potravin, i u hmyzu mize dojit ke vzniku toxickych latek béhem
zpracovani jako dusledek nezddoucich reakci. Pri tepelné Upravé hmyzu mohou vznikat
aromatické aminy, akrylamid nebo furany (Van Der Spiegel 2013).

V neposledni fadé byly v hmyzu objeveny i rezidua |éciv. Pfikladem muze byt kyselina
acetylsalicylova nebo paracetamol. Do hmyzu se nejspiSe dostaly skrz kontaminované krmivo
&i vodu. Zadna z nalezenych hodnot nepfekracovala limit, ale data o bezpeénosti jsou zatim
velmi omezena (De Paepe at al. 2019).

Specificky pripadem je hmyz, ktery v sobé kumuluje toxiny z potravy a ty mu pak slouzi
jako obrana pred predatory. Prikladem je muira rodu Asota, kterd konzumuje rGizné druhy
fikusu, jez obsahuji vysoky obsah alkaloidl. Ty pak uklada do svych tkani (Volf et al. 2017).

V hmyzu se mohou vyskytovat také toxiny produkované mikroorganismy. Vyznamnou
skupinou jsou mykotoxiny. Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity plisni a jsou povazovany
za nejvyznamnéjsi kontaminanty potravin vzhledem ke svym toxickym a karcinogennim
ucinklim (Evans & Shao 2022; Imathiu 2020). Mykotoxiny se do hmyzu dostdvaji bud'v krmivu,

kontaminaci v dlsledku Spatného skladovani hmyzu nebo pfi jeho zpracovani, kde vlivem



nehygienickych podminek (napf. suSeni venku na slunci) dochazi k produkci metabolitd.
Mykotoxiny jsou nejéastéjsi kontaminaci v rozvojovych zemich (Imathiu 2020).

Dalsi mikrobialni toxiny jsou bakteridlniho pldvodu. Produkovany jsou napftiklad rody
Escherichia, Staphylococcus, Salmonella, Clostridium nebo Bacillus (Imathiu 2020). Blize se

bude dané problematice vénovat tato prace v nasledujici kapitole.

3.2.3.3 Mikrobiologicka rizika

Jedly hmyz je potravinou Zivocisného plvodu a je obvykle konzumovaén cely, véetné
traviciho traktu, coz znamend, Ze mUzZe obsahovat biologické cCinitele s nebezpecnym
potencidlem (napf. bakterie, parazity, viry, priony, kvasinky ¢i plisné). Dale se mikroorganismy
(MO) vyskytuji na kutikule, vnéjsi kostfe hmyzu, nebo v jeho uUstech (Osimani et al. 2018;
Schl(iter et al. 2016). Z tohoto dlivodu by se mélo zabrdnit konzumaci syrového hmyzu a pred
konzumaci by se mél vylaénit a tepelné opracovat — nejlépe sterilaci, pasteraci nebo
blansirovanim v horké vodé, aby se sniZila jeho mikrobiologicka zatéz (Caparros Megido et al.
2017). Z dostupnych vyzkumu se prozatim zda, ze MO specifické pro hmyz nepredstavuji
hrozbu pro ¢lovéka a nepodili se ve vyznamné mire na pfenosu zoondz (Doi et al. 2021; Murefu
et al. 2019). Vzhledem k tomu, Ze mikrobiota hmyzu a s ni souviseji mozn4 rizika alimentdrnich
otrav jeSté nebyla zcela prostudovdna, probihd intenzivni vyzkum, ktery se touto

problematikou zabyva.

Mikrobiota jedlého hmyzu

Mikrobiota hmyzu je spolecenstvi veskerych mikroorganismu, které ho osidluji. Zahrnuje
bakterie, houby, kvasinky, viry, archea ¢i fasy nachazejici se na rlznych mistech organismu
s nejvétsi koncentraci ve stfevech. Mikrobiota ma vlastni metabolickou aktivitu s rozsahlou
enzymatickou aktivitou a muUZe produkovat nékteré metabolity prospésné pro hostitelsky
organismus. Podili se také na funkci imunitniho systému a brani hmyz pred kolonizaci cizimi
skupinami mikroorganismu (Zheng et al. 2020; Lawley & Walker 2012).

Mikrobiota ¢lenovci se sklada ze spolecenstvi bakterii specifickych pro druh a souboru
dalSich MO schopnych reagovat na zmény béhem Zivota Zivocicha (Grabowski & Klein 2017).
Mikrobiota hmyzu se podili na traveni stravy a produkci Zivin, ale oproti savéim streviim je
mikrobidlni rozmanitost chuda a odlisna (Engel & Moran 2013; Milanovi¢ et al. 2016). Vétsi

rozmanitost stfevni mikrobioty byla pozorovana u vsezravého hmyzu, nez u toho bylozravého
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nebo masozravého (Grabowski & Klein 2017). Existuji i druhy hmyzu, které se Zivi rostlinnou
$tdvou a maji vzacnou nebo prakticky Zadnou stfevni mikrobiotu, ale misto toho obsahuji
intracelularni symbioty. O stfevni mikrobioté hmyzu je vSak zatim zndmo jen malo a nelze
s jistotou fFici, které MO a v jakém mnoZstvi se vném presné vyskytuji. (Grabowski & Klein
2017; Engel & Moran 2013; Milanovic et al. 2016).

Nejnovéjsi studie se zaméruji zejména na hodnoceni rizika vyskytu genl antibiotické
rezistence a mikroorganismU rezistentnich na antibiotika a na vyskyt patogennich MO
(Garofalo et al. 2019; Milanovi¢ et al. 2016).

vy,

v odborné literature.

3.2.3.4 Potencialni indikatory bezpecnosti hmyzu

Mikroorganismy hraji duleZitou roli v potravindch a jinak tomu neni ani u jedlého
hmyzu. Vyznamné jsou z hlediska hygieny a bezpecnosti s vyjimkou odvétvi, kde jsou MO
aplikovany zamérné a Ucastni se vyroby potravin. Nejéastéji jsou pro vyrobu vyuZivany
v primyslu kvasném nebo mlékarenském (Lorenzo et al. 2018). Potravinové patogeny jsou
dulezitym parametrem bezpecnosti potravin, zatimco mezofilni aeroby, koliformni bakterie a
bakterie zceledi Enterobacteriaceae jsou indikatory hygieny (Garofalo et al. 2019).
Indikdtorové mikroorganismy jsou organismy, které byly vytipovany zejména kvdli jejich
termolabilnosti (indikator spolehlivosti pasterizace a termizace), dobrému ristu (indikator
sekundarni kontaminace) a chemolabilnosti (indikdtor sanitace a dekontaminace)
(VVP:MIKRO 2003). Pro potravinarské provozy jsou pocty indikatorovych mikroorganismu
odrazem Urovné hygieny a sanitace v provozech a ukazuji na moznou fekdlni kontaminaci,
nebo mohou naznacovat sekundarni kontaminaci, nedostatky v technologii vyroby potravin i
pocinajici kazeni (Lorenzo et al. 2018).

Patogenni MO mohou zpUsobovat zoondzy, coz jsou infekce pfenosné mezi zviraty a
lidmi, a byt plvodci alimentarni onemocnéni z potravin. Jednim z téchto onemocnéni je
alimentarni infekce, ke které dochdzi pozitim patogenniho mikroorganismu, jeho
pomnoZzenim ve stfevu hostitele a produkci toxinu. Druhym typem onemocnéni je alimentarni
intoxikace, ktera je dusledkem konzumace potraviny, ve které jiz je toxin vyprodukovany.
K intoxikaci tedy muZe dojit i po usmrceni patogenniho mikroorganismu. Z potencialné

patogennich mikroorganismU nebezpecnych pro ¢lovéka byly u hmyzu zjistény nasledujici:



Escheria coli, Salmonella sp., Staphylococcus sp., Listeria monocytogenes, Citrobacter sp.,
Yersinia sp. nebo Campylobacter sp. (Murefu et al. 2019; Osimani et al. 2018; Lorenzo et al.
2018).

Tabulka 2: Mikroorganismy vyskytujici se u jedlého hmyzu, majici rizikovy potencial

pro konzumenta (Aleknavicius et al. 2022; Vandeweyer et al. 2021; Vandeweyer et al. 2018;

Gatecki et al., 2023; Garofalo et al. 2019; Grabowski & Klein 2017; Kumar et al. 2017)

Druh hmyzu

Potencionalni potravinové patogeny

bourec morusovy
(Bombix mori)

skupina Bacillus cereus, Corynebacterium, Streptococcus,
Staphylococcus, Listeria

cvréek domaci
(Acheta domesticus)

skupina Bacillus cereus, Bacillus, Clostridium perfrigens,
Clostridium, Listeria, Pseudomonas, Staphylococcus, Serratia,
Enterobacter

cvréek kratkokfidly
(Gryllus sigillatus)

Erwinia oleae, Pseudomonas, Enterococcus, Enterobacter cloacae,
Serratia, Bacillus, Staphylococcus

cvréek stepni
(Gryllus assimilis)

Enterococcus, Pseudomonas, Micrococcus, Moraxella, Bacillus,
Staphylococcus, Pseudomonas

mopanovy cerv
(Imbrasia belina)

Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter cloacae, Fusarium,
Aspergillus, Penicillium, Cladosporium

sarance stéhovava
(Locusta migratoria)

Koliformni bakterie, Serratia, Bacillus, Clostridum perfrigens,
Pseudomonas, Staphylococcus, Yersinia, Serratia,
Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, Microsporidia, Fusarium,
Cladosporium

moucny cerv
(Tenebrio molitor)

Skupina Bacillus cereus, Bacillus, Clostridium perfrigens,
Clostridium, Cronobacter, Escheria coli, Listeria, Enterococcus,
Pseudomonas, Salmonella, Staphylococcus, Vibrio, Yersinia,
Serratia, Enterobacter, Aspergillus, Penicillium, Trichoderma,
Candida, Klebsiella, E. coli, Cladosporium

3.2.4 Bakterie

Bakterie jsou prokaryotické jednobunécéné mikroorganismy. V nejvétsich poctech jsou
obsaZeny ve stfevech, kde je vy$si obsah Zivin. Pfitomné jsou ale i na povrchu a v dalSich
¢astech travici soustavy (Osimani et al. 2018; Schlditer et al. 2016; Silhdnkova 1995). Ve studii
Grabowski & Klein (2017) bylo zjiSténo, Ze hlavni taxony stfevni mikrobioty jsou kmeny
Proteobacteria a Firmicutes. Vétsi rozmanitost stfevni mikrobioty pak byla pozorovana
u vSezravého hmyzu oproti byloZzravému nebo masozravému (Grabowski & Klein 2017). Hlavni

zastoupeni Proteobacteria a Firmicutes bylo potvrzeno i ve studii Ssepuuya et al. (2019). Tyto
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studie vyuzily klasické plotnové kultivacni metody, dle jiz zavedenych metod pro kontrolu
jinych Zivocisnych produkt(. Ve studii Ssepuuya et al. (2019) byla navic aplikovana sekvenace
16S rDNA. Detekovany byly i kmeny nasledujicich bakterii (v pofadi dle poctu zastoupeni):
Actinobacteria, Bacteroidetes a Fusobacteria. Z hlediska rodového sloZeni byly u jedlého
hmyzu nalezeny bakterie: Staphylococcus, Streptococcus, Bacillus, Proteus, Pseudomonas,
Escherichia, Micrococcus, Lactobacillus a Acinetobacter. Dale pak bakterie rod( Serratia,
Staphylococcus, Corynebacterium, Vibrio, Erwinia, Hespellia, Ruminococcus, Lysobacter,
Hydrogenophilus a sporulujici bakterie rodd Anaerobacillus, Psychrobacillus, Paenibacillus,
Clostridium, Geobacillum, Akkermansia a Coprococcus (Borremans et al. 2018; Grabowski &
Klein 2017; Milanovi¢ et al. 2020; Nyangena et al. 2020; Osimani et al. 2018; Osimani &
Aquilanti 2021). Komenzalni stfevni bakterie hmyzu napomahaji hostiteli Stépit pfijatou
potravu a produkovat latky pro regulaci stfevniho mikrobiomu. Napfiklad Bacillus spp. ve
stfevé hmyzu rozkladaji lignocelulézovy material (Lee et al. 2021). Aleknavicius et al. (2022)
izolovali ze dvou druh( cvrcka rody Lactococcus, Akkermansia, Coprococcus, Parabacteroides
a Bacteriodes. Rod Lactococcus je probiotickou bakterii se schopnosti produkce kyseliny
mlécné pomoci fermentace polysacharid(, ¢imz pomaha hostiteli travit. Rody Akkermansia a
Coprococcus jsou znamé tim, Ze reguluji stfevni mikrobiotu. Rod Coprococcus navic produkuje
kyselinu maselnou, kterd je dulezitda pro udrZeni stfevni homeostazy a posiluje imunitu
organismu (Peng 2014). Dalsim nalezenym zdstupcem je Paludibacter, ktery fermentuje
polysacharidy za vzniku acetatu a propionatu. Byl nalezen také rod Trabulsiella, ktery ma
vysokou enzymatickou aktivitu a pomaha travit rostlinou biomasu. Posledni nalezenou
bakterii je dosud validné nepopsany druh z rodu ,,Candidatus Azobacterioides”. Jednda se
o symbiotickou stfevni bakterii, ktera fixuje dusik a rozklddd celulézu. Nachazi se pouze
u hmyzu, zejména u termitld (Lee et al. 2021).

Z dostupnych studiich vyuZivajici plotnové metody je hlasen celkovy pocet bakterii
10°-107 kolonii tvofici jednotku na gram (déle jen KTJ/g) (Grabowski & Klein 2017; van Huis
2013). Takto vysokou hodnotu kontaminace lze vysvétlit pfitomnosti MO ve stfevech hmyzu,

a toi pres fakt, Ze hmyz byl vylacnén (Caparros Megido et al. 2017).



Potencialné patogenni bakterie

Bacillus

Rod Bacillus patfi do kmene Firmicutes, celedi Bacillaceae. Jednd se rod
vSudypritomnych, rovnych grampozitivnich aerobnich nebo fakultativné aerobnich,
mezofilnich sporulujicich tycinkovitych bakterii (Bergey’s 2009). Pro tento rod je typicka
tepelna rezistence jejich spor, které mohou prezivat v tepelné opracovanych potravinach a
zpUsobuji tak nasledné vady nebo kazeni vyrobk( diky jejich proteolytické, lipolytické a
sacharolytické aktivité (Svirdkova a spol. 2014).

Rod Bacillus neni povazovan za pfimo nebezpeény pro konzumenta, nékteré druhy
(napf. Bacillus coagulans) jsou dokonce vyuzivany jako probiotika (Dodd et al. 2017; Osimani
& Aquilanti 2021; Osimani et al. 2018). Existuji vSak druhy, které produkuji toxiny zpUsobujici
gastrointestinalni onemocnéni (Osimani & Aquilanti 2021). Jedna se prevazné o nékteré druhy
a kmeny Bacillus cereus, Bacillus anthracis, Bacillus thuringiensis, Bacillus licheniformis
(Svirdkova a spol. 2014, Delbrassinne & Mabhillon 2016).

Jednim z alimentdrnich onemocnéni je emeticky syndrom. Ten je zplsoben
termostabilnim toxinem cereulidem, produkovanym v matrici potraviny druhem B. cereus.
Toto onemocnéni se projevuje zvracenim a ve vaznych pripadech mize zpUsobit selhani jater.
Druhym je prljmové onemocnéni, které muze zplsobeno enterotoxiny, jez jsou produkovany
pfimo ve stievé (Osimani & Aquilanti 2021). Velmi vazna jsou onemocnéni zplsobena Bacillus
anthracis, ktera prvotné postihuje zvirata, ale maze byt smrtelnd i pro lidi. Tato bakterie
zplUsobuje nemoc zvanou antrax, kterd mlze mit kozni, plicni, gastrointestindlni, ordiné-
glandularni nebo cerebrdlni formu. U vSech forem, kromé kozni, je smrtnost vice nez 80 %.
Antrax muZe byt poutzit jako zbran v bioterorismu (Lukas 2001).

Rod Bacillus ve vztahu k hmyzu hraje vyznamnou roli. Jmenovité druh Bacillus subtillis
s vysokou proteolytickou aktivitou byl nalezen ve strevé ¢ernopasky bavinikové (Helicoverpa
armigera). Tento druh zirejmé pomdha travit bilkovinna krmiva a nepfedstavuje hrozbu pro

hostitele (Shinde et al. 2012).
Clostridium

Rod Clostridium patfi do kmene Firmicutes, Celedi Clostridiaceae. Jednd se rod

rovnych, grampozitivnich, obligdtné anaerobnich, mezofilnich sporulujicich tycinkovitych
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bakterii. (Bergey’s 2009). Charakteristickou vlastnosti pro tento rod je tvorba spor, které jsou
rezistentni vUc¢i neptiznivym podminkam. Rod Clostridum disponuje proteolytickou a
sacharolytickou aktivitou.

Zrodu Clostridium zpUsobuji obavy patogenni druhy jako Clostridium botulinum,
Clostridioides difficile a Clostridium perfringens. Cl. botulinum produkuje botulotoxin, ktery je
silnym neurotoxinem a v pripadé intoxikace je nutné podat protisérum — v opaéném pfipadé
nastava smrt v disledku obrny dychacich svalli a branice (Bergey’s 2009; Milanoi¢ et al. 2020).
Byly dokonce zaznamenany pfipady botulismu a dalSich onemocnéni ve spojitosti s konzumaci
Spatné skladovaného hmyzu v Africe (Caparros Megido et al. 2017). Cl. perfrimgens zpUsobuje
nekrotické infekce a Cl. difficile produkuje enterotoxin, ktery vyvolava enterokolitidy (Poldk a
spol. 2014)

Spory Cl. perfringens byly nalezeny u tepelné opracovanych cvrckl, kobylek a

moucnych cervi (Garofalo et al. 2019).

Campylobacter

Rod Campylobacter patfi do kmene Proteobacteria, cCeledi Campylobacteraceae
Bakterie rodu Campylobacter jsou gramnegativni, mikroaerofilni, termofilni ty¢inky (Dodd et
al. 2017). Campylobacter jejuni je jednou z hlavnich pficin alimentdrnich onemocnéni v EU a
vyznamnym problémem pro bezpecnost potravin. Tyto bakterie zpUsobuji prijmové
onemocnéni doprovazené horeckami, bolestmi hlavy a bricha (Belluco et al. 2013; Mondor et
al. 2021; WHO 2021; WHO 2018). Vyskyt u ¢lenovcl je spojovan s jejich kontaktem s farmou.
Bakterie rodu Campylobacter spp. byly izolovany z larev a dospélcli potemnika stadjového
(Alphitobius diaperinus), ale nepredpokldda se, Ze by potemnik byl hlavnim vektorem této
bakterie, protoze Campylobacter muze prezit vtéle hmyzu jen kratkou dobu. Za hlavni

prenasece je povazovana moucha domaci (Musca domestica) (Belluco et al. 2013).

Citrobacter

Bakterie z rodu Citrobacter patti do kmene Proteobacteria, ¢eledi Enterobacteriaceae.
Rod Citrobacter patfi do skupiny fakultativné anaerobnich, mezofilnich, gramnegativnich
bacilt. Tato bakterie se vyskytuje ve vodé, plidé, potravinach a v trdvicim traktu zvirat a lidi.
ZpUsobuje kazeni ovoce, zeleniny a masa (Adegun et al. 2019). Jedna se o pomérné malo

patogennirod, ale u oslabenych jedincli mohou tyto bakterie zplisobit mocové nebo respiracni



infekce, u novorozencli meningitidy a sepse (Bektas et al. 2020). C. freundii je navic
zodpovédny za epidemie gastroenteritidy a hemolyticko-uremicky syndrom zejména v letnich
mésicich (Guma et al. 2022). Tento rod byl nalezen ve stfevé cvrcka domaciho (Acheta

domesticus) (Mudalungu et al. 2021).

Escherichia coli

Escherichia coli patti do kmene Proteobacteria, ¢eledi Enterobacteriaceae. Jedna se
o gramnegativni, mezofilni, fakultativné anaerobni ty€inky (Batt & Patel 2014). E. coli je
béZnou soucdsti stievni mikrobioty Zivocich(i a kmen E. coli Nissle 1917 je vyuZivan také jako
probiotikum (Lukas 2015).

E. coli patfi mezi nejdulezitéjsi a nejcastéjsi patogeny prendsenych potravinami. Mimo
stfevo svého hostitele je E. coli vidy patogenni, zatimco ve stfevé jen tehdy, kdyZ obsahuje
tzv. virulentni faktory (Goering et al. 2016). Produkce Shiga toxinu patfi mezi hlavni faktory
virulence. Tento toxin zplsobuje prdjmy, hemoragickou kolitidu a hemolyticko-uremicky
syndrom (Mdiller et al. 2021). E. coli se schopnosti virulence délime do 6 patotypQ.
Nejvyznamnéjsi a nejznaméjsi z nich je patotyp enterohemoragickd E. coli (EHEC) (NHS24
2023). Pritomnost E. coli v potravindch ukazuje na chybné hygienické postupy ze strany
prodejct ¢i na chybné zpracovani (Murefu et al. 2019).

Studie Midiller et al. (2021) poukazuje na skutecnost, Ze E. coli pravdépodobné neni
béZnou soucasti stfevniho mikrobiomu hmyzu (Murefu et al. 2019). Ve studii Mdiller et al.
(2021) byly nalezeny izolaty E. coli v moucnych cervech (Tenebrio molitor) a v saranceti
stéhovavém (Locusta migratoria). U cvrcka domaciho (Acheta domesticus) v rdmci této studie

E. coli nalezena nebyla.

Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes nalezi do kmene Firmicutes, Celedi Listeriaceae, rodu Listeria.
Jedna se o mezofilni grampozitivni fakultativné anaerobni tycinky (Bergey’s 2009). V ramci
tohoto rodu se jedna o nejvyznamnéjsi druh, ktery je patogenni pro lidi i zvifata (Schmid et al.
2005). L. monocytogenes zplsobuje onemocnéni zvané listeridza, které se v neinvazivni formé
projevuje prijmy, horeckami a bolestmi svald, tzv. myalgii. Nejvice ohrozenou skupinou jsou
déti, téhotné Zeny, dlchodci a lidé s oslabenym imunitnim systémem. V tézsich invazivnich

formach tohoto onemocnéni mulze dojit k septikémii, meningitidé nebo ke spontdnnimu
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potratu & Umrti plodu. Listeridza patii k nejsmrteln&jsim bakteridlnim infekcim. Umrtnost se
uvadi 20 az 30 % a to navzdory véasné lécbé antibiotiky (Vazquez-Boland et al. 2001).

L. monocytogenes neni béiné spojovadna s jedlym hmyzem. Studie Belleggia et al.
(2020) a Mancini et al. (2019) vsak zjistily, Ze larvy moucného cerva mohou byt pfenasecem
tohoto patogenu, jsou-li krmeny kontaminovanym substratem. L. monocytogenes neovliviiuje
Zivotaschopnost ¢ervl. Koncentrace L. monocytogenes se snizila, kdyz se nechal hmyz vylac¢nit
a v kombinaci s tepelnou Upravou byl patogen zcela usmrcen (Belleggia et al. 2020; Mancini

et al. 2019).

Proteus

Rod Proteus je bakterie patfici do kmene Proteobacteria, ¢eledi Enterobacteriaceae.
Jednd se o rod gramnegativnich, mezofilnich, anaerobnich bakterii ve tvaru tyéinek. Nachazi
se jako saprofyt ve vodé, pidé nebo v mrtvych a rozkladajicich se organickych latkach. Zaroven
jsou tyto bakterie soucasti stfevni mikrobioty a pfi oslabeni organismu mlzou vyvolat infekci
(Roy et al. 2008). Patogenni kmeny druhl P. mirabilis a P. panneri zpUsobuji primarni a
sekundarni infekce. Mezi primarni infekce, které Proteus zpUsobuje v trdvicim traktu, patfi
prdjem. PFi sekundarnich infekcich dochdzi k zanétu mocovych cest nebo k hematogenni
infekci. V potravinarstvi zplisobuje kazeni syrového masa, mofskych plodd, ovoce, zeleniny a
konzerv (Bergey’s 2005). Obecné je Proteus spp. spojovan s potravinami, které obsahuji
vysoky podil bilkovin, kde snizuji nutri¢ni kvalitu kontaminované potraviny. Alimentarni
infekce zplsobuje jen zfidka (Ogbalu & Williams 2015).

Ve studii Grabowski & Klein (2017) byl Proteus sp. nalezen spiSe v podestylce a
v mrtvych jedincich saranéete stéhovavého (Locusta migratoria). U cvréka byl Proteus sp.

nalezen i u Zivych jedinca.

Pseudomonas
Pseudomonas spp. pochazi z kmene Proteobacteria, ¢eledi Enterobacteriaceae, rodu

Pseudomonas. Bakterie z tohoto rodu jsou gramnegativni, psychrotrofni, aerobni tycinky.
Jedna se o rod oportunitnich patogen, ktery zpUsobuje rdzna infekéni onemocnéni ¢lovéka.
Patogenitu umoZnuje seskupeni genl virulence, které je obsazeno napf. udruhd P.
aeruginosa, P. alcaligenes nebo P. fluorescens (Tuon et al. 2022). Jiné druhy zpUsobuji také
onemocnéni rostlin a Zivocichl (Bergey’s 2005). Tato bakterie se podili na znehodnocovani

potravin, které kontaminuje. Kontaminuje potraviny svysokou vlhkosti a produkuje



termostabilni protedazu a lipdzu, které degraduji obsazené Ziviny (Braide et al. 2011;
Némeckova a spol. 2012). Tento rod disponuje schopnosti rast i za nizkych teplot a
v nestandardnim prostredi (Némeckova a spol. 2012).

Tento rod byl nalezen u Zivych larev moucnych ¢ervi (T. molitor) (Grabowski & Klein

2017; Vandeweyer et al. 2017).

Salmonella

Salmonella spp. jsou gramnegativni, mezofilni, fakultativné anaerobni tycinky patfici
do kmene Proteobacteria, Celedi Enterobacteriaceae (Dodd et al. 2017). Rod Salmonella
zahrnuje dva druhy Salmonella enterica a Salmonella bongori, které obsahuji dalSi poddruhy.
S. enterica ma v soucasnosti popsano Sest poddruh(i (MacKenzie et al. 2017). Salmonella spp.
se b&iné nachazi v zaZivacim traktu ptakd, plazd, zvifat i ¢lovéka. Castym rezervoarem jsou
vejce dribeZe. Salmonella spp. zpUsobuji gastroenteritidy zvané salmoneldza. Vétsinou
k ndkaze dochazi pozfenim kontaminované potravy, nasledné pronikaji salmonely do tenkého
stfeva, kde se mnoZi a produkuji endotoxin. Toto onemocnéni probihd vétSinou bez
komplikaci, obas mlze byt doprovazené horeckami, bolestmi hlavy a bficha. Druhym typem
je tyfoidni onemocnéni, které je spojovano napf. se sérotypem Salmonella entericca spp.
enterica Typhi. Tato forma onemocnéni prechazi ze stfeva do dalSich télnich organt (Benes
2009). Nejvice jsou ohroZeni déti, dlichodci a lidé s oslabenou imunitou. Bakterii Ize bezpecné
usmrtit varem (96 °C po dobu 5 minut), ktery predchazi dalSim Gpravam (Belluco et al. 2013;
Mondor et al. 2021; WHO 2021; WHO 2018).

Rod Salmonella je rozsiten spiSe u much, které Ziji blizko kontaminovanych dobytcich
nebo dribeZich farem. Zda se, Ze prenos dale probihda mezi mouchami vzajemné (Belluco et

al. 2013; Mondor et al. 2021).

Staphylococcus

Rod Staphylococcus jsou grampozitivni, fakultativné anaerobni koky, pattici do kmene
Firmicutes, celedi Staphylococcaceae (Dodd et al. 2017). Bakterie rodu Staphylococcus
nepredstavuji pro hmyz zdravotni riziko, ale mohou jim byt prenaseny na jiného hostitele.
Klinicky nejvyznamnéjsim druhem je S. aureus, ktery se béiné vyskytuje na povrchu lidské
klze, sliznic, ale i ve vzduchu, prachu a vodé. Tento druh je privodcem mnoha onemocnéni,

od koZnich infekci aZz po zdvainéjsi onemocnéni jako je syndrom toxického Soku nebo
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meningitida. Patogenita se vyznacuje predevsim produkci extracelularnich toxin(, které jsou
termostabilni a vyskytuji se v substratu i po usmrceni bakterialni buriky. Do chovl hmyzu je

tento rod bakterii zavle¢en obvykle krmnymi nebo chovnymi substraty (Gorrens et al. 2021).

Serratia
Serratia nalezi do kmene Proteobacteria, ¢eledi Enterobacteriaceae. Serratia je

skupina gramnegativnich, psychrotrofnich, fakultativné anaerobnich tycinek. Tento rod se
vyskytuje ve vodé ¢i pudé a disponuje vyznamnou proteolytickou aktivitou. Existuji vSak
domnénky, Ze by mohla byt soucasti lidské intestindini  mikrobioty.
U imunokompromitovanych osob zpusobuje infekce (Md et al. 2019).

Rozvoj této bakterie u hmyzu je spojovan se stresem béhem chovu (napt. hladovéni),
nacez stava se pro hmyz patogenni. Napf. infikované larvy moucného Cerva Ize snadno
rozeznat diky jejich rGZzovocerveného zbarveni (Dupriez et al. 2022). Na Obrazku 4 lze vidét
rozdil mezi normalni larvou moucéného Cerva (7. molitor) a larvou infikovanou S. marcescens.

Ve studii Grabowski & Klein (2017) byl nalezen druh S. liquefaciens ve vzorcich $vabd,
saranCete stéhovavého (Locusta migratoria), housenky zavije¢e voskového (Galleria
mellonella), housenky Chilecomadia moorei, cerva zlatohlavka konZského (Pachnoda
marginata), Cerva potemnika brazilského (Zophobas atratus) a u larev trubcl vcely
medonosné (Apis milifera). Dupriez et al. (2022) navrhli, aby Serratia marcescens byla

pouzivana jako indikator hygienickych problému v chovu moucnych cervl (T. molitor).

Obrazek 4: Rozdil mezi normdlni larvou moucného cerva (T. molitor) a larvou infikovanou S.

marcescens (Dupriez et al. 2022).



Yersinia

Rod Yersinia nalezi do kmene Proteobacteria, Celedi Enterobacteriaceae. Jedna se
o gramnegativni, fakultativné anaerobni, psychrotrofni ty¢inky (Aziz & Yelamanchili 2022).
BéZné se vyskytuji v pidé a v povrchovych vodach. Hlavnim rezervoarem jsou volné Zijici
hospodarska zvifata, jez jsou napaddna infikovanymi clenovci (Marshall et al. 2016;
zejména prendseny blechami (Duan et al. 2014). Nejcastéji jsou Yersinia spojovany
s kontaminaci syrového masa, ale také se vyskytuji v mléce, zmrzliné nebo v zeleniné, kde
pfezivaji a mnoZi se i pti chladirenskych teplotach (Marshall et al. 2016). Nejvyznamné;jsimi
druhy jsou Y. enterocolitica a Y. pestis (Duan et al. 2014). Druh Y. enterocolitica zplsobuje
alimentdrni onemocnéni zvané yersinidza. Toto onemocnéni se projevuje akutni hofecnatou
enterokolitidu. U ndkazy se objevuji vysoké horecky, vyrazné bolesti bricha, prijmova stolice
s primési hlenu a krve. Nejvice ohroZeni jsou imunokompromitované osoby a déti (Marshall
et al. 2016; Ministerstvo zemédélstvi 2022).

Ve studii Stoops et al. (2016) byla bakterie rodu Yersinia nalezena v syrovych vzorcich
sarancete stéhovavého (Locusta migratoria). Jinak vyskyt této bakterie je spiSe ojedinély

(Vandeweyer et al. 2021).

3.2.5 Kvasinky a plisné

Plisné a kvasinky jsou normalni soucasti hmyzi mikrobioty. Jsou ¢astym plvodcem
kazeni produktl potravinarského priimyslu diky jejich schopnosti tvofit spory nebo se snadno
Sifit do rlznych prostfedi. Mohou kontaminovat potraviny a zhorsit jejich kvalitu degradaci
zZivin. Nékteré druhy jsou navic patogenni (Garofalo et al. 2019).

Kontaminace hmyzu kvasinkami a plisnémi, jak se ukdzalo, souvisi Uzce s druhem
krmiva. Ve studii Vandeweyer et al. (2017) zjistili, Ze larvy moucného cerva vykazovaly vyssi
kontaminaci plisnémi a cvréci naopak vykazovali vyssi kontaminace kvasinkami. Larvy
moucnych cervl byly krmeny obilnymi produkty, které jsou ¢astym zdrojem plisni, zatimco
cvréci jsou krmeni rozmanitym substratem, jako jsou krmiva pro kurata, zelenina nebo
pivovarské mlato.

U potravin ZivocisSného plvodu nejsou stanoveny konkrétni limity pro pocty plisni a
kvasinek. Ty jsou zahrnuty pouze do celkového poctu mikroorganism( (CPM), které zahrnuji i

bakterie. Dle nafizeni komise Evropského spolecenstvi (ES) ¢. 1441/2007 by pocet aerobnich
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mikroorganism0 nemél prekrocit hodnotu 5,0 log KTJ/g u mletého masa (Natizeni Rady (ES)
¢.1441/2007). Pro zajisténi zdravotni nezavadnosti jsou zde stanoveny limity obsahu
mykotoxinl (viz. kapitola 3.2.5.1.1) dle Nafizeni (ES) ¢. 1881/2006 (Nafizeni Rady (ES)
¢. 1881/2006).

3.2.5.1 Plisné

Plisné (mikromycety) jsou eukaryotni organismy, jejichz télo tvofi hyfy, které mohou
byt vicebunécné nebo jednobunécné a nasledné tvori mycelium. Plisné se mnoZi rozpadem
mycelia nebo sporami, které jsou vSudypritomné. Diky spordm a bohatému enzymatickému
aparatu mohou kolonizovat rozmanité substraty. Vyskyt plisni v potravinach je obecné
indikatorem S$patnych skladovacich podminek, ale nemusi byt tomu nutné tak, protoze se
vyskytuji prakticky vSude. Jejich pfitomnost predstavuje zdravotni riziko z dlivodu produkce
mykotoxin( (Malif a kol. 2003).

Vztah plisni a hmyzu nebyl dosud zcela objasnén. Nékteré rody plisni pfilnou na
exoskelet svého hostitele a za¢nou ho narudovat produkci enzymi. Prikladem je druh
Beauveria bassiana, ktery po pfilnuti zacne do téla hostitele produkovat toxiny. Ty pak
hostitele zabiji. V dalsi studii byla hlasena snizend reprodukéni schopnost u jedinca, které
napadly rody Trichoderma a Aspergillus. Entomopatogenni plisné (napf. B. bassiana,
Metarhizium, Lecanicillium) produkci mykotoxint zabiji hmyz, ale jsou také rizikové pro lidi,
ktefi tento hmyz konzumuiji (Ozdal et al. 2012).

U housenek martinace (Gonimbrasia belina), téz znamych jako ,,mopanovi ¢ervi“, bylo
nalezeno nékolik rodl plisni véetné Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Penicillium a
Phytomycetes (Marshall et al. 2016). U radu Motyli byly nalezeny rody Aspergillus, Penicillium,
Alternaria, Chaetomium, Mucor, Phoma, Dreschlera a Fusarium (Garofalo et al. 2019). U cvrcka
domdciho (Acheta domesticus) byly nalezeny plisné rodQ Aspergillus, Lichtheimia,
Trichoderma a Trichosporon (Vandeweyer et al. 2018). Rody Lichtheimia, Trichoderma a

Trichosporon mohou byt oportunitni patogeny (Anaissie et al. 2003).



3.2.5.1.1 Mykotoxiny
Mykotoxiny jsou sekunddrni metabolity produkované mnoha fytopatogennimi

plisnémi a plisnémi kazicimi potraviny. Jedna se zejména o rody Fusarium, Aspergillus a
Penicillium. Ke kontaminaci mykotoxiny maze dojit bud’ jejich produkci plisnémi v trdvicim
traktu hmyzu nebo pozienim jiz vyprodukovanych mykotoxinl v krmivu. Mykotoxiny zUstavaji
pritomné v krmivu Ci v téle hmyzu i po usmrceni plisni, protoze mnohé z nich jsou obtizné
odstranitelné a odolné vici vysokym teplotam (Evans & Shao 2022; Imathiu 2020).

Mykotoxiny obecné predstavuji zdravotni riziko, které je potfeba drZet pod dohledem
(Kalina & Vana 2005). Ze vsech zjisténych mykotoxinli bylo nejvétsi zdravotni riziko
vyhodnocené u aflatoxinu, ktery je produkovan plisnémi rodu Aspergillus, zejména druhy
A. niger, A. flavus a A. flavus parasiticus (Garofalo et al. 2019; Imathiu 2020). Aflatoxin B; je
nejsilnéjsi dosud znamy ptirodni karcinogen (Malit a kol. 2003). Aflatoxiny jsou karcinogenni,
genotoxické a postihuji jatra (Garofalo et al. 2019; Imathiu 2020).

Dalsi mykotoxiny jsou produkované rodem Fusarium. Prvnim z nich jsou fumonisiny,
karcinogenni metabolity produkované napt. druhy F. moniliforme, F. proliferatum (Ostry &
Ruprich 2018). Nejvyznamnéjsi je fumonosin Bi. Ten ma cytotoxicky ucinek a je spojovan
s karcinogennim ucinkem a toxicitou jater a ledvin (Evans & Shao 2022; Ostry & Ruprich 2018).

Druhym typem mykotoxinl produkovanych rodem Fusarium jsou zearalenony.
Nejvyznamnéjsimi producenty tohoto toxinu jsou F. graminearum a F. semicectum.
Zearalenony maji hepatotoxické Ucinky a jsou spojovany s poruchami reprodukce u savcu
(Evans & Shao 2022; Malir a kol. 2003). Mezi nejvice rizikové zearalenony patfi a-zearalenon
diky své nejvétsi podobnosti s Zenskym estrogenem (Evans & Shao 2022). Bylo prokazano, ze
moucni Cervi (T. molitor) dokazi metabolizovat zearalenony na toxi¢téjsi a-zearalenon (Mézes
& Erdélyi 2020).

Rody Aspergillus a Penicillium produkuji sekunddrni metabolity ochratoxiny.
Nejznamé;jSim toxinem z této skupiny je ochratoxin A. Ochratoxiny zplsobuji neurotoxické a
karcinogenni poskozeni organismu. Mezi dalsi ucinky ochratoxinu se fadi karcinogenita,
teratogenita a imunotoxicita (Malif a kol. 2003). Jsou také pozorovany zdvazné pripady selhani

ledvin (Evans & Shao 2022).
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3.2.5.2 Kvasinky

Kvasinky jsou jednobunécné eukaryotni bunky, které Ffadime do fiSe hub. Obecné
dosahuji velikosti od 5 do 10 um a rozmnoZuji se délenim (Baker et al. 2022).

Vztah hmyzu s kvasinkami je pozoruhodny. Je zndmo, Ze nékolik druhd kvasinek
pomaha hmyzu lokalizovat potravu s cukernou slozkou produkci tékavych latek. Tyto tékavé
latky jsou vedlejSim produktem pfi metabolismu cukri. Mezi né patfi naptiklad ethanol,
ethylacetdt, isoamylacetat, ethylfenylacetat. Tyto tékavé latky signalizuji hmyzu pfitomnost
cukrtd a na oplatku jsou kvasinky prenaseny hmyzem do dalSich mist. Tento transport absolvuje
kvasinka na povrchu téla nebo ve stfevech hmyzu. Kvasinky také pomahaji hmyzu travit
potravu, ¢i pro né vytvari cenné latky. Napriklad rod Symbiotaphrina mize svému hostiteli ve
stfevech poskytnout dusik a vitaminy, také Stépi celobiézu a produkuje enzymy lipazu,
fosfotazu a trypsin (Madden et al. 2018; Stefanini 2018).

Mezi identifikovanymi kvasinkami v hmyzu byla v larvé moucného cerva (T. molitor)
nalezena Debaryomyces hansenii (Garofalo et al. 2019). Normalné se vyskytuje v sliznicich
dutiny Ustni nebo v gastrointestindlnim traktu ZivoCichl. Vzacné je patogenni pro clovéka.
Dalsi nalezenou kvasinkou byla Trichosporon asahii, jez byla nalezena u larev mury Bunaea
alcinoe z ¢eledi martinacovitych. Bézné se nachazi v pidé nebo na povrchu lidské pokozky.
Jednd se o oportunitni patogen a u imunokompromitovanych osob muZe zpUsobit
onemocnéni zvané trichosporondza (Garofalo et al. 2019; Desnons-Ollivier et al. 2008;
Parapouli et al. 2020). Ve studii Grabowski & Klein (2017) byla nalezena kvasinka Candida
albicans ve vzorku sarancete stéhovavého (Locusta migratoria). Jedna se o kvasinku, ktera
zplUsobuje az 50 % celosvétovych kvasinkovych onemocnéni. Pro vétSinu populace
nepredstavuje riziko, jelikoz je béZnou soucasti gastrointestinalniho traktu, ale pfi snizené
imunité mlzZe dojit k rozvoji onemocnéni a zpUsobit Zivot ohroZujici infekci krevniho fecisté
(Sudbery 2011). Ve studii Wyanants et al. (2018) byly nalezeny Pichia sporuriosa, Issatchenkia
orientalis, Diutina rugosa, Wickerhamomyces anomalus. Wickerhamomyces anomalus je
patogenni pro ¢lovéka (Zhang et al. 2021).

O kvasinkach ve spojitosti s jedlym hmyzem se vi malo. Z dostupnych publikaci je
zfejmé, Ze syrovy hmyz obsahuje nadlimitni mnoZstvi kvasinek oproti limitim, které plati pro
syrové maso. V syrovém hmyzu bylo zjisténo 7-9 log KTJ/g jen kvasinek, pocty se ale tepelnou

Upravou snizuji (Nafizeni Rady (ES) ¢.1441/2007; Nyangena et al. 2020). Dale jsou kvasinky



zapojovany do pokusl fermentace hmyzich prdska pro zlepseni senzorickych vlastnosti a
ziskani nutricné cennych latek. Ve studii Kim et al. (2021) fermentace prasku z nosorozika

japonského (Allomyrina dichotoma) kvasinkou S. cerevisiae zlepsila celkovou chut, vyrazné

vrve

3.2.6 Viry

Viry jsou obvykle specifické pro hmyz a pro ¢lovéka nepredstavuiji riziko. Chovany hmyz
by mohl pasivné prendset viry na clovéka, ale tento jev neni jesté dobre zdokumentovan
(Gravel & Doyen 2020). Problém by patogenni viry mohly predstavovat v hromadnych
chovech, kde by mohlo dochdazet k umrti, poklesu rlstu a reprodukce (Bertola & Mutinelli

2021).

3.2.7 Faktory ovliviiujici mikrobiotu jediého hmyzu

Télo hmyzu je kolonizovano rliznymi MO, které mohou obsadit nejen stievo, alei jejich
kutikulu, buriky, hemocoel, reprodukéni organy ¢i slinné Zldzy. Kromé mechanickych bariér,
jako je napf. kutikula ¢i kutikuldrni vystelky traviciho traktu, které jsou sloZzeny z lipid(i a chitinu
s antimikrobidlnimi vlastnostmi, se MO setkdvaji i s travicimi enzymy ¢i s imunitni odpovédi
hmyzu v hemolymfé, ktera je analogem ke krvi savcu. Tyto faktory jim kolonizaci tkani zna¢né
znesnadnuji (Dillon & Dillon, 2004; Douglas, 2015; Hadj Saadoun et al. 2022). Stfevni
mikrobiota hmyzu je jednim z obranych mechanism( proti patogendm, kdy mikrobiota
produkuje antimikrobialni latky. Dllezitou roli ve stfevé hraji bakterie mlécného kvaseni
(BMK) (Gorner & Valik 2004). BMK produkuji silné organické kyseliny, kyselinu mléénou a
octovou, a dalsi antimikrobialni [atky, které inhibuji rlst patogent, zabranuji produkci spor a
jejich vykliceni (Lee et al. 2021). Dalsim faktorem, ktery ovliviiuje mikrobiotu, je krmivo. Ve
studii Ng'ang’a et al. (2021) se ukdzalo, Ze antibakterialni slozky z rostlinného krmiva snizuji
kontaminaci MO (Doi et al. 2021; Murefu et al. 2019). V neposledni fadé mikrobiotu hmyzu
ovliviiuji i podminky chovu (napf. teplota, vlhkost, vétrani apod.) a kvalita pouzitych chovnych

substratd (IPIFF 2021).

3.2.8 Metody snizeni mikrobiologické zatéze

Uginnost jakéhokoliv o$etieni je zavislé na pocateéni koncentraci MO (Caparros Megido

et al. 2017). Ve studii Caparros Megido et al. (2017) sledovali po¢ty mikroorganisma (MO)
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v syrovém hmyzu a hmyzu, ktery byl podroben rlznym technologickym operacim. Tato studie
zjistila, Ze blansirovani je dostatecné pro usmrceni bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae. Uz ale
neni dostateéné pro usmrceni spor, coz ma za nasledek kratkou skladovatelnost vyrobku. Jako
nejvice spolehlivé pro likvidaci MO se jevi smaZeni (Milanovi¢ et al. 2016). Avsak ani tyto
kulinarské operace nezajistuji Uplnou likvidaci spor (Osimani & Aquilanti 2021).

Suseni se zda byt vhodnou metodou, jak prodlouzZit trvanlivost vyrobku. V zemich, kde
je entomofagie béind, jej susi na slunci. Nékdy je suSeni doplnéno uzenim, coi pfispiva
k snizeni poc¢tu MO (Caparros Megido et al. 2017). Grabowski & Klein (2017) ve své studii
aplikovali pfedvareni hmyzu pfed samotnym susSenim. Aplikace tohoto kroku vyrazné snizuje
celkové pocty MO a spor.

Dalsi oblibenou operaci pro zpracovani je lyofilizace. Jednd se o metodu, kterd je
zaloZzena na sublimaci zmrzlé vody pfi nizkém tlaku a teploté. Tato metoda MO pouze
inaktivuje, po rehydrataci by se mohly vratit do vegetativniho stadia a byt skodlivé (Milanovi¢
et al. 2016).

DalSim zpUsobem zpracovani hmyzu je fermentace pomoci bakterii mlécného kvaseni
(BMK). Jednd se nejcastéji o druhy Lactobacillus plantarum, L. rhamnous, L. casei a L.
acidophilus (Hadj Saadoun et al. 2020; Lee et al. 2021). Této operace se vyuzivd mimo jiné i
pro zménu senzorickych vlastnosti hmyzu a prodlouzeni jeho trvanlivosti (Lee et al. 2021).

Na Obrazku 5 je zobrazeno potenciondlni vyuZiti antimikrobidlni aktivity
fermentovanych biomas odpadu z muchy cerné (Hermetia illucens) na vybrané patogeny.
Béhem fermentace vznika kyselina mlé¢na a soucasné dochazi k metabolizaci obsazenych
lipidG a protein(i na antimikrobialné aktivni latky. V odpadu z branénky je obsazZen chitin, ktery
byl téZz fermentovan BMK a fermentace vedla k jeho modifikaci a vzniku antimikrobialnich

latek.
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Obrazek 5: Vznik antimikrobialné pUsobicich latek fermentaci odpadni biomasy

muchy ¢erné (Hermetia illucens) (Hadj Saadoun 2020)

Jiné zpUsoby zpracovdni, jako je soleni, uzeni a ionizaéni zafeni, nejsou pokladany za

vhodny zplsob zpracovani, protoze dosud nebyla prokdzana jejich ucinnost (Bessa et al. 2018).

3.3 Stanoveni indikatorovych mikroorganismi

Metodika pro stanoveni mikrobialniho profilu potravin se predevsim opird o klasické
kultivaéni metody. Mikrobiologickd kritéria a standardizované postupy pro potraviny jsou
dany natizenim Evropské komise (ES) ¢. 2073/2005, které bylo nékolikrat novelizovano.
Mikrobiologickd kritéria a metody stanoveni pro hmyz vtomto nafizeni nejsou zatim
obsazeny, proto byly prozatim vydany doporuceni naptiklad od EFSA (2021) nebo Ministerstva
zemédélstvi Ceské republiky (2018) a chovatelé tak maji moZnost uréit si svd vlastni kritéria.

Standardizované postupy a metody byly vyuZity i v této diplomové praci. Soucasné
probéhla konfirmace a identifikace vybranych narostlych kolonii pomoci MALDI-TOF MS pro

ovéreni selektivnosti pouzitych pad.

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

Hmotnostni spektrometrie slaserovou desorpci a ionizaci za Uucéasti matrice
s prGletovym analyzatorem (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight Mass

Spectrometry, MALDI-TOF) je metoda hmotnostni spektrometrie s mékkou ionizaci, kdy je
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vzorek ionizovan pomoci laseru za pfitomnosti matrice (Norkova a spol. 2013). Pti této ionizaci
nedochazi ke fragmentaci molekul analytu (Murray 2010). Tato metoda ma Siroké vyuziti
v hmotnostni spektrometrii velkych netékavych biomolekul, konkrétné peptidd, protein,
oligonukleotidi a oligosacharid(i (Zenobi & Knochenmuss 1999). V soucasné dobé je tato
metoda Uspésné vyuzivana v klinickych mikrobiologickych laboratofich k rychlé a ucinné
identifikaci patogennich bakterii a kvasinek (Clark et al. 2013; Stein et al. 2018). Metoda
identifikace mikroorganismu, zejména bakterii, je zaloZena na analyze ribozomdlnich protein(
(Sugawara et al. 2016). Mikroorganismy lze urcit na rodové, druhové a ¢asto i kmenové uUrovni,
¢ehoz se vyuziva pfi monitoringu Zivotniho prostredi, zpracovani potravin, ochrané verejného
zdravi nebo pfi klinické diagnostice (Huong a spol. 2014).

Vzorky jsou aplikovdny na desticku vyrobenou z inertniho kovu (nerezova ocel) a
prekryty matrici. Po umisténi do pfristroje jsou vzorky ionizovadny laserem. Matrice energii
laserového pulsu absorbuje, ¢imZz dochazi k jeji desorpci. Po predani energie skrz matrici ke
vzorku se ionizované molekuly uvolni do plynné faze. Nabité molekuly analytu jsou poté
urychleny elektrickym polem a vstupuji do hmotnostniho analyzatoru doby letu (TOF), ktery
méri dobu, za kterou ionty proleti trubici o znamé délce. Lehdi ionty leti rychleji, jejich doba
letu je kratSi a k detektoru dorazi drive (Clark et al. 2013; Singhal et al. 2015). Bakterie jsou
identifikovany na zakladé jejich typického iontového m/z profilu. Hmotnostni spektra vzorku
jsou porovndavana s knihovnou referencnich spekter. Shodu ¢i neshodu program vyhodnocuje
pomoci logaritmického Ciselného skére v hodnotach 0-3 (Huong a spol. 2014). V Tabulce 3 je
znazornéna spolehlivost hodnoceni.

Mezi nejcastéji pouzivané matrice patfi a-kyano-4-hydroxyskoficovd kyselina, 2,5-
dihydroxybenzoova kyselina, 3,5-dimethoxy-4-hydroxy skoficovd kyselina a 2,6-

dihydroxyacetofenon (Clark et al. 2013). Na Obrazku 6 je zndzornén proces MALDI-TOF.
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Obrazek 6: Proces MALDI-TOF (upraveno dle Clark et al. 2013)




Tabulka 3: Hodnoceni spolehlivosti identifikace

Barva Rozsah skore Popis

2,300-3,000 Druh byl s vysokou pravdépodobnosti identifikovan

2,000-2,299 Rod identifikovan s jistotou, druh pravdépodobné

1,700-1,999 Pravdépodobna identifikace rodu

0,000-1,699 Nespolehliva identifikace

4 Metodika

V praktické c¢asti diplomové prace byl studovan mikrobidlni profil tfech druhi jedlého
hmyzu, které byly analyzovany ve tfech opakovanich, jak lze vidét v Tabulce 4. Sarance
stéhovavd (Locusta migratoria) byla testovana pouze v jednom opakovani z divodu
nedostate¢ného mnozstvi odchovanych jedinc(.

Vzorky

Tabulka 4: Seznam testovanych vzork( hmyzu a jejich vyvojového stadia.

Oznaceni
Druh hmyzu Latinsky nazev hmyzu Stadium hmyzu
vzorku
1 Moucny cerv Tenebrio molitor Larvy
2 Moucny cerv Tenebrio molitor Larvy
3 Moucny cerv Tenebrio molitor Larvy
4 Cvrcek stepni Gryllus assimilis Nymfy
5 Cvrcek stepni Gryllus assimilis Nymfy
6 Cvrcek stepni Gryllus assimilis Nymfy
7 Sarance stéhovava Locusta migratoria Nymfy

4.1.1 Ptiprava vzorka

Vzorky hmyzu byly dikladné zhomogenizovany v tfeci misce s tlouckem. Poté byly pro
vybrané vzorky hmyzu navdZzeny po 1 g a asepticky prevedeny do 9 ml sterilniho fediciho
média (9 g NaCl a 1 g peptonu na 1 | destilované vody). Pro stanoveni anaerobnich
mikroorganismu bylo pouzito 9 ml sterilniho fediciho média (5 g tryptonu, Nutrient broth No.2

5 g, kvasnicni extrakt 2,5 g, L-cystein 0,25 g a tween 80 g na 1 | destilované vody). Nasledné
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byly vzorky desitkové sériové nafedény do hodnoty 102, Viechny skupiny MO byly stanoveny

kultivacné podle platnych norem a standardnich postupd.

4.1.2 Stanoveni vybranych skupin mikroorganism

VSechna média, u kterych byla nutna sterilace, byla sterilizovdna v autoklavu pfi
teploté 121 °C po dobu 15 minut a vytemperovana na teplotu 50 °C ve vodni lazni. V Tabulce
5 je zndzornén prehled testovanych parametrl a pouzitych kultivacnich médii.

Tabulka 5: Seznam testovanych parametrl a pouzitych kultivacnich médii

Parametr Kultivacni médium Metoda

Celkové poéty aerobnich mikroorganismu Standard plate count agar base CSN 1SO 4833-1
Celkové pocty anaerobnich
mikroorganisma
Celkové pocty aerobnich sporulujicich

Wilkins—Chalgren Anaerobe Agar (Oxoid)

mikroorganismii Trypton-séjovy agar base (Oxoid)
Celkové pocty anaerobnich sporulujicich

. L Wilkins-Chalgren anaerob agar (Oxoid)
mikroorganismui

Enterokoky Slanetz-Bartley agar base (Oxoid)
Kvasinky a plisné DG18 base (Oxoid) CSN IS0 21527
Clostridium perfringens Perfringens agar base base (Oxoid)
Bacillus cereus Bacillus cereus agar base base (Hmedia) CSN EN ISO 7932

Peptonovd voda (Oxoid)
Salmonella Rappaport-Vassiliadis bujén base (Oxoid) CSN IS0 6579-1
Salmonella Shigella agar base (Oxoid)
Tryptone Bile X-Glucuronide médium

(Oxoid) CSN EN ISO 16649-2

Escherichia coli

Staphylococcus aureus a koagulaza

pozitivni stafylokoky Baird-Parker agar base (Oxoid) CSN EN ISO 6888-1

Celkové pocty aerobnich mikroorganisma (CPM)
Stanoveni probéhlo dle CSN 1SO 4833-1. PFislu§né mnoZstvi Standard plate count agaru

(Oxoid) bylo prevedeno do destilované vody, rozmichano a sterilovdno v autoklavu, jak je
uvedeno vyse.

Pro stanoveni byl odebran 1 ml z pfislusného fedéni, preveden do Petriho misky a zalit
agarem. Nasledné byla Petriho miska promichana krouzivym pohybem a agar se nechal
ztuhnout. Kultivace probihala pfi 30 °C po dobu 72 hodin. Po uplynuti doby byly spocitany
narostlé kolonie.

Celkové pocty anaerobnich mikroorganismt (CPAM)

Pro stanoveni poctu anaerobnich mikroorganismi byl pouZit Wilkins-Chalgren
Anaerobe Agar (Oxoid) obohaceny o sdjovy pepton (5 g/l), L-cystein (0,5 g/I) a Tween 80 (1
mli/l).



Pro stanoveni byl odebrdn 1 ml z pfislusného redéni, ktery byl preveden do Petriho
misky a zalit agarem. Nasledné byla Petriho miska promichana krouZivym pohybem a
umisténa do anaerostatu, kde byly vytvorfeny anaerobni podminky pomoci pfistroje Whitley
jar gassing system (Don Whitley scientific). Kultivace probihala pfi 37 °C po dobu 48 hodin,

poté byly spocitany narostlé kolonie.

Celkové pocty aerobnich sporulujicich mikroorganismu

Pro stanoveni aerobnich sporulujicich mikroorganisma byl pouZit trypton-séjovy agar
(TSA, Oxoid).

Pred stanovenim byly fedici rady pasterovany pfi teploté 85 °C po dobu 10 minut ve
vodni lazni. Nasledné byl odebran 1 ml z pfislusného fedéni, ktery byl preveden do sterilni
Petriho misky a zalit agarem. Kultivace probihala aerobné pfi 30 °C po dobu 24 hodin a

nasledné byly spocitdny narostlé kolonie.

Celkové pocty anaerobnich sporulujicich mikroorganismu

Pro stanoveni byl pouZit stejny agar a postup pfipravy jako u stanoveni celkovych poctua
anaerobnich MO.

Vzorky byly pasterovany pfi teploté 85 °C po dobu 10 minut ve vodni Iazni. Nasledné
byl odebran 1 ml z pfislusného redéni, ktery byl pfeveden do sterilni Petriho misky a zalit
agarem. Byla provedena anaerobni kultivace v anaerostatu jako vyse, pfi 37 °C po dobu 48

hodin, nasledné byly spocitany narostlé kolonie.

Stanoveni fekalnich enterokokd

Enterokoky byly stanoveny pomoci Slanetz-Bartley (SB) agaru (Oxoid). Agar byl
pripraven dle ndvodu a za ob¢asného michdani rozvaren do Uplného rozpusténi. Nasledné bylo
médium zchlazeno na 50 °C a nalito do sterilnich Petriho misek.

Pro stanoveni byl odebran 1 g homogenizovaného vzorku, navazen do sterilni Petriho
misky a nasledné zalit agarem. Dale byl odebran 1 ml z prvniho fedéni a rozdavkovan na
povrch tfi agarovych ploten a rozetfen sterilni mikrobiologickou hokejkou. Pro vyssi fedéni
bylo odebrano a rozetfeno 0,1 ml. Kultivace probihala pfi 44 °C po dobu 48 hodin a nasledné

byly spocitany narostlé kolonie, kdy se pocitaly pouze kolonie kastanové barvy nebo kolonie
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s tmavé rudym stfedem a rlZovymi okraji. Toto zbarveni je typické pro enterokoky, které

redukuji trifenyltetrazolin obsazeny v médiu na ¢erveno-hnédy formazan.

Pocty kvasinek a plisni

Médium DG18 bylo pFipraveno pro kultivaci a detekci plisni a kvasinek dle CSN 1SO
21527. Agar byl pripraven dle ndvodu s pridavkem glycerolu (220 g/1) a chloramphenicolu (100
mli/l).

Dale byl odebran 1 ml z prvniho fedéni a rozddvkovan na povrch tfi agarovych ploten
a rozetren sterilni mikrobiologickou hokejkou. Poté bylo odebrano 0,1 ml z pfislusného redéni
a rozetreno sterilni mikrobiologickou hokejkou na pfedem pfipravené ztuhlé médium. Byla

provedena aerobni kultivace pfi 25 °C po dobu 7 dni, poté byly spocitany narostlé kolonie.

Clostridium perfringens

Pro stanoveni Cl. perfringens bylo pouZito médium Perfringens agar base (Oxoid)
s pfidavkem perfringens selective supplementu (1 vialka/500 ml, HiMedie) a Zloutkové emulze
(25 ml/500 ml, HiMedia). Po sterilizaci byl agar vytemperovan na teplotu 50 °C a byly pfidany
suplementy. Takto pfipravené médium bylo rozdavkovano do sterilnich Petriho misek.

Pro stanoveni byl odebrdn 1 g homogenizovaného vzorku, ktery byl navazen do sterilni
Petriho misky a nasledné zalit agarem. Dale byl odebrdn 1 ml z prvniho fedéni a rozddvkovan
na povrch tfi agarovych ploten a rozetren sterilni mikrobiologickou hokejkou. Pro vyssi fedéni
bylo odebrano 0,1 ml a rozetfeno na povrchu agaru sterilni mikrobiologickou hokejkou. Byla
provedena anaerobni kultivace v anaerostatu pfi 37 °C po dobu 24 hodin, nasledné byly

spocitany typické ¢erné kolonie se zonou precipitace.

Bacillus cereus

Pro izolaci a stanoveni Bacillus cereus dle CSN EN 1SO 7932 (2005) byla pouZita ptda
Bacillus cereus (MYP) agar base (Himedia). Po sterilizaci byl agar vytemperovdn a médium bylo
asepticky obohaceno o polymyxin (2 vialky/l, Himedia) a Zloutkovou emulzi (50 ml/I, Himedia).
Ndsledné bylo vSe zamichano a prelito do sterilnich Petriho misek.

Pro stanoveni byl odebrdn 1 g homogenizovaného vzorku, ktery byl navazen do sterilni
Petriho misky a ndsledné zalit agarem. Dale byl odebrdn 1 ml z prvniho fedéni a pfeveden na

povrch tfi predem ptipravenych Petriho misek s agarem. Pro vyssi fedéni bylo odebrano 0,1 ml



a rozetfeno na povrchu agaru sterilni mikrobiologickou hokejkou. Byla provedena aerobni
kultivace v termostatu pfi 30 °C po dobu 24 hodin, ndsledné byly spocitany typické rizové
kolonie s lecitindzovou aktivitou. Kolonie se zénou precipitace byly nasledné konfirmovany na
agaru s pridavkem ov¢i krve k prokdzani B-hemolytické aktivity. Inkubace probéhla pri 30 °C
po dobu 24 hodin.

Pro konfirmaci suspektnich narostlych kolonii bylo pouzito médium Columbia agar base
(Oxoid) pro sledovani hemolytické aktivity. Po 15 minutach sterilace v tlakovém hrnci a
vychladnuti média bylo pfidano 5 % objemu defibrilované ovc¢i krve. Nasledné bylo médium
rozlito do sterilnich Petriho misek a ponechano vychladnout. Na povrch agarové plotny byla
sterilni mikrobiologickou klickou rozetfena cerstva kultura. Kultivace probihala pfi 30 °C po

dobu 24 h. Byla sledovdana tvorba zén.

Salmonella

Priikaz bakterii rodu Salmonella byl proveden dle CSN 1SO 6579-1. Pufrovana
peptonova voda (Oxoid) a Rappaport-Vassiliadis (Oxoid) bujon byl dodan vyrobcem a
rehydratovdn podle navodu s naslednou sterilaci. Salmonella Shigella (SS) agar (Oxoid) byl
pfipraven pro selektivni stanoveni a izolaci presumtivnich Salmonella. Agar byl pfipraven dle
navodu a rozvaren do rozpusténi vSech slozek, nasledné byl nalit do sterilnich Petriho misek.

Pro primdarni pomnoZeni bylo navazeno 25 g podezrelého vzorku hmyzu, které bylo
poté prevedeno do 225 ml peptonové vody a homogenizovano v pfistroji Stomacher 400
(Seward). Nasledné byly vzorky kultivovany pfi 37 °C po dobu 18 hodin. Po pomnoZeni bylo
odebrano 0,1 ml a zockovdno do semiselektivniho bujonu Rappaport-Vassiliadis (Oxoid) a
kultivovdno pti 37 °C po dobu 48 hodin. Suspenze byla ndsledné rozetfena na selektivni
Salmonella Shigella agar (Oxoid) a kultivovana pfi 37 °C po dobu 24 hodin. Salmonella spp.
tvori na SS agaru svétlé kolonie s cernym stfedem.

Pro ovéreni pfislusnosti k rodu Salmonella byly charakteristické kolonie otestovany
konfirmacnim latexovym aglutinacnim testem Salmonella test kit (Oxoid) dle pokynU vyrobce.
Z narostlych suspektivnich kolonii byla odebrana kolonie sterilni mikrobiologickou kli¢ckou a
rozmichana v reakénim Cinidlu. Nasledné byla sledovana reakce kolonie s reakénim Cinidlem

v porovnani s kontrolou. Za pozitivni vysledek byl povazovan vznik shluka.
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E. coli/koliformni bakterie
Tryptone Bile X-Glucuronide (TBX) médium (Oxoid) je selektivnim chromogennim médiem pro
stanoveni po¢tu E. coli dle CSN EN 1SO 16649-2. Agar byl pfipraven dle navodu.

Pro stanoveni byl odebrdn 1 g homogenizovaného vzorku, ktery byl navazen do sterilni
Petriho misky a zalit agarem. Ddle byl odebran 1 ml z prvniho fedéni a pfeveden na povrch do
tfi predem pripravenych Petriho misek s agarem. Pro vyssi fedéni bylo odebrdno 0,1 ml a
rozetfeno na povrchu agaru sterilni mikrobiologickou hokejkou. Byla provedena aerobni
kultivace v termostatu pfi 37 °C po dobu 24 hodin. Jako pocet E. coli byly hodnoceny pouze
modré kolonie, popfipadé bilé kolonie s modrym stfedem. Koliformni bakterie byly

hodnoceny jako bilé kolonie srovnatelné s velikosti E. coli.

Pocty koagulaza pozitivnich stafylokoki a prikaz Staphylococcus aureus

Pocty koagulaza pozitivnich stafylokok( a S. aureus byly stanoveny na Baird-Parker
agaru (BP agar, Oxoid) dle CSN EN ISO 6888-1. Po sterilizaci byl agar vytemperovan a médium
bylo asepticky obohaceno o Zloutkovou emulzi (50 ml/I) a 3,5% teluricitan draselny (3 ml /I).
Médium bylo dobfe promichdno a rozlito do Petriho misek.

Pro stanoveni byl odebrdn 1 g homogenizovaného vzorku, ktery byl navazen do sterilni
Petriho misky a nasledné zalit agarem. Ddle byl odebrdn 1 ml z prvniho fedéni, preveden na
povrch do tfi predem pfipravenych Petriho misek s agarem a rozetfen na plotnu. Pro vyssi
redéni byl odebran 0,1 ml a rozetfen na povrchu agaru sterilni mikrobiologickou hokejkou.
Byla provedena aerobni kultivace v termostatu pfi 37 °C po dobu 24 a 48 hodin, nasledné byly
spocitany typické ¢erné az tmavé Sedé kolonie s tenkym bilym okrajem a projasnénou zénou
v dlsledku proteolytické aktivity a zénou precipitace. Za atypické kolonie byly povaZzovany
¢erné az Sedé kolonie bez zény projasnéné zény ¢i zény precipitace. Pro konfirmaci bylo
odebrano 5 kolonii kazdé morfologie ze dvou po sobé jdoucich fedéni.

S. aureus byl potvrzen u vybranych typickych a atypickych kolonii pomoci testovaci
sady Staphylase test kit (Oxoid). Sterilni mikrobiologickou klickou byla odebrana kolonie a
nasledné sledovana reakce kolonie s reakénim Cinidlem v porovnani s kontrolou. Za pozitivni
vysledek byl povazovan vznik shlukd. Pro potvrzeni koaguldzové aktivity byl proveden test
s krali¢i plasmou. Pul mililitru rehydratované krali¢i plasmy (rabbit coagulase plasma, Oxoid)

bylo inokulovano Cerstvé narostlou bakteridlni kulturou (BHI, 37 °C, 24 hodin). Za pozitivni bylo



povazovano srazeni plazmy. Z poctu potvrzenych suspektnich kolonii vyrostlych na Petriho

miskdach se vypocitalo mnoZstvi koagulaza pozitivnich stafylokokd.

4.1.3 MALDI-TOF MS

Pro identifikaci bakterii narostlych na plotnach a ovéreni selektivnosti médii byla pouzita
metoda MALDI-TOF. Byl zapotrfebi 1 ml Cerstvé narostlé kultury z BHI nebo TSB, ktery byl
preveden do mirkocentrifugaéni zkumavky o objemu 1,5-2 ml a ndsledné centrifugovan pfi
14,5 tis. ot./min po dobu 2 minut. Nasledné byl supernatant slit a pelet rozpusténv 0,5 ml 70%
ethanolu. Smés byla znovu odstfedéna za stejnych podminek pro odstranéni zbytk(
kultivaéniho média. Nasledné byl znovu slit supernatant, zbytek odstranén pipetou a pelet
ponechdn nékolik minut vyschnout. K peletu bylo pfidano 15 pl 70% kyseliny mravenci a
stejné mnoiZstvi 100% acetonitrilu. Smés byla promichana a opét centrifugovdna pfi
14,5 tis. ot./min po dobu 2 minut. Vznikly supernatant byl pfenesen pipetou v objemu 1 pl na
MALDI destic¢ku a ihned po zaschnuti prekryt 1 pl roztoku MALDI matrice (kyselina alfa-kyano-
-4-hydroxyskoticovd). Desticka byla vloZzena do pfristroje MALDI-TOF hmotnostniho
spektrometru (Bruker Daltonik) a analyzovana. Identifikace vzorku byla provedena pomoci

softwaru FlexControl (verze 3.4). Kazdy vzorek byl nanesen ve dvou opakovanich.

4.1.4 Vyjadreni vysledk

Po kultivaci byly spocitany kolonie narostlé na miskach. Polty byly vypocitany dle

nasledujiciho vzorce:

kde:

N je pocet MO kolonie tvofici jednotka na gram (KTJ/g),

2c je pocet narostlych kolonii pouzZitych pro vypocet,

D je redici faktor pouzitého fedéni pouzity pro vypocet,

V1 je objem pipetovaného inokula vzorku o¢kovaného na plotnu (ml),
V, je objem rediciho média (ml),

n je pocet ploten pouzitych pro vypocet a

m je navdazka vzorku (g)
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4.1.5 Statistické vyhodnoceni

Z vypocitanych hodnot, vyjadrenych jako log KTJ/g, byly vytvoreny priméry a

smérodatné odchylky. Statisticka analyza byla provedena v programu STATISTICA 12 (StatSoft

CR s.r.0.) pomoci jednofaktorové analyzy rozptylu ANOVA (p <0,05) s pouzitim Schéffého

metody.

Vysledky

5.1 Kultivacni stanoveni mikroorganismu

Pocty sledovanych skupin mikroorganismu jsou uvedeny v Tabulce 6.

Tabulka 6: Pocty sledovanych skupiny mikroorganism. Hodnoty jsou vyjadreny jako pramér

+ smérodatna odchylka ze tfech opakovani. U sarancete stéhovavého (Locusta migratoria) je

uvedena hodnota jednoho opakovani.

moucny Cerv

cvrcek stepni

sarance stéhovava

Parametr (Tenebrio molitor) | (Gryllus assimilis) (.L ocustq
migratoria)
Mezofilni aerobni bakterie 7,08 £0,52° 7,39+0,13° 7,812
Anaerobni bakterie 7,97 £0,11° 7,54 + 0,08 8,49°
Sporulujici Aerobni 2,100,142 2,600,112 3,94°
bakterie Anaerobni 3,03 £0,76° 3,46 £ 0,23 5,30%
Fekalni enterokoky 5,68 + 0,082 6,37 + 0,342 7,73
Plisné 2,31+1,08° 3,51+0,18? 4,282
Clostridium perfringens 1,62 +0,98° 0,73+0,17° 3,00°
Typické 2,33 +£0,99° 1,42 +£0,59° 3,00°
Bacillus cereus
Ostatni L+ 0,77 +£1,08? 0? 3,56°
Salmonella pozitivni pozitivni pozitivni
E. coli <1° 0,64 +0,30° <1°
Koliformni bakterie 4,30 +0,23° 5,30+0,21° 6,60¢
Staphylococcus aureus 2@ 2@ 28
Koaguldza pozitivni stafylokoky 32 3 3




Nejvyssi pocty vsech indikatorovych skupin mikroorganismu byly zjistény u sarancete
stéhovavého, s vyjimkou E. coli, kde nejvyssSich hodnot dosahovaly vzorky cvrcka stepniho.

Pocty aerobnich mikroorganism( dosahovaly u saranéete hodnot az 7,81 log KTJ/g,
u ostatnich druhd hmyzu byly hodnoty nizsi, avSak bez statisticky vyznamného rozdilu
(p < 0,05). Maximalni celkovy pocet anaerobnich mikroorganismd (CPAM) byl 8,49 log KTJ/g.
Zaroven byl u této skupiny zjistén statisticky vyznamné nizsi poCet u cvrcka, nez u sarancete a
moucného Cerva.

Celkovy pocet aerobnich sporulujicich mikroorganismt se pohyboval v rozmezi 2,10
0,14 aZ 3,94 log KTJ/g. Mezi jednotlivymi vzorky nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil.
U celkového poctu anaerobnich sporulujicich mikroorganism{, jejichZ hodnoty byly v rozmezi
3,03 10,76 az 5,30 + 0,06 log KTJ/g, byl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky ¢erva a
cvrcka.

Pocty enterokok( byly mezi 5,68 + 0,08 a 7,73 log KTJ/g, pficemz i u nich byl zjistén
statisticky vyznamny rozdil, a sice mezi vzorky cvréka a sarancete a sarancete a cerva.
U kvasinek a plisni byla zjisténa nejvy$si hodnota 4,28 log KTJ/g, nicméné statisticky vyznamny
rozdil zjistén nebyl.

Bakterie Clostridium perfringens se ve vzorcich vyskytovala v hodnotach mezi 0,73 £0,17
a 3,00 log KTJ/g. Nejvyssich hodnot nabyvala, jak jiZz je popsano vyse, u vzorku sarancete
stéhovavého. Mezi vzorky jednotlivych testovanych druhG hmyzu neexistoval statisticky
vyznamny rozdil.

Typické kolonie Bacillus cereus cinily 1,42 + 0,59 az 3,00 log KTJ/g. Po statistickém
vyhodnoceni zjisténych vysledkd nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi jednotlivymi
vzorky hmyzu.

U vSech vzork( byl sledovan pozitivni nardst na SS agaru pro zjisténi Salmonelly. Pro

konfirmaci pak byl pouzit latexovy aglutinacni test, ktery potvrdil prfitomnost Salmonella spp.
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u viech testovanych druh(l. Na Obrdzku 7 je zndzornén ndrdst na SS agaru. Vysledky

latexového aglutinaéniho testu jsou pak znazornény na Obrazku 8.

Obrazek 7 (vlevo): Narust na Salmonella na SS agaru (autor 2023)

Obrazek 8 (vpravo): Pozitivni vysledek latexového aglutinacniho testu (autor 2023).
Prvni vlevo nahore je pozitivni kontrola. Nasledné jsou vzorky otestovany

vporadi3, 7,6,5,4,1,2

Pocty Escherichia coli byly u viech vzork(l nizsi nez 1 log KTJ/g. Koliformni bakterie se ve
vzorcich vyskytovaly v rozmezi 4,30 * 0,23 aZ 6,60 log KTJ/g. Po provedeném statistickém
vyhodnoceni byl zaznamenan mezi vSemi tfemi vzorky statisticky vyznamny rozdil, kdy
nejvyssich hodnot dosahovaly vzorky sarancete.

Po provedeni konfirmacniho testu pro S. aureus (Staphylase test kit) a koaguldzového
testu vybranych typickych a atypickych kolonii byl u vSech vzork(i stanoven pocet

Staphylococcus aureus 2 log KTJ/g a pocet koagulaza pozitivnich stafylokok( 3 log KTJ/g.

5.2 Identifikace pomoci MALDI-TOF MS

Identifikaci pomoci MALDI-TOF MS byly u izolat( z celkovych poctl mezofilnich bakterii
zjistény rody Enterococcus, Lactococcus, Enterobacter, Klebsiella, Bacillus, Acinobacter,

Citrobacter a Pediococcus. Dominantnim byl rod Enterobacter, ktery se vyskytoval u vsech



druh( testovaného hmyzu. DalSim dominantnim rodem byl Enterococcus, ktery se vyskytoval

u vzorkl cvréka a sarancete. Druhové zastoupeni a hodnoty skore jsou uvedeny v néasledujici

Tabulce 7.

Celkové pocty

Tabulka 7: Vysledky identifikace mezofilnich bakterii pomoci MALDI-TOF MS

Izolat Druh Skére Izolat Druh Skére
1/3 Acinetobacter soli 1,88 4/6 Enterococcus thailandicus 2,13
1/4 Enterobacter cancerogenus 2,14 5/4 Enterobacter cloacae 2,13
1/5 | Enterobacter cancerogenus/ cloacae | 2,01 5/5 Klebsiella oxytoca 2,22
1/6 Enterobacter cancerogenus 2,02 5/6 Klebsiella oxytoca 2,03
1/7 Bacillus cereus 2,28 5/7 Lactococcus garvieae 2,18
2/4 Citrobacter koseri 1,91 5/7a Lactococcus garvieae 2,15
2/5 Enterobacter cloacae 1,97 6/4 Enterobacter hormaechei 2,13
2/8 Bacillus cereus 2,13 6/5 Enterococcus faecalis 2,30
3/3 Enterobacter cloacae 1,97 7/4a Enterococcus faecalis 2,41
3/4 Lactococcus garvieae 1,93 7/4a Enterococcus faecalis 2,16
3/5 Lactococcus garvieae 1,91 7/5 Klebsiella aerogenes 2,14
3/6 Lactococcus garvieae 2,03 7/6 Enterobacter cancerogenus | 2,26
4/4 Klebsiella oxytoca 2,20 7/7 Pediococcus acidilactici 1,99
4/5 Klebsiella oxytoca 2,11

Legenda:

MALDI-TOF

Druh vzorku

l Identifikace na Urovni rodu a pravdépodobné na uroven druhu (2,00-2,99) moucny Cerv (Tenebrio molitor)

Identifikace na Grovni rodu (1,700-1,999) cvréek stepni (Gryllus assimilis)

. Neidentifikovano (0,000-1,699) sarance stéhovava (Locusta migratoria)

Z ploten uréenych pro stanoveni celkového poctu anaerobnich bakterii byly izolovany

bakterie rod0 Enterococcus, Lactococcus, Clostridium, Lactobacillus a Pediococcus.
Dominantnim rodem byl Enterococcus, ktery se vyskytoval u vSech druh(i testovaného hmyzu.
Dalsim dominantnim rodem byl Lactococcus, ktery se vyskytoval u vzorkd moucného cerva a
cvrcka. Pro stanoveni anaerobnich sporulujicich MO pomoci MALDI-TOF nebylo mozné
odebrat vice izolatl z ploten z dlivodu prerlstani agaru. I1zolovany byly pouze dva kmeny, oba
identifikované jako Bacillus cereus. Druhové zastoupeni a hodnoty skére jsou uvedeny

v nasledujici Tabulce 8.
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Tabulka 8: Vysledky identifikace izolatl z celkovych poctl anaerobnich mikroorganisma

pomoci MALDI-TOF MS

Vzorek Druh Skoére| | Vzorek Druh Skére
1/6a Enterococcus villorum 1,99 5/7a Lactococcus garvieae 2,25
1/7a Enterococcus villorum 1,98 5/5e Enterococcus thailandicus 2,23
2/6a Enterococcus villorum 1,93 6/1 Enterococcus pseudoavium 1,82
2/7a Enterococcus villorum 1,90 6/3 1,74
3/6a Enterococcus faecalis 2,18 6/4 1,72
3/7a Lactococcus garvieae 1,98 6/5 Enterococcus raffinosus 2,03
3/7c Enterococcus ratti 1,73 7/1 Enterococcus faecalis 2,34
4/6a Enterococcus raffinosus 1,90 7/2 Enterococcus faecalis 2,33
4/6b Enterococcus thailandicus | 2,27 7/3 Enterococcus gallinarum 2,25
4/7a Enterococcus thailandicus | 2,16 7/4 Enterococcus gallinarum 2,36
4/7b Enterococcus raffinosus 1,94 7/5 Pediococcus acidilactici 2,12
4/8a | Staphylococcus condimenti | 2,34 | |ansporl Bacillus cereus 1,92
5/6a Lactococcus garvieae 2,21 | | anspor4 Bacillus cereus 2,14
5/6b Lactococcus garvieae 2,23
Legenda:

MALDI-TOF

l Identifikace na Urovni rodu a pravdépodobné na uroven druhu (2,00-2,99)

Identifikace na Urovni rodu (1,700-1,999)

Neidentifikovano (0,000-1,699)

Druh vzorku
moucny Cerv (Tenebrio molitor)
cvréek stepni (Gryllus assimilis)

sarance stéhovava (Locusta migratoria)

Pro identifikaci mikroorganismU narostlych na Baird-Parker agaru pomoci MALDI-TOF

MS byly odebrany atypické ¢erné az tmavé Sedé kolonie. Odbér samostatnych kolonii, které

disponovaly proteolytickou aktivitou a zénou precipitace, nebylo mozné z dlivodu vysokého

poctu narostlych kolonii jinych MO. Ze vSech vybranych kolonii nebyl Zadny izolat identifikovan

jako Staphylococcus auereus. Pouze jeden izolat byl identifikovdn jako Staphylococcus

cohnii/ gallinarum a jednalo se o jediného zastupce rodu Staphylococcus. Vétsina izolatt byla

identifikovana jako Enterococcus nebo Klebsiella. U vzork( cvréka byly identifikovany také

rody Lactococcus a Protues. Druhové zastoupeni a hodnoty skdre jsou uvedeny v nasledujici

Tabulce 9.




Tabulka 9: Vysledky identifikace mikroorganismu z Baird-Parker agaru pomoci MALDI-TOF MS

Vzorek Druh Skére Vzorek Druh Skére
1/1 | Enterococcus gallinarum | 2,10 6/1 Klebsiella oxytoca 2,23
1/2 | Enterococcus gallinarum | 1,97 6/2 Klebsiella pneumoniae 2,46
1/3 | Enterococcus gallinarum | 1,98 6/2a Klebsiella oxytoca 2,22

1/3a | Enterococcus gallinarum | 2,02 6/2b Klebsiella pneumoniae 2,31
1/4 | Enterococcus gallinarum | 2,05 6/2c Klebsiella oxytoca 2,28
1/4 | Enterococcus gallinarum | 2,20 1/2 SA AT2 | Enterococcus gallinarum | 2,14

2/2a | Enterococcus gallinarum | 1,91 1/2 SA AT3 | Enterococcus gallinarum | 2,13

2/2b | Enterococcus gallinarum | 1,85 3/2aTP+ Staphylococcus cohnii 1,73
2/2c | Enterococcus gallinarum | 2,09 3/2cTP+ Enterococcus mundtii 1,73

2/2d | Enterococcus gallinarum | 2,06 5/2cTP+ Klebsiella oxytoca 2,21

2/2e | Enterococcus gallinarum | 2,15 5/2dTP+ Protues vulgaris 2,13

3/3a | Enterococcus gallinarum | 1,93 6/2c Klebsiella oxytoca 2,18

3/3b | Enterococcus gallinarum | 1,90 6/2d Klebsiella oxytoca 2,15
3/3c | Enterococcus gallinarum | 2,08 6/3aTP+ Klebsiella pneumoniae 2,22

5/3a Enterococcus faecalis 2,28 6/3bTP+ Klebsiella oxytoca 2,18

5/3b Enterococcus faecalis 2,29 6/3SAAT2 Lactococcus garvieae 2,17

Legenda:

MALDI-TOF Druh vzorku
l Identifikace na Urovni rodu a pravdépodobné na uroven druhu (2,00-2,99) moucny Cerv (Tenebrio molitor)
Identifikace na Grovni rodu (1,700-1,999) cvréek stepni (Gryllus assimilis)
. Neidentifikovano (0,000-1,699) sarance stéhovava (Locusta migratoria)

Diskuze

V této diplomové praci byla zkoumana mikrobialni kvalita jedlého hmyzu. Analyzovany
byly tfi druhy hmyzu, a to jedinci mouéného Cerva (Tenebrio molitor), cvréka stepniho (Gryllus
assimilis) a sarancete stéhovavého (Locusta migratoria). Stejné jako u jinych potravin, i
u hmyzu je dalezité dodrzovat zakladni hygienicka a mikrobiologickd pravidla. Tato pravidla by
méla zajiStovat bezpecnost konzumace a kvalitu jedlého hmyzu a pomoci tak predchazet
vzniku alimentdrnich onemocnéni. Toto téma je velmi aktudlni vzhledem k tomu, Ze hmyz je
konzumovan cely a mikroorganismy se vyskytuji v travici soustavé hmyzu i na jeho povrchu.
Problém predstavuje i absence mikrobiologickych kritérii a standardizovanych metod

stanoveni pro hmyz.

53



6.1 Celkové pocty aerobnich mikroorganismu (CPM)

Odborna literatura udava, Ze celkovy pocet aerobnich mikroorganismi se pohybuje
u jedlého hmyzu mezi hodnotami 5,7 az 7,5 log KTJ/g (Grabowski & Klein 2016). V Zivych
larvach potemnika moucného (T. molitor) byly stanoveny celkové pocty 7,7 log KTJ/g, 6,9+ 1,0
log KTJ/g a 8,5 log KTJ/g (Klunder et al. 2012; Grabowski & Klein 2016; Caparros Medigo et al.
2017; Vendeweyer et al. (2015). Podobné vysoké pocty byly zaznamendny i u cvrcka stepniho
(G. assimilis), v syrovych nymfach bylo mnozstvi 7,3 £ 0,1, 7,97 £ 0,1 a 7,2 log KTJ/g log KTJ/g
(Grabowski & Klein 2016; Caparros Medigo et al. 2017; Klunder et al. 2012). | vzorky sarancete
stéhovavého (L. migratoria) mély podobné hodnoty 7,8-8,6 log KTJ/g, az na hodnotu 5,9 log
KTJ/g (Stoops et al. 2016; Grabowski & Klein 2016).

Stanovené celkové pocty aerobnich mikroorganismd v této praci u syrovych larev
potemnika moucného (7,08 log KTJ/g) se shoduji s hodnotami ve vyse uvedenych studiich.
Totéz plati i pro vzorky cvrcka stepniho (7,39 log KTJ/g) a sarancete stéhovavého (7,81 log
KTJ/g). Zadny ze vzork( testovanych v této praci by pfed tepelnym o3etfenim neprosel pFes
aktualni nafizeni komise Evropského spolecenstvi (ES) ¢. 2073/2005, avsak v tomto natizeni
nejsou uvedeny limity pro jedly hmyz. Ve studii Caparros Medigo et al. (2017) bylo navrzeno,
aby CPM vychazelo z limitd pro mleté maso z tohoto nafizeni. Limit pro mleté maso je
5 % 10° KTJ/g (5,7 log KTJ/g), ovéem je tézké porovnavat vzorky syrového hmyzu, protoze se
v podstaté jedna o celd zvifata vcetné jejich traviciho traktu. Proto byly prozatim vydany
doporuéeni od Ministerstva zemédélstvi Ceské republiky (dale jen MZe) (2018), které uvadi
maximalni hodnotu 5 log KTJ/g po pasteraci nebo jiném tepelném zpracovani. Tomu
nasvédcuje i provedena studie, kde u rGznych druhG hmyzu byla aplikovana rdzna tepelna
oSetreni. Témér vSechny tepelné aplikace snizily kontaminaci az o Sest radt (Nyangena et al.
2020). Celkové pocty poskytuji informace o celkové mikrobidlni zatézi MO v hmyzu a mohou
tak byt pouZzity pro uréeni vhodnych skladovacich podminek a tepelné Upravy. Proto by bylo
vhodné zaradit tuto skupinu jako indikator kvality hmyzu a vyrobk( z né;j.

Metodou MALDI-TOF MS byly identifikovany z celkovych poctli aerobnich MO
Acinetobacter soli, Bacillus cereus, Citrobacter koseri, Enterobacter cancerogenus, E. cloacae,
E. hormaechei, Enterococcus faecalis, E. thailandicus, Klebsiella aerogenes, K. oxytoca,

Lactococcus garvieae a Pediococcus acidilactici.



6.2 Celkové pocty anaerobnich mikroorganisml (CPAM)

Z dostupné literatury nebyla nalezena Zadna studie, kterd by vyluéné stanovila celkové
pocty anaerobnich mikroorganism(. Tato skupina je pomérné Siroka, patfi sem BMK,
sporulujici bakterie a dalsi bakteridlni rody, naptiklad Actinomyces, Propionibacterium,
Peptococcus, Streptocccus a Provotella (Noor 2022).

Stanovené celkové pocty anaerobnich mikroorganismi v této praci se shoduji nebo
pouze mirné lisi od hodnot uvedenych ve studiich, které jsou zamérené na stanoveni poctu
bakterii mlé¢ného kvaseni. Jelikoz jsou BMK a koliformni bakterie fakultativné anaerobni, je
mozné, Ze tvofi hlavni skupinu obsazenych MO v této skupiné. Tomu nasvédcuje i fakt, Ze
vétsina izolatd na MALDI-TOF byla identifikovana jako enterokoky, které jsou téz soucasti
stfevni mikrobioty. Pritomnost vysokého poctu bakterii ztéto skupiny predstavuje
potenciondlni riziko kaZeni potravin a vyskyt patogennich a potencionalné patogennich MO,
jako je napf. Enterococcus faecalis, ptredevSim pfi nedostatecném tepelném opracovani
(Garofalo et al. 2017). Do této skupiny spadaji i sporulujici bakterie, které tvofri
termorezistentni spory a predstavuiji tak riziko produkce toxin do potraviny.

V praktické casti této diplomové prace byly pomoci MALDI-TOF MS identifikovany
bakterie Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, E. gallinarum, E. villorum, E. raffinosus, E.
pseudoavium, E. ratti, E. thailandicus, Lactococcus garvieae, Lactobacillus sakei, Pediococcus
acidilactici. Ve vSech vzorcich hmyzu dominovaly bakterie, které jsou soucasti intestindlni

mikrobioty obratlovc(.

6.3 Stanoveni aerobnich a anaerobnich sporulujicich mikroorganism

Sporulujici bakterie predstavuji nezanedbatelné zdravotni a/nebo technologické riziko.
Pro bakterie z této skupiny je typickd produkce spor za nepfiznivych podminek. Jsou také
tepelné rezistentni, prezivaji tak i tepelné opracovani potravin. Jejich potencidlni rozvoj
v potravinach predstavuje zvysené riziko kazeni a produkce toxind. Nejzndméjsimi zastupci
této skupiny jsou rody Bacillus a Clostridium (Svirdkovd a spol. 2014). Data obsazend ve studii
Garofalo et al. (2019) ukazuji, Ze primérny obsah bakteridlnich endospor a sporotvornych
bakterii se pohybuje od 0,5 do 5,8 log KTJ/g v zavislosti na druhu hmyzu a vyvojové fazi. Ve
studii Klunder et al. (2012) stanovili mnoZstvi bakteridlnich spor v potemniku moucném

(Tenebrio molitor) 2,5 log KTJ/g a v cvrckovi stepnim (Gryllus assimilis) 3,6 log KTJ/g. Ve studii
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Stoops et al. (2016) stanovili pocty sporulujicich mikroorganism( u sarancete stéhovavého
(Locusta migratoria) 3,3-3,8 log KTJ/g.

Tyto vysledky se pfilis nelisi od vysledku v této diplomové praci. Byl zaznamenan pocet
aerobnich sporulujicich bakterii u moucného ¢erva s hodnotou 2,10 + 0,14 log KTJ/g, u cvrcka
stepniho 2,60 + 0,11 a sarancete stéhovavého 3,94 log KTJ/g. Pro anaerobni sporulujici byla
zaznamendana u moucného cerva hodnota 3,03 + 0,76 log KTJ/g, u cvrcka stepniho 3,46 £ 0,23
a sarancete stéhovavého 5,30 log KTJ/g. Dle Hanboonso & Durst (2014) je mnoZstvi
sporulujicich bakterii v hmyzu nebezpecné, je-li hodnota vyssi nez 5 log KTJ/g. U vzorku ¢erva
a cvréka nebylo této hodnoty dosazeno, ale u sarancete byla tato hodnota prekrocena.
V takovém pripadé je nutné vzorek radné tepelné osetfit a zvolit vhodné podminky skladovani.
Mikrobiologické limity nejsou pro tuto skupinu uréeny zvlast, ale jsou zahrnuty do celkového
poctu mikroorganism@ (CPM). V doporuceni od MZe (2018) je uvedena maximalni hodnota
CPM 5 log KTJ/g po pasteraci nebo jiném tepelném zpracovani. Pro stanoveni sporulujicich
bakterii byly vzorky oSetfeny teplotou 85 °C po dobu 10 min. Proto by bylo vhodné zaradit do
vyroby jinou metodu nebo doplnit metodu tepelného opracovani, jakymi jsou napfr.
dvoustupriovd pasterace nebo blansirovani s ndslednym smazenim (Milanovi¢ et al. 2016).
Pocty aerobnich sporulujicich mikroorganisma, by mély byt zahrnuty do rutinnich stanoveni,

aby poskytly informace o Uc¢innosti tepelného ostreni.

6.4 Stanoveni fekalnich enterokoku

Enterokoky jsou povaiovany za béinou a nepostradatelnou soucdst ve hmyzich i
lidskych stfevech (Vilanova et al. 2016). Casto jsou pouZivané jako indikdtory fekdlniho
znecisténi v potravinarstvi, zejména vody. Mezi nejznaméjsi zastupce patfi E. faecalis a
E. faecium. Nékteré kmeny uvedenych druhl mohou byt oportunitné patogenni a zpUsobit
endogenni nebo exogenni infekce (Stoops et al. 2016; Garofalo et al. 2017). Enterokoky
mohou zpUsobit alimentarni intoxikaci produkci biogennich aminl nebo se podileji na kazeni
zivocisnych vyrobk(, protoZe jsou schopny prezit tepelné zpracovani (napft. E. faecium preziva
v teploté 68 °C po dobu 30 minut). To plati zejména pokud jsou pfitomny ve vysokém
mnozstvi. DalSim potencialnim rizikem, vyplyvajicim z pfitomnosti enterokokl je pfenos gent
antibiotické rezistence (Giraffa 2002). Na druhou stranu, nékteré druhy ¢i kmeny jsou
probiotické a produkuji antimikrobialni slouceniny ve stfevé svého hostitele (Krawczyk et al.

2021). Pocty enterokokl stanovovali v jedlém hmyzu Martin & Mundt (1972). V této studii se



obsah enterokokd pohybuje v rozmezi 3,0-7,48 log KTJ/g. Do tohoto rozmezi spadaji i vzorky
testované v této praci.

Moucny cerv (Tenebrio molitor) v této praci obsahoval 5,68 + 0,08 KTJ/g, u cvrcka
stepniho (Gryllus assimilis) byla v této praci zaznamendéna hodnota 6,37 + 0,34 log KTJ/g a
u sarancete stéhovavého (Locusta migratoria) pocet byl 7,73 log KTJ/g. Pro enterokoky
neexistuje limitni hodnota v potravindch, ale jsou zahrnuty do celkového poctu
mikroorganismi (CPM) z doporuceni MZe (2018) pro limity po tepelné uUpravé hmyzu.
V porovnani s celkovym poctem MO se jednd o pomérné vysoké hodnoty, ale da se oéekdvat

snizeni obsahu MO po tepelném oSetreni.

6.5 Pocty plisni a kvasinek

Mnozstvi kvasinek a plisni je ovlivnéno mnoha faktory, jakymi jsou napf. manipulace,
zpracovani Ci nasledné skladovani. Jsou také schopny prezivat a mnozit se i v nepfiznivych
podminkach. Proto jsou kvasinky a plisné vyuzivdny jako indikatory hygieny nebo kvality
potravinarskych vyrobkd (Stoops et al. 2016). Plisné obecné mohou rlist na substratech
v Sirokém rozmezi hodnot vodni aktivity (aw), od 0,60 az 0,99, i vSirokém rozmezi pH,
vrozmezi 5-7 (Nwakamna & Unachukwu 2017). Konzumace jedlého hmyzu s vyssim
mnozstvim téchto MO by mohla mit za ndsledek otravu mykotoxiny, které produkuji
patogenni plisné (napt. Aspergillus, Penicillium). Nebezpeci predstavuji i entomopatogenni
plisné, které napadaji hmyz, pricemz by konzumace takového hmyzu predstavovala riziko i pro
konzumenta (Gatecki et al. 2023). V tepelné neopracovanych vzorcich byly zaznamenany
obsahy kvasinek a plisni u moucného cerva (Tenebrio molitor) v rozmezi 4,8-5,6 a 4,8 + 0,9 log
KTJ/g, u cvréka domaciho (Acheta domesticus) 6-6,1 a 4,4 + 0,2 log KTJ/g, u sarancete
stéhovavého (Locusta migratoria) byl pocet plisni a kvasinek 5,0-5,4 a 5,2 + 0,5 log KTJ/g
(Grabowski & Klein 2016; Stoops et al. 2016; Vandeweyer et al. 2015).

U larev potemnika mouc¢ného byla v této praci stanovena hodnota 2,31 + 1,08 log KTJ/g,
u vzorku cvrcka stepniho byl zjistén obsah 3,51 + 0,18 log KTJ/g a u sarancete stéhovavého
4,28 log KTJ/g. Nejsou dosud stanoveny limity pro pocty plisni a kvasinek, tyto limity nejsou
stanoveny ani u potravin ZivociSného plvodu. Pocty plisni a kvasinek jsou zahrnuty
do celkového poctu mikroorganismt (CPM) v doporuceni MZe (2018). | presto, Ze neni tato
skupina obsazena v doporuceni, méla by byt navrZena jako ukazatel kvality jedlého hmyzu a

to v podobé mykotoxind. Plisné maji schopnost Sirokého pasma ristu a s tim souvisi nebezpeci
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produkce mykotoxinu, které predstavuiji riziko zejména pro suseny hmyz a dalsi vyrobky z néj,

jako jsou hmyzi mouky, které se pridavaji do peciva ¢i téstovin.

6.6 Clostridium perfringens

Clostridium perfringens je sporulujici anaerobni tycinka, jejichz spory jsou
termorezistentni. Cl. perfringens zpUsobuje nekrotické infekce, které jsou zpUsobeny
vyprodukovanymi sporami pozfenymi hostitelem (Polak et al. 2014). Cast&j$i jsou viak otravy
zplUsobené toxinem, ktery Cl. perfringens produkuje v potravinach. Toxin vyvolava bfrisni
krece, nevolnost, plynatou snét a prijem (CDC 2022). Data obsaZena ve studii Garofalo et al.
(2019), kterd mapovala veskeré studie o jedlém hmyzu, ukdzala, Ze primérny obsah
Cl. perfringens se pohybuje do 2 log KTJ/g v tepelné opracovanych vzorcich. Nebyla nalezena
zadna publikace, ve které by byla zjiSténa tato sporulujici bakterie u jedlého hmyzu
testovaném v této praci—alespon ne v jeho syrovém stavu. Jedind studie, kde byl zaznamenan
vyskyt Cl. perfringens, byla studie od Grabowski & Klein (2017), kde jej objevili u syrového
brouka potemnika hnédého (Tribolium castaneum). Bohuzel v této studii chybél udaj o poctu
KTJ.

V této diplomové praci byl stanoven obsah CI. perfringens u mouc¢ného Cerva (Tenebrio
molitor) 1,62 + 0,98 log KTJ/g, u cvrcka stepniho (Gryllus assimilis) 0,73 + 0,17 log KTJ/g a
u sarancete stéhovavého (Locusta migratoria) 3,0 log KTJ/g. Vyskyt Cl. perfringens zévisi na
hygienickych podminkach, protoze jeho spory mohou byt zavleCeny pomoci prachu a pady
(Garofalo et al. 2019). V doporuceni od MZe (2018) neni obsazen limit pro Cl. perfringens, ale
muZe byt zahrnut do CPM. Existuje vSak natizeni komise Evropského spolecenstvi (ES)
¢.142/2011 o hygienickych pravidlech vedlejsich produkt( Zivocisné vyroby, ve které je
ustanovena nepfitomnost Cl. perfringens v 1 g produktu. Toto hygienické pravidlo by mélo byt
téz aplikovano na jedly hmyz a Cl. perfringens byl mél byt zarazen do indikator( kvality hmyzu
a vyrobk( z néj. Pfitomnost Cl. perfringens poukazuje na nutnost tepelného osSetreni potravin.
Jako vhodna metoda se jevi pasterace s doplnénim jiné metody (blansirovani, suseni nebo
dvoustupriovd pasterace) pro eliminaci vegetativnich forem bakterii a spor (Milanovi¢ et al.

2016).



6.7 Bacillus cereus

Bacillus cereus je druh sporulujicich tyCinkovitych bakterii. Spory jsou rezistentni vUici
nepriznivym podminkam a tepelnym uUpravam. Jejich potencionalni rozvoj v potravinach
predstavuje riziko kazeni a produkce toxin(. B. cereus produkuje fadu toxin(, které zpUsobuji
dva typy gastrointestindlniho onemocnéni. Prvnim typem alimentarniho onemocnéni je
emeticky syndrom, které zpUsobuje termostabilni toxin cereulid. Druhym typem je prijmové
onemocnéni, které je zplisobeno enterotoxiny, jez jsou produkovany ve stfevé (Osimani &
Aquilanti 2021). Existuji vSak dalsi druhy z rodu Bacillus, které produkuji toxiny zplsobujici téz
alimentdrni onemocnéni. Jedna se naptiklad o druhy Bacillus anthracis, Bacillus thuringiensis,
Bacillus licheniformis (Svirdkova a spol. 2014; Garofalo et al. 2019; Osimani & Aquilanti 2021).
B. cereus produkuje lecitindzu, ktera md schopnost rozkladu ¢ervenych krvinek. Zaroven pravé
kvlli této schopnosti byly pro tuto praci zajmovymi vSechny druhy s lecitindzovou aktivitou.
Tento enzym hraje dulezitou roli pti infekcich, kdy stépi fosfolipidy v bunéénych membranach,
coz mu ddava patogenni potencidl. Tento enzym je také produkovan druhem CI. perfringens
nebo zastupci rodli Pseudomonas, Acinetobacter a Staphylococcus. Vsichni jmenovani zastupci
jsou oportunitnimi patogeny, které jsou schopny vyvolat alimentdrni onemocnéni nebo se
podilet na kaZeni potravin (Svirdkova a spol. 2014; Aloulou et al. 2018). Data obsazena ve studii
Garofalo et al. (2019) ukazuji, Ze primérny obsah B. cereus u hmyzu se pohybuje v rozmezi od
4,0 do 6,6 log KTJ/g. Ve studii od Grabowski & Klein (2016) byl stanoven pocet ve vzorcich
moucného Cerva (Tenebrio molitor) 6,5 + 1,3 log KTJ/g, u cvrcka stepniho (Gryllus assimilis) 7,1
log KTJ/g. U sarancete stéhovavého (Locusta migratoria) byl pocet 6,3 + 0,5 log KTJ/g. Dalsi
studie se timto druhem bakterii u stanovovanych druhl hmyzu v této praci nezabyvaly.

Stanovené pocty B. cereus vtéto praci u syrovych larev potemnika moucéného
(T. molitor) byly pro typické kolonie B. cereus 2,33 + 0,99 log KTJ/g a pro kolonie s lecitindzovou
aktivitou, jiné nez B. cereus (dale jen LB), 0,77 + 1,08 log KTJ/g. U vzorku cvrcka stepniho
(G. assimilis) byl zjistén pocet pro typické kolonie B. cereus 1,42 + 0,59 log KTJ/g, pro LB nebyla
detekovdna Zzadna kolonie. U sarancete stéhovavého (L. migratoria) byl pocet typickych kolonii
B. cereus 3,00 log KTJ/g, pro LB Cinil pocet 3,56 log KTJ/g. VSechny uvedené hodnoty se vyrazné
liSi od uvedenych studii vySe. Pro pocet B. cereus nebylo vydano Zzadné konkrétni doporuceni
pochazejici od spravnich organi. Dle studie Fasolato et al. (2018) by nemél pocet B. cereus

prekrocit hodnotu 5 log KTJ/g. Po jeho prekroceni hrozi riziko tvorby toxin(, které vyvolavaji
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vySe uvedené onemocnéni. B. cereus v téchto vzorcich nepredstavoval potencidlni riziko pfi
konzumaci, avsak pritomnost bacild by mohla znacit pritomnost spor a predstavovat tak
potenciondlni riziko pfi dalSim zpracovani. Proto by bylo vhodné zaradit tento druh jako

indikator kvality hmyzu a vyrobk( z néj.

6.8 Salmonella

Salmonella spp. zpUsobuji gastroenteritidy zvané salmoneldza, kdy k ndkaze dochazi
pozfenim kontaminované potravy. Nasledné pronikaji salmonely do tenkého stfeva, kde se
mnozi a produkuji endotoxin, ktery zplsobuje prajmy, horecky, bolesti bficha a hlavy. Tato
forma onemocnéni vétSinou probiha bez komplikaci. Zavainéjsi onemocnéni, které je spojeno
s rodem Salmonella je tyfoidni onemocnéni. Kdy tato forma onemocnéni prechazi ze stfeva
do dalSich télnich organu (Benes 2009).

V praktické Casti této prace byla zaznamenana pfitomnost rodu Salmonella ve vSech
vzorcich, coZ je vyznamny rozdil od védeckych publikaci o syrovém hmyzu. V publikacich jako
jsou napft. Huis et al. (2013), Garofalo et al. (2017), Grabowski & Klein (2017), Osmani et al.
(2018), Garofalo et al. (2019) nebyla prokazana pritomnost rodu Salmonella u zadného ze
vzorku. Jedind studie, kde byla nalezena Salmonella, byla Nyangena et al. (2020), kde byla
detekovana u syrového cvrcka domaciho (Acheta domesticus). Na vyskyt bakterii rodu
Salmonella ma vliv mnoho faktord, jakymi jsou pfitomnost ZivocisSnych farem v okoli chovu,
krmivo nebo chovny substrat (Belluco et al. 2013; Mondor et al. 2021; Wynants et al. 2019).
Ackoli je znamo, Ze tyto mikroorganismy zplisobuji onemocnéni, pfima infekce konzumaci
jedlého hmyzu zatim nebyla reportovana (Grabowski & Klein 2017). Vzhledem k tomu, Ze se
jednd o druhé nejcastéjsi alimentarni onemocnéni v Evropské unii (EFSA 2023), je tento rod
obsazen v doporuceni od MZe (2018). Zde je uvedeno kritérium, Ze Salmonella spp. nesmi byt
pritomna v 25 g po pasteraci nebo jiném tepelném zpracovani. Je sloZité porovnavat syrové
vzorky s kritériem pro tepelné opracovani, ale vysledky této prace posiluji doporuceni
o tepelné upravé hmyzich vyrobkl pred pfimou konzumaci a rutinni stanoveni téchto bakterii

u potravin obsahujicich jedly hmyz.

6.9 E. coli/koliformni bakterie

Koliformni bakterie jsou fazeny do Celedi Enterobacteriaceae, kterd je rodové i druhové

pocetnd. Vétsina jejich zastupcl je obsazena v travicim traktu obratlovcl a jsou soucasti



mikrobioty stfeva. Do této Celedi patfi patogenni nebo podminéné patogenni druhy. Mezi
koliformni bakterie patfi rody Escherichia coli, Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella,
Salmonella, Yersinia, Serratia a dalsi (Garofalo et al. 2017). E. coli je béZnou soucasti stfevni
mikrobioty a fadi se mezi nejdllezitéjSi a nejcastéjSi patogeny prendsené potravinami.
Nékteré kmeny E. coli produkuji toxiny, které zplsobuji gastrointestindlni onemocnéni a
infekce mocovych cest (Goering et al. 2016; Murefu et al. 2019). E. coli a koliformni bakterie
jsou indikatory hygieny v potravinarstvi (Garofalo et al. 2019). Dostupna odborna literatura
uvadi pouze omezené informace ohledné vyskytu E. coli a koliformnich bakterii u jedlého
hmyzu. Jedind studie, kterd se zabyvala obéma skupinami, pochazela od autort Ali et al.
(2010), ktefi analyzovali sarance. Bohuzel jiz neuvedli, o jaky druh se konkrétné jednalo. V této
studii byla stanovena hodnota E. coli 5,32 log KTJ/g a u koliformnich bakterii 8,32 log KTJ/g.
Data obsazend ve studii Garofalo et al. (2019), kterd se zabyvd celou celedi
Enterobacteriaceae, ukazuji, Ze se primérny obsah pohybuje 4,2 do 7,8 log KTJ/g. Ve studii
od Grabowski & Klein (2016) byl stanoven pocet Enterobacteriaceae ve vzorcich moucného
Cerva (Tenebrio molitor) 6,6 + 0,8 log KTJ/g, u cvréka stepniho (Gryllus assimilis) 7,4 + 0,4log
KTJ/g a u sarancete stéhovavého (Locusta migratoria) byl pocet 5,7 + 0,7 log KTJ/g. Ve studii
Stoops et al. (2016) uvadi hodnotu poctu bakterii z Celedi Enterobacteriaceae u sarancete
stéhovavého (L. migratoria) 7,1-7,6 log KTJ/g.

E. coli byla v této praci zastoupena ve vsech vzorcich v po¢tu nizsim nez <1 log KTJ/g.
U vzorku potemnika moucného a sarancete stéhovavého nebylo mozné presné stanovit pocty,
z divodl tmavého zabarveni Petriho misek vzorkem. U vzorku cvrcka stepniho byla stanovena
hodnota 0,64 + 0,30 log KTJ/g. V porovnani s praci Ali et al. (2010) byly zjistény vyrazné nizsi
hodnoty. Koliformni bakterie byly v této praci zastoupeny u vzorku potemnika mouéného
v poctu 4,30 + 0,23 log KTJ/g, u cvrcka stepniho 5,30 + 0,21 log KTJ/g a u sarancete
stéhovavého 6,60 log KTJ/g. Zliteratury i ztéto diplomové prace je ziejmé, Ze pocty
koliformnich MO kolisaji. Enterobacteriaceae obsazena u hmyzu muUZe pochazet
z intestindiniho traktu hmyzu, z prostfedi a podminek chovu, popfipadé z nehygienické
manipulace, zpracovani ¢i skladovani (Garofalo et al. 2017). Vliv na vyskyt této Celedi je spojen
s vertikalnim pfenosem MO z matky na potomstvo pfi kladeni vajec (Osimani & Aquilanti
2021). V doporuceni od MZe (2018) je uvedena limitni hodnota CPM 2 log KTJ/g po pasteraci
nebo jiném tepelném zpracovani. Koliformni bakterie jsou citlivé na teplotu a da se ocekavat

pri aplikaci tepelného oSetfeni sniZeni poctu. Jak jiz bylo uvedeno vysSe, zastupci
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Enterobacteriacea byly dominantni skupinou zjisténou v celkovych poctech MO a tato skupina

spole¢né s druhem E. coli by mély byt souéasti rutinni analyzy.

6.10 Pocty koagulaza pozitivnich stafylokokl a prikaz Staphylococcus aureus

Rod Staphylococcus jsou fakultativné anaerobni koky (Dodd et al. 2017). Klinicky
nejvyznamnéjsim druhem je S. aureus, ktery je vSudypfitomny. S. aureus patti mezi patogenni
bakterie, které produkuji toxiny, ¢imZ mohou poskodit zdravi ¢lovéka. Tyto toxiny jsou
termostabilni a vyskytuji se v substratu i po usmrceni bakterialni buriky a podili se tak na
alimentarni intoxikaci (Gorrens et al. 2021). DalSim parametrem, ktery urcuje miru virulence,
je zarazeni stafylokoku dle schopnosti koagulovat plazmu. Kmeny, které disponuji enzymem
koaguldza nazyvdame koagulaza pozitivni stafylokoky, kam patti i S. aureus. Tato skupina je
dobre popsana a ma vétsi klinicky vyznam oproti koaguldza negativnim stafylokokiim (Fontana
& Favaro 2018). Koaguldza negativni stafylokoky se vykytuji na povrchu téla Zivocichl a
nebyvaji patogenni, presto jsou schopni vyvolat onemocnéni, pfedevsim u predisponovanych
osob. Priimérny pocet rodu Staphylococous byl stanoven ve studii Fasolato et al. (2018) na <4
log KTJ/g. Ve studii Vandeweyer et al. (2018), byl stanoven pocet koaguldza pozitivnich
stafylokokll na <2 log KTJ/g. Koagulaza negativni stafylokoky stanovili ve studii Grabowski &
Klein (2017) a Grabowski & Klein (2016), kde v prvni uvedené studii uvedli pocet 4,5 log KTJ/g.
Jejich pocet ve vzorcich moucéného cerva (Tenebrio molitor) byl 6,1 + 0,9 log KTJ/g, u cvrcka
stepniho (Gryllus assimilis) 5,7 log KTJ/g a u sarancete stéhovavého (Locusta migratoria)
5,0 £ 0,6 log KTJ/g. Pfitomnost S. aureus zkoumali ve studii Garofalo et al. (2017), ale v Zddném
vzorku zjistén nebyl.

V této praci byl u vSech zkoumanych vzork( stanoven pocet S. aureus na 2 log KTJ/g a
pocet koagulaza pozitivnich stafylokokl 3 log KTJ/g. Tento vysledek odpovida vyse uvedenym
publikacim. V doporuceni od MZe (2018) je uvedeno kritérium, aby S. aureus byl nepfitomen
v 1 g vyrobku po pasteraci nebo jiném tepelném zpracovani. Z vySe uvedenych publikaci i
z analyzy v této praci je patrné, Ze vyskyt koagulaza pozitivniho S. aureus neni nejspise pfilis
Casty, presto je ve vzorcich nachazen a mlze predstavovat vazné riziko, vzhledem k schopnosti
S. aureus prezit i 80 °C var po dobu 20 minut. Ma i Siroké rozmezi rlstu pfi pH 4-10 a aw do
0,87 (Montanari et al. 2015; Casey & Backofen 2021). KvUli této odolnosti a patogenité by bylo

vhodné zvolit tento druh jako indikator kvality hmyzu a vyrobka z néj.



V praktické ¢asti této diplomové prace byly ze selektivniho agaru pomoci MALDI-TOF
MS identifikovany bakterie Enterococcus gallinarum, E. faecalis, E. mundtii, Klebsiella oxytoca,

K. pneumoniae, Lactococcus garvieae, Staphylococcus cohnii a Proteus vulgaris.

6.11 Identifikace MALDI-TOF MS

Identifikace pomoci MALDI TOF MS, byla provedena u izoldtl z celkovych pocta
mezofilnich bakterii, celkovych anaerobnich poctl a izolatl narostlych na Baird-Parker agaru,
urceného pro stanoveni S. aureus a koagulaza pozitivnich stafylokok(. Nejvice dominovali rody
Enterobacter, ktery byl zaznamenan u viech druh( testovaného hmyzu a rod Enterococcus,
ktery se vyskytoval v hojném poctu u vsech vzorkd. NiZe jsou popsdny jednotlivé
identifikované taxony, které doposud nebyly v této préci blize diskutovany.

Acinetobacter sali je fazen mezi vSudypfitomné, aerobni, nesporulujici kokobacily. Jedna
se o rod oportunitnich patogen, ktery zplsobuje nozokomidlni infekce (Rani et al. 2022;
Almasaudi 2016). V poslednich letech ptibyva pripadd ndkazou bakterii rodu Acinetobacter,
kdy k ndkaze muze dojit skrz kontaminované maso, ovoce, zeleninu, ¢imz muze byt zplsobena
gastroenteritida. Proto se dostava tento rod do popredi a odhaluje tak novou oblast, kterou
je nutné prozkoumat (Malta et al. 2020; Carvalheira et al. 2021). Bakterie rodu Acinetobacter
byly izolovany z cvréka domaciho (Acheta domesticus) (Osimani et al. 2018) a larev brouk( z
celedi potemnikovych (Garofalo et al. 2019).

Enterobacter je rod fakultativné anaerobnich tycinek patfici do Cceledi
Enterobacteriaceae. Nékteri zastupci tohoto rodu jsou mimo stfevo hostitele oportunitni
patogeny zpUsobujici infekce operacnich ran nebo meningitidy. Enterobacter sakazakii a
E. cloacae zpUsobuji alimentarni onemocnéni (Shaker et al. 2007). DalSimi klinicky
vyznamnymi druhy jsou a E. aerogenes a E. hormaechei. E. cancerogenus je zfidka spojovan
s lidskymi infekcemi, u ostatnich druhd nebylo pozorovano vyvolané onemocnéni (Ramirez &
Giron 2022; Garazzino et al. 2005).

Rod Klebsiella je fakultativné anaerobni bakterie patfici do Celedi Enterobacteriaceae.
Tyto bakterie se vyskytuji v padé, ve vodé, ale i v mikrobioté gastrointestinalniho traktu a
v respiracnim Ustroji. Jednd se o podminéné patogeny, které mohou zpUsobit infekci
mocovych cest, pneumonie a nozokomidlni infekce. Za klinicky nejvyznamnéjsi druhy jsou
oznacovany Klebsiella pneumoniae, K. oxytoca a K. variicola. Prvni jmenovany druh je jediny

schopny zpuUsobit alimentdrni onemocnéni (Dong et al. 2022). Stejnd schopnost byla
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pozorovana i u druhu K. aerogenes, ktera zpUsobila onemocnéni u pacientd s leukémii. Ovsem
jednd se o ojedinély pripad (Kiddy et al. 1987).

Rod Lactococcus je spiSe spojovan s BMK, ale druh Lactococcus garvieae je patogenem
vyskytujicim se prevdiné v syrovych rybach a mase. Je spojovan hlavné s chorobami
v akvakulture, ale existuji i pfipady, kdy tento druh zpuUsobil infekci u ¢lovéka. Tyto pfipady se
vyskytuji jen velmi vzacné (Tariq et al. 2020). Nakaza z potravin nebyla nikdy prokazana.

Pediococcus je rod BMK vyuZivany hojné v potravinarstvi a pro produkci sildZze. Ovsem
byly zaznamenany pfipady, kdy Pediococcus acidilactici vyvolal infekci u ¢lovéka (lwen et al.
2012). Pediococcus acidilactici byl nalezen u sarancete stéhovavého (L. migratoria) ve studii
Garofallo et al. (2017), stejné jako v této préci.

Rod Proteus je soucasti stievni mikrobioty a pfi oslabeni organismu muze vyvolat infekci
nebo prijmy (Roy et al. 2008). Proteus vulgaris zplUsobuje zanéty mocovych cest, ovsem
objevuji se pfipady, kdy tento druh zpUsobil bakteriémii a mozkové abscesy, kdy k ndkaze
pravdépodobné doslo pozienim kontaminované potraviny (Bloch et al. 2011). Obecné je
Proteus spp. spojovan s potravinami, které obsahuji vysoky podil bilkovin (Ogbalu & Williams
2015). Ve studii Grabowski & Klein (2017) byl Proteus sp. nalezen u cvrcka, ale i v podestylce
a vmrtvych jedincich sarandete stéhovavého (Locusta migratoria). Z vySe uvedenych
informaci neplyne velky vyznam pro tento samostatny rod vzhledem k tomu, Ze spada pod
mikroorganismy pochazejici z intestinalniho traktu Zivocichl, které spadaji do celedi
Enterobacteriaceae. Tato Celed obsahuje i jiné oportunitni patogeny, a proto by méla byt

zvolena jako indikator kvality hmyzu.



7 Zavér

Na zakladé vysledkl mikrobiologické analyzy a udaji z odborné literatury Ize dojit k
zavéru, Ze hmyz obsahuje podobna spektra mikroorganism( relevantnich z hlediska
bezpecnosti potravin, zatimco pocty se mirné lisi v zavislosti na druhu a zplsobu chovu.

Na zdkladé provedeného rozboru v této diplomové praci bylo zjisténo, Ze je v syrovém
hmyzu obsazena vyznamnd mikrobidlni zatéZz sobsahem patogennich a oportunné
patogennich organism.

Za vhodné indikatory kvality by mohly byt navrzeny: celkové pocéty mezofilnich aerobnich
mikroorganismu, aerobni sporulujici bakterie, Enterobacteriaceae, Bacillus cereus, Clostridium

perfrigens, Staphylococcus aureus a koagulaza pozitivni stafylokoky, a Salmonella.
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