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Biologicka aktivita bakterii skupiny Bacillus cereus

Souhrn

Bakterie skupiny B. cereus jsou znamé hlavné pro své patogenni pusobeni
Vv potravinach. Tato skupina ale zahrnuje nékolik rozlicnych druhii s riznou biologickou
aktivitou, ktera ovliviiuje mikroorganizmy, rostliny i zivo€ichy. At uz je to B. anthracis, ktery
zpusobuje smrtelné vazna onemocnéni, nebo B. mycoides, ktery je spojovan s podporou rustu
rostlin, ¢i B. thuringiensis, ktery je komer¢né€ vyuzivan pro svou insekticidni aktivitu.

Cilem diplomové prace bylo testovani antimikrobiélni aktivity, patogenniho potencialu
a potencialu pro inhibici quorum sensing bakterii skupiny B. cereus izolovanych z potravin
a krmiv. Antimikrobialni aktivita byla testovana pomoci jamkové agarové difuzni metody proti
tfem indikatorovym kmendm: B. cereus, Listeria monocytogenes a Clostridium perfringens.
Testovani patogenniho profilu a potencidlu pro inhibici quorum sensig probihalo sledovanim
pfitomnosti jednotlivych toxinovych genti a genti pro inhibici quorum sensing. K tomuto ucelu
byla pouzita metoda PCR. Pomoci agarové kultivaéni metody byla také provedena zkouska
licitindzové a hemolytické aktivity.

Antimikrobidlné aktivnich nebylo mnoho kmend, nejcastéji vSak byly aktivni proti
samotnému B. cereus. Hemolytickd 1 lecitindzovéa aktivita byla potvrzena u vSech kment.
Pomoci metody PCR byla prokazana 100% pfitomnost gent pro nehemolyticky enterotoxin,
cereolyzin O, hemolyzin |IIl, fosfolipazu C, fosfolipazu fosfatidilcholin preferujici
a sfingomyelindzu. To ale nemusi nutné znamenat, ze se tyto geny ve skuteCnosti projevi.
Exprese genl je zavisla hlavné na prostiedi a vnéjSich podminkéach. Sledovana byla také
pfitomnost ostatnich, méné prevalen¢nich, toxinovych genti, mezi které patii Immune
inhibitor A a cereulid. Geny pro tyto toxiny nenesl zadny z testovanych kment. Stejné tak
nebyla pozorovana ptitomnost geni pro hemolyzin BL. Schopnost inhibovat quorum sensing
nemél témét zadny z testovanych kment.

Patogenni ptisobeni bakterii skupiny B. cereus je v souvislosti s potravinami casto
zminovanym problémem. Jejich potencial ale tkvi v antimikrobialni aktivité proti jinym
patogennim bakteriim, ktera by se dala vyuzit ve farmaceutickém 1 potravinaitském primyslu.
Produkovany jsou jak bakteriociny, tak antibiotika. Antimikrobidlni aktivita je nejvyssi proti
blizce pfibuznym druhlim, ale muize plsobit i proti jinym podobnym grampozitivnim
patogennim bakteriim vyskytujicich se v potravinach. Dalsi vyhodnou vlastnosti téchto bakterii
je také schopnost narusit buné¢nou komunikaci, a to diky pisobeni AHL-laktonazy. Tento
mechanizmus mize zabranit pusobeni konkurenénich, ¢asto patogennich, bakterii v hostiteli
a znemoznit tak vznik infekce. V budoucnu by méné patogenni druhy, jako je napf.
B. mycoides, mohly ¢aste¢né nahradit komer¢ni antibiotika.

Kli¢ova slova: Bacillus cereus, emeticky toxin, enterotoxiny, hemolyziny, antimikrobialni

aktivita, bakteriocin



Biological aktivity of Bacillus cereus group

Summary

Bacteria of Bacillus cereus group are mainly associated with food poisoning. However,
this group includes several different species with various biological aktivity that affects
microogranisms, plants and animals. Whether it is B. anthracis which causes fatal diseases or
B. mycoides which is associated with promoting plant growth or B. thuringiensis which is
commercially used as an insecticide.

The aim of the diploma thesis was to test the antimicrobial activity, pathogenic potential
and potential for quorum sensing inhibition of B. cereus bacteria isolated from food a feed.
Antimicrobial activity was tested by using the agar diffusion method against three indicator
strains B. cereus, Listeria monocytogenes and Clostridium perfringens. By monitoring the
presence of certain toxin genes and genes for quorum sensing inhibition the pathogenic profile
and potential for quorum sensing inhibition was determined. For this purpose, the PRC method
was used. An assay for lecithinase and hemolytic activity was also performed using an agar
plate method.

Most of the strains were not antimicrobial active, most often activity was recognized
against B. cereus itself. Hemolytic and lecithinase activity was confirmed in all strains. Using
the PRC method, 100 % presence of genes for non-hemolytic enterotoxin, cereolysin O,
hemolysin I1l, phospholipase C, phosphatidilcholin prefferred phospholipase and
sphingomyelinase was confirmed. However, this does not necessarily mean, that these genes
will manifest. Gene expression depends mainly on the environment and external conditions.
The presence of other less prevalent toxin genes was also monitored, including cereulide and
Immune inhibitor A. None of the tested strains carried the genes for these toxins. Likewise, no
genes for hemolysin BL were observed. Almost none of the tested strains had the ability to
inhibit quorum sensing.

The pathogenic activity of B. cereus is frequently mentioned problem associated with
food. Nevertheless, they have great potential for their antimicrobial activity against other
pathogens, which could be used in the pharmaceutical and food industries. Bacteriocins and
also antibiotics are produced by these bacteria. Their antimicrobial activity is highest against
closely related species but may also act against other similar gram-positive pathogenic bacteria
occurring food. Another advantageous property of these bacteria is also the ability to disrupt
cell communication due to the action of AHL-lactonase. This mechanism can prevent other
competitive and pathogenic bacteria from acting in the host and prevent the formation of
infection. In the future, less pathogenic species such as B. mycoides could partially replace
commercial antibiotics.

Keywords: Bacillus cereus, emetic toxin, enterotoxins, hemolysins, antimicrobial activity,

bakteriocin
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1 Uvod

Bakterie skupiny Bacillus cereus jsou pfirozenymi obyvateli ptidy. Jedna se o velice odolné
bakterie, protoZze maji schopnost vytvaret spory. Diky nim jsou podminky pro jejich pieziti
velmi univerzalni. Odolavaji vyraznym teplotnim zménam 1 suchu (Messelhdusser et al. 2014).
Diky adhezivnim sporam se snadno dostanou do potravinaiského prostiedi a dale se potom $ifi
i do velkého spektra potravin (Wijman et al. 2007). Pti styku se sav¢imi tkanémi jsou bakterie
skupiny B. cereus oportunnimi patogeny. Vytvaieji nékolik virulentnich faktor, které mohou
u lidi zpusobit fadu nepiijemnych onemocnéni (Kotiranta et al. 2000). Proto jsou povazovany
za jedny z nejvyznamné&jSich patogeni pienasenych potravinami a musi byt kontrolovany
v kazdém stupni vyroby a zpracovani potravin (Ramarao et al. 2015). Skupina zahrnuje nékolik
druht, lisici se svymi vlastnostmi. Z toho divodu je spektrum toxicity B. cereus sensu lato
Siroké, pohybuje se od mirné nebo zaddné toxicity aZ po vysoce toxické kmeny, o nichZ bylo
hlaseno, Ze jsou zodpovédné za tmrti (Dierick et al. 2005). Pravé kmeny nevykazujici zadny
stupen toxicity mohou byt uzite¢né diky svym antimikrobialnim a antibiotickym vlastnostem
(Abriouel et al. 2011; Jacques 2011).



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotéza: Kmeny Bacillus cereus sensu lato, izolované z riznych potravin, budou
produkovat odlisné typy toxinll v zavislosti na druhu potraviny. Dale piedpokladdme, ze
nekteré z izolovanych kmend budou mit schopnost inhibovat rist blizce ptibuznych druht

bakterii.
Cilem diplomové prace je stanoveni toxigenniho profilu bakterii skupiny Bacillus cereus,

a testovani jejich antimikrobidlni aktivity.



3 Literarni reSerse

3.1 Charakteristika skupiny Bacillus cereus

Skupinu Bacillus cereus tvofi bakterie patfici do kmene Firmicutes, tiidy Bacilli, fadu
Bacillales, ¢eledi Bacillaceae, rodu Bacillus. Skupina zahrnuje nejméné 7 blizce ptibuznych
druhti: B. anthracis, B. cereus, B. thuringiensis, B. mycoides, B. pseudomycoides, B. cytotoxicus
a B. toyonensis (Liu et al. 2015). Ptestoze rod Bacillus obsahuje nejméné 136 druhti, hlavni
patogenni potencial ma pravé skupina Bacillus cereus.

Bacillus cereus sensu lato jsou sporulujici bakterie, jejichZ struktura vegetativnich bun¢k
a spor se mezi druhy skupiny B. cereus pfili§ nelisi. Buniky jsou ve tvaru rovnych nebo mirné
zakiivenych ty¢inek (Logan & De Vos 2009) o velikosti 1,0 — 1,2 um x 3,0 — 5,0 um (Kramer
& Gilbert, 1989). Ty¢inky se vyskytuji jednotlivé nebo ve dvojicich, nékteré také v fetizcich
(ve kterych hranaté konce bunék tésné ptiléhaji) a ptilezitostné¢ mohou tvorit dlouha vldkna.
Rozdily v délce fetizku jsou dany fazi ristu a prostfedim (Bottone 2010). V kazdé burce se
tvofi pouze jedna endospora, kterd je velice odolnd vi¢i mnoha nepfiznivym podminkam
(Logan & De Vos 2009). Velikost spor a morfologie se mohou mezi kmeny stejného druhu lisit,
ale vétSina kment produkuje spory s prumérnou velikosti 1 pm (Bottone 2010). Bunky jsou
zpravidla grampozitivni. Nékteré bakterie jsou schopny pohybu, ktery zajist'uje bicik. Vétsina
druhti je fakultativné anaerobni (Logan & De Vos 2009). Optimalni teplota pro rist
vegetativnich bunék se pohybuje v rozmezi 30—40 °C, maximalni teplota v rozmezi 48-55 °C.
Pti teplotdich méné nez 10 °C se obvykle nemnozi. Vyjimkou jsou psychrotolerantni kmeny,
které se dokazou mnozit i pii teploté 4 °C. Optimalni pH pro rtst B. cereus je 4,3 -9,3 (Chorin
et al. 1997; de Vries et al. 2004). Jako zdroj uhliku jim slouzi glukéza (nikoliv mannitol,
arabin6za nebo xyldza), hydrolyzuji Skrob i Zelatinu a jsou rezistentni vii¢i ampicilinu. VétSina
kmeni vykazuje také hemolytickou a lecitinazovou aktivitu (Vilas-Boas et al. 2007).

Tyto bakterie rostou na bézné pouzivanych mediich, jako jsou Zivny nebo krevni agar.
Morfologie kolonii a jejich velikost je mezi jednotlivymi druhy i vV ramci druhu velice variabilni
(Logan & De Vos 2009). Latinsky nazev mize vypovida o typické morfologii bun¢k B. cereus
pod mikroskopem a koloniich na miskach s krevnim agarem. Slovo ,,Bacillus znamena
ty¢inka, slovo ,,cereus muze byt z latiny ptelozeno jako voskovy. Na agaru tyto bakterie
vytvati typické velké kolonie (pramér 3-8 mm) v Sedé voskovité barvé s nepravidelnymi okraji
(Kramer & Gilbert, 1989). Primarnim selektivnim ¢inidlem pro stanoveni B. cereus je
polymyxin B. Na médiu obsahujicim vaje¢ny zloutek produkuji vSechny druhy ve skupiné
nepruhledné zony obklopujici kolonie nebo fosfatidylcholin v disledku piisobeni lecitinazy. Na
rozdil od mnoha druhu Bacillus, B. cereus nefermentuje mannitol, coz je charakteristika
vyuzivana v riznych diferencialnich médiich (van Netten & Kramer 1992). V potravinaistvi se
nejcasteji pouziva pro identifikaci B. cereus selektivni agar MYP (Mannitol Yolk Polymyxine),
ktery je dany normou CSN EN ISO 7932 (2005). Na Obrazku &. 1 jsou zobrazené typické
naruzovélé kolonie tvofici zonu precipitace. Dal§im hojné vyuzivanym selektivnim agarem je

PEMBA (Polymyxin pyruvate egg-yolk mannitol-bromothymol blue agar), na kterém se
B. cereus projevuje tvorbou modrych kolonii (Teramura et al. 2019), zobrazeno na
Obrazku ¢. 2.


https://cit.vfu.cz/alimentarni-onemocneni/bc01/bc01.html

Obrazek ¢. 1: Kolonie B. cereus, které byly izolovany ze susenych syrovatek, na MYP agaru
po 48h aerobni kultivaci pii teploté 30 °C (vlastni foto).

{ \\;’:7:-;:::‘:7
Obrazek ¢. 2: Kolonie B. cereus na PEMBA agaru po 24h aerobni kultivaci pfi teploté 37 °C
(vlastni foto).

Spory

Spory B. cereus sensu lato jsou umistény elipsoidné, centralné nebo paracentralng,
druhti Bacillus. Vnitini oddé€leni spory neboli jadro obsahuje DNA. DNA je ulozena s kationty
a pyridin-2,6-dikarboxylovou kyselinou v chelatu s dvojmocnymi ionty vapniku, které slouzi
K udrzeni klidového stavu spor a zvySuji odolnost vici latkdm poskozujicim DNA. Jadro je
obklopeno vnitini membranou, jejiz soucasti jsou germinantni receptory. Ty V pfiznivych
podminkach iniciuji signalni transduk¢éni drahu, ktera vede k rGistu spory a vegetativnimu
bunécénému stavu (Swick et al. 2016). Latky podnécujici proces kliceni mohou byt u B. cereus
sensu lato ruzné podskupiny cukrd, aminokyseliny a ribonukleosidy a dalsi malé molekuly
Vv zavislosti na druhu (Moir 2006). Vnitini membranu dale obklopuje obal peptidoglykanu,
ktery obsahuje dvé podvrstvy, kliru a zdrodecnou vrstvu. Kiira ohrani¢uje objem jadra a udrzuje
jej v suchu. Zarodecna vrstva je aktivni pfi ristu spor. Vng&jsi vrstvu spory tvofi plast obsahujici
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pfiblizn€ 70 proteinl uspofadanych ve vrstvach, aby podpofily pruznost struktur (Swick et al.
2016).

Na sporu tésné ptiléha exosporium, které se sklada z krystalické bazalni vrstvy. Slozeni
a funkce exosporia neni dostate¢né prozkoumano (Swick et al. 2016). Je znamo, Ze exosporium
tvoti bariéru proti specifickym chemickym latkdm a také chrani pfed oxidem dusnatym (Ball

2008).

Biciky

B. cereus je pohybliva bakterie nesouci bi¢iky. VétSina izolovanych kment je schopna
pohybu Vv tekutych médiich tzv. swimming (Ghelardi et al. 2007). Bi¢ik B. cereus ma také
adhezivni funkci a podporuje tak stabilni interakce mezi bakterii a epitelialnimi buiikami
(Ramarao & Lereclus 2006).

Biciky jsou také podstatné pro kolektivni prinik bakterii skrz pevné povrchy a to
pomoci tzv. rojové motility (Salvetti et al. 2007). Jedna se o specializovanou formu povrchové
translokace, pii které specifické buiky reaguji na kontakt s povrchem a iniciuji produkei vysoce
diferencialnich hemzicich se bun¢k (Harshey 2003). Tyto bunky jsou delsi, maji vétsi pocet
bi¢ikli a maji schopnost kooperativné se pohybovat napfi¢ rtiznymi druhy povrchii, vcetné
sliznic. Tato schopnost rojeni podporuje rychlejsi invazi do tkdni hostitele, mize mit vliv na
interakci hostitel-patogen a ¢asto vede ke zvysené produkei specifickych virulentnich faktord.
Byla potvrzena spojitost vzniku téchto diferenciovanych bunék s vyznamné vyssi mirou
sekrece hemolyzinu BL (Hbl) (Ghelardi et al. 2007).

3.1.1 Prostiedi a patogenita

Jak jiz bylo vySe zminéno, VétSina druhi Bacillus ma maly nebo zadny patogenni
potencial a ziidka jsou spojovany s onemocnénim lidi ¢i zvifat. Velkou vyjimku tvoii praveé
skupina Bacillus cereus (Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis), které
spory. Odolnost spor vii¢i teplu, UV zafeni, dezinfekénim prostiedkiim a vysychani vede
K tomu, Ze druhy jsou problematickymi kontaminanty ve farmaceutickych produktech,
potravinach a ve zdravotnim prostiedi (chirurgické obvazy, opera¢ni saly) (Logan & De Vos
2009).

Bacillus cereus sensu lato je popsan jako vSudypfitomna bakterie, v pfirode jej lze
nalézt v riznych typech pad, sedimentech, prachti a na povrchu rostlin (Gilbert & Kramer,
1986; Kramer & Gilbert, 1989; Kotiranta et al. 2000; Schoeni & Wong, 2005). Pfitomnost
B. cereus ve vodnim prostfedi je spekulovana. (Ostensvik et al. 2004). Z nékolika fek byly
izolovany spory a je mozné, ze zasobovani vodou muze byt jednim z prostredkd, kterymi
B. cereus vstupuje do potravinového fetézce (Stenfors Arnesen et al. 2008).

Bakterie mohou pfezivat v neaktivnim stavu velice dlouhou dobu, coz ztézuje objasnéni
jejich primarnich ekologickych nik (prostfedi). Spory se mohou Sifit pasivné a vyskytovat se
mimo pfirodni stanovisté (Messelhdusser et al. 2014). Fakt, ze B. cereus mtze v pudé klicit,
rust a sporulovat, poukazuje na saprofyticky zivotni cyklus (Vilain et al. 2006; Brézillon et al.
2015). Ackoliv cely zivotni cyklus B. cereus probiha v pide, je tato bakterie také prizptisobena
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zivotnimu stylu v hostiteli, kde plisobi jako patogen nebo jako komensalni soucast stfevni
mikrobioty. B. cereus byl pozorovan ve stolici zdravych lidi a hospodatskych zvifat (Kramer
& Gilbert, 1989; Jensen et al. 2003). Casto také byva izolovan ze stfev hmyzu, riiznych druhi
¢lenovcl, a existuje moznost, Ze bakterie funguje se svym bezobratlym hostitelem v symbioze
(Margulis et al. 1998). Prizpusobeni na stievni prostfedi by mohlo souviset s moznym
negativnim dopadem na zdravi hostitele. Uvadi se, Zze vSechny kmeny B. cereus jsou schopny
produkovat alespon jeden z toxina souvisejici s priijmovym onemocnénim (Hong et al. 2005).
Nekteré kmeny ale pii teploté 37 °C produkuji pouze zanedbatelné mnozstvi toxinu a Evropsky
urad pro bezpecnost potravin (EFSA) povolil jejich pouziti jako probiotika (Margulis et al.
1998).

Optimalni teplota pro tepelnou aktivaci kli¢eni spor je 65—75°C. Teplota pfi pasterizaci
mléka je podobna. Kombinace tepelné odolnosti spor a psychrotrofnich charakteristik
ptredstavuje hlavni problém pii kontrole tohoto organizmu (Ramarao et al. 2015). Dalsi
vlastnosti komplikujici jejich kontrolu je schopnost bakterii tvofit tzv. exosporium (Kailas et
al. 2011), které obsahuje proteiny, lipidy a sacharidy (Sylvestre et al. 2002). ProtoZe je silné
hydrofobni, umoznuje exosporium pfilnout k inertnim povrchiim a komplikuje tak cisténi
prumyslovych a jinych zatizeni (Faille et al. 2007).

Studie genomu a fyziologie ukazuji, ze na rozdil od skutecnych ptdnich
mikroorganizmd maji bakterie skupiny B. cereus maly pocet gend zpusobujicich degradaci
sacharidovych polymert. Naopak, tyto druhy maji Siroké spektrum gent kodujicich
extracelularni faktory, jako jsou degradacni enzymy (fosfolipdzy, protedzy a chitindzy),
cytotoxické proteiny (hemolyziny, enterotoxiny a cytotoxiny) a membranové proteiny (Gohar
et al. 2008). Tyto vlastnosti udéluji bakteriim skupiny B. cereus patogenni status (Raymond et
al. 2010). Podle EFSA drzi B. cereus v Evropské unii ¢tvrté misto jako pfi¢ina onemocnéni
z potravin (EFSA 2016).

3.1.2 Druhy

Bacillus anthracis

B. anthracis je etiologickym c¢initelem onemocnéni zvaného antrax. Toto onemocnéni
koni a koz ve svété (Logan & De Vos 2009). Byl pojmenovan v roce 1975 némeckym biologem
Ferdinandem Cohnem (Cohn 1876). Slovo ,,anthrax* je odvozeno od feckého anthrakos, které¢
znamena uhli. Tento ndzev odrazi vzhled charakteristického strupu, ktery se tvofi pii kozni
form& (Turnbull 2002). Vyzkum této bakterie pfinesl na konci 19. stoleti ¢asny prilom pro
mikrobiologii a o&kovani (Koch 1876; Pasteur 1881). Uginna veterinarni vakcina zadala byt
dostupnd na konci 30. let (Logan & De Vos 2009). Prvni zivou bakteridlni vakcinou byl
atenuovany kmen B. anthracis (Koch 1876; Pasteur 1881).

Nemoc je pfenosna také na ¢lovéka. Miize se projevovat ve tiech formach: plicni, stievni
a kozni, a Casto konc¢i imrtim. I nadale se onemocnéni vyskytuje v nékolika zemich Afriky
a Asie, zejména v téch, kde nemaji u¢innou o¢kovaci politiku. Castou pti¢inou nékazy jsou
kontaminované Zivo¢i$né produkty a mista jejich zpracovani. Po vniknuti spor do téla, pronikaji
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spory do lymfatické tkan€ a sleziny, ale mohou se dostat i do traviciho traktu, tam vyklici,
pomnozi Se a vegetativni bunky produkuji velké mnozstvi toxint. Toxiny zpusobuji fatalni
septikémii, tvofi se hemoragické exsudaty, které unikaji z ust, nosu a konecniku. Spory pak
zustavaji zivotaschopné v pidé po mnoho let (Logan & De Vos 2009). Vice o toxinech
B. anthracis je uvedeno v kapitole 3.2.3.2 Toxiny B. anthracis.

B. anthracis je dlouhodobé povazovan za potencialni biologickou zbran. Pfedpoklada
se, ze jeho prvni pouziti bylo sméfovano na hospodaiska zvirata béhem prvni svétové valky
(Barnaby 2002). Od té doby se stal soucasti uto¢nych programt v n¢kolika zemich (Mangold
& Goldberg 1999; Mikkola et al. 2000) a byl pouzit také pfi teroristickych ttocich (Lane
& Fauci 2001). Lidé jsou proti antraxu jen nepatrné vice rezistentni nez bylozravci, infekéni
davky v lidské plicni a stfevni formé jsou ale obecné vysoké (LDsp ¢ini 2,500 az 55,000 spor)
(Takahashi et al. 2004).

Bacillus cereus

B. cereus je po B. anthracis hned druhym nejvyznamnéj$im patogenem, ktery zptisobuje
onemocnéni pfenaseného potravinami a oportunni infekce (Logan & De Vos 2009). Typovy
kmen B. cereus sensu stricto byl izolovan ze vzduchu v kravské staji pfed vice nez sto lety
(Frankland & Frankland 1887).

Od druhé poloviny 20. stoleni byl B. cereus uznavan za bézného kontaminanta potravin
zpusobujicitho alimentarni otravy. V posledni dobé je ale B. cereus také povazovan za
etiologického ptivodce lokalizovanych infekci ran, o¢i a systémovych infekci (Ehling-Schulz
et al 2011). V 50. letech 20. stoleti byly popsany dva typy onemocnéni, které byly na zakladé
privodnich jevli nazvany jako emeticky a prijmovy syndrom (Stenfors Arnesen et al. 2008).
Obecné jsou onemocnéni B. cereus povazovana za dasledek exprese toxint. V posledni dobé
je ale diskutovano nékolik exoproteind s enzymatickou aktivitu (proteazy a fosfolipazy), které
by mohly k prijmovym otravam piispivat (Doll et al. 2013). Blize viz kapitola 3.2.2 Faktory
virulence.

V nékterych ptipadech je naopak B. cereus pfipsan pozitivni vliv. Nékteré kmeny
podporuji rust rostlin a potlacuji jejich choroby (Dutta et al. 2013). Nedavno bylo publikovéno,
ze kmen B. cereus ARI156 indikuje systémovou rezistenci vuci Pseudomonas syringae
U rostliny zvané Husenic¢ek rolni (Wang et al. 2017), coZ naznacuje, Ze rhizosféry rostlin
predstavuji pfirozenou niku (prostiedi) pro B. cereus.

Bacillus cereus sensu stricto zahrnuje v§echny kmeny skupiny B. cereus, které z divodu
chybéjicich charakteristickych znaki nepatii k Zadnému jinému druhu (Stenfors Arnesen et al.
2008).

Bacillus cytotoxicus

za puvodce ohniska alimentarni nakazy a zpusobil téi umrti. Izolovany singularni kmen NHV
391-98T byl nejprve oznacen jako B. cereus. Prvni studie objevily pfitomnost prijmového
toxinu cytK1 a oznacily jej za pfi¢inu vysoké toxicity (Lund et al. 2000). Od t¢ doby byly
nalezeny dalsi Ctyfi podobné izolaty, z nichz tii byly také spojeny s ohniskem otravy jidlem.
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Spole¢né vykazovaly fenotypové a genetické rozdily vici jinym kmentum B. cereus (Fagerlund
et al. 2007; Afchain et al. 2008; Auger et al. 2008; Rau et al. 2009), a proto byl ustanoven
samostatny druh skupiny B. cereus, Bacillus cytotoxicus (Guinebretiére et al. 2013).

B. cytotoxicus, se mimo jiné odliSuje od ostatnich svou malou velikosti chromozomu
4.085 Mb (Lapidus et al. 2008), jedna se o termotolerantni druh, ktery mize rust az do teploty
50 °C (Guinebreticre et al. 2013).

Bacillus mycoides

Ze skupiny B. cereus je B. mycoides pravdépodobné nejméné predmétem zajmu
a zkoumani. Na rozdil od B. anthracis a B. cereus sensu stricto neni povazovan za patogenni
anema insekticidni aktivitu (jako naptiklad B. thuringiensis). Na agarovych plotnach tvofi
B. mycoides jedine¢né rhizoidni kolonie s fetézci bunék vytvarejicimi viakna (Di Franco et al.
2002). B. mycoides je pritomen v pude¢ a obzvlast’ v rhizosfére rostlin. Nékteré izolaty vykazuji
vysokou schopnost fixace vzdusného dusiku, ktera podporuje rist rostlin, véetné slunecnice
(Ambrosini et al. 2016), okurky (Neher et al. 2009) a cukrové fepy (Bargabus et al. 2002).

B. cereus byl pivodné popisovan jako mezofilni organizmus, ktery roste pii teplotach 10—
50 °C, pficemz optimalni teplota se pohybuje mezi 30-40 °C (Claus & Berkeley, 1986).
V poslednich letech se navysilo mnozstvi detekovanych psychrotolerantnich kmenti, coz vedlo
k popisu nového psychrotolerantniho druhu v rameci skupiny B. cereus, pod jménem
B. weihenstephanensis. Optimalni teplota pro rast B.weihenstephanensis je stejna jako
u ostatnich mezofilnich druhti a pohybuje se mezi 25 a 35 °C, tento druh se ale odliSuje svou
schopnosti rust i pii nizkych teplotach, kolem 4 °C (Lechner et al. 1998). U nékterych kmeni
B. weihenstephanensis byla zjisténa produkce cereulidu, a to uz pfi teploté 8 °C. V souvislosti
s nim nebyla doposud pozorovana Zadna prijmova onemocnéni (Bhunia 2018). Na zakladé
genomoveé sekvenace, fyziologickych, metabolickych a chemotaxonomickych znakl byl
B. weihenstephanensis v roce 2018 reklasifikovan a zafazen pod druh B. mycoides (Liu et al.
2018).

Bacillus pseudomycoides

B. pseudomycoides byl odlisen od B. mycoides a pojmenovan L. K. Nakamurou v roce
1998. Fenotypicky projev je velice podobny B. mycoides, ale geneticky a slozenim mastnych
kyselin se odlisuje (Nakamura 1998). U kmene DSMZ 12442 byl nalezen gen pro bakteriocin
zvany pseudomycoicidin, diky kterému je B. pseudomycoides schopen pusobit antimikrobialné
proti grampozitivnim bakteriim (Basi-Chipalu et al. 2015).

Bacillus thuringiensis

B. thuringiensis byl poprvé izolovan v roce 1901 v Japonsku z infikovanych larev bource
morusSoveého. Bakterie byla oznacena za plivodce sotto choroby (onemocnéni ndhlého kolapsu).
Sviij nazev ziskala podle némecké provincie, kde ji ze zavijece moucného izoloval Ernst
Berliner (Berliner 1915). B. thuringiensis je velice popularnim biopesticidem pro hubeni
Skudcu, viz kapitola 3.3.3 Insekticidni aktivita.
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Hoton et al. (2009) shledava, ze B. thuringiensis muze také nést potencialni enterotoxické
geny. Gen cereulidu zatim nebyl u B. thuringiensis nalezen, a¢koli bylo provedeno systematické
hodnoceni u vice nez 200 kment (Hoton et al. 2009). Dvé studie Jackson et al. (1995)
a Mclntyre et al. (2008) referuji o ucasti B. thuringiensis pfi onemocnénich pochazejicich
z potravin. Prvni popisuje jedno ohnisko onemocnéni, druha hodnoti izolaty z 39 ohnisek.
V obou studiich byl B. thuringiensis navrhnut jako pii¢ina infekci.

Bacillus toyonensis

B. toyonensis byl do skupiny B. cereus zafazen v roce 2013. Kmen BCT-7112, do roku
2013 identifikovany jako B. cereus var. toyoi, je jeho typovym kmenem (Jiménez et al. 2013a).
Jedna se o probioticky kmen vytvartejici spory, ktery se vyuziva od roku 1975, kdy byl oficialné
schvalen japonskym ministerstvem zeméd¢€lstvi a lesnictvi jako komeréni piipravek
TOYOCERIN®. Toyocerin je ptipravek Zzivotaschopnych spor, ktery se pouziva jako
probioticky mikroorganizmus u zvifat, podporujici rust a traveni (Williams et al. 2009; Oren &
Garrity 2014). Spory BCT-7112T se pouzivaji ve vyziveé prasat, drubeze, skotu a v akvakultuie
vice nez tiicet let v celé fad¢ zemi svéta. Evropska komise jej poprvé povolila v roce 1994 a stal
se tak prvnim mikroorganizmem povolenym jako doplnék krmiva v Evropské unii (Hong et al.
2005; Williams et al. 2009).

B. toyonensis byl izolovan z pudy. V genomu B. toyonensis jsou pfitomny pouze tii ze
sedmi gent kodujicich cereulid syntetazu. Proto se neocekava, ze by tento enzym byl
zodpovédny za syntézu emetického syndromu. Gen kodujici cytotoxicky enterotoxin K
v genomu chybi tplné (Jiménez et al. 2013b). Nehemolyticky a hemolyticky toxin v genomu
kédovany jsou, ale vétSinou se neprojevuji. Nicméné jsou predmétem dalSiho badani, aby se
toxinogenni potencial mohl Gplné vylouéit (Abdulmawjood et al. 2019).

3.2 Patogenni potencial

3.2.1 Onemocnéni z potravin

B. cereus lze izolovat z pozoruhodné fady potravin a potravinovych surovin véetné ryze,
mlécnych vyrobkt, kotfeni, susenych potravin a zeleniny (Kramer & Gilbert, 1989). Do oblasti
vyroby Se dostavaji skrze primarni suroviny, ziskané na poli ¢i v sadu. Jak jiz bylo zminéno,
tato skupina je béznym kontaminantem mléka a mize v mléénych vyrobcich zplsobit vadu
znamou jako sladké srazeni. Spory nebo buitkky mohou béhem pastvy kontaminovat vemena
krav, nebo se do prostiedi mlééné produkce dostanou pomoci podestylky ¢i krmiva (Kramer
& Gilbert 1989; Magnusson et al. 2007). KiiZzova kontaminace pak umoznuje distribuovat
B. cereus i do jinych potravin, jako jsou masné vyrobky (Granum 2007).

Bakterie B. cereus jsou schopné tvorit biofilm, diky kterému jsou odolné vici sanitaénim
prostiedkiim a ktery zvySuje perzistenci spor v prostiedi. Casto ziistavaji v mlékarenském
potrubi, jelikoz dokazou dobie pfilnout k povrchu (Wijman et al. 2007). Pro uskladnéni
potravin, a zvlast¢ mlécnych vyrobkl se pouzivaji nizké teploty, které znevyhodnuji méné
konkurenceschopné bakterie. B. weihenstephanensis, B. cereus i nékteré dalsi druhy Bacillus
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Vv téchto teplotach dokaZou pfezit a mnozit se, a proto jsou také z mléénych vyrobki Casto
izolovany. Kromé mlécnych vyrobkt piedstavuji ptiznivé prostiedi po B. cereus Setrné tepelné
upravené potraviny s prodlouzenou dobou skladovani (Larsen & Jergensen, 1999).

S ohledem na vSudypfitomnost bakterii této skupiny, zvlasté jejich odolnych spor, nelze
obecné vyloudit riziko kontaminace u potravin s pH vys$sim nez 4,8. Pokud spotiebitelé
nebudou dodrzovat zakladni pravidla pro skladovani potravin nebo pfipravu pokrmi (zamezit
pomalému zchlazovani, skladovani pifi pokojové teploté, dlouhodobému udrzovani potravy pii
teploté 60 °C), mize dojit k pomnozeni B. cereus a naslednému rozvoji onemocnéni (Stenfors
Arnesen et al. 2008).

Patogenita B. cereus je zalozena na celé fadé virulentnich faktort, které jesté nebyly zcela
pochopeny a zpusobuji fadu lidskych chorob. Znamé jsou otravy z jidla, které mohou zpiisobit
prijem nebo zvraceni (Stenfors Arnesen et al. 2008). Syndrom zplsobujici prijem je
disledkem ptsobeni nékolika enterotoxinl, které vznikaji jako produkt metabolismu
vegetativnich bunék v tenkém stieve, po vykliceni spor pfitomnych v kontaminované potrave.
Syndrom vyvolévajici zvraceni (emeticky syndrom) je zplsoben jedinym depsipeptidovym
toxinem, cereulidem. K vyvolani onemocnéni dochazi po pozité potraviny, ve které jiz byl
cereulid pritomen. Jedna se tedy o intoxikaci (Ehling-Schulz et al. 2005a). Tato onemocnéni
gastrointestindlniho traktu jsou Zivotu nebezpecna pouze ve vyjime¢nych piipadech. Obecné je
patogenni potencial kment B. cereus velmi variabilni, nékteré kmeny nevykazuji Zadnou
cytotoxickou aktivitu, n¢které jsou naopak vysoce cytotoxické (JeBberger et al. 2015). Kromé
rozdili v patogennim potencialu jednotlivych kmena je virulence ovlivnéna také faktory
prostiedi (JeBberger et al. 2017).

3.2.2 Faktory virulence

Toxiny pfedstavuji jeden z hlavnich faktorti patogenity ve skupiné B. cereus. VétSina
druhové specifickych toxinl je kodovano na plazmidech (pXO plazmidy B. anthracis a Cry
plazmidy B. thuringiensis a cereulid), dalsi toxiny skupiny B. cereus jsou koédovany
na chromozomech (hemolytické toxiny) (Roux 1888; Lindbick et al. 2004; Fagerlund et al.
2007).

3.2.2.1 Emeticky toxin Cereulid

Cereulid, emeticky toxin, je cyklicky dodekadepsipeptid se strukturou podobnou
draselnému ionoforu valinomycinu (Agata et al. 1995; Isobe et al. 1995). Molekulova hmotnost
cereulidu je 1165 Da a jeho struktura je tvofena tfemi opakovanimi ze 4 aminokyselin [D-O-
Leu-D-Ala-D-0-Val-D-Val]z (Ehling-Schulz et al. 2004). Diky cirkularni struktufe je cereulid
stabilni pti vysokych teplotach (121 °C, 2 h) a v kyselém i zasaditém prostiedi. Také je odolny
vici Sté€peni pepsinem 1 trypsinem. Snadno odolava naslednym tepelnym Upravam a neni
inaktivovan ani pii prichodu travicim traktem (Rajkovic et al. 2008; Frenzel et al. 2011).

Molekula je velmi hydrofobni, diky ¢emuz je v podstaté nerozpustna ve vodném
roztoku. Sklon k vazbé na pevné slozky potravin nebo kultiva¢nich médii muze vést
k podcenovani cereulidové aktivity (Szabo et al. 1991).
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Cereulid je syntetizovan neribozomaln¢, takzvanou cereulid syntetazou (Ces) kodovanou
Klastrem gent o délce 24 kb (Ehling-Schulz et al. 2005b). Ces piedstavuje novy typ
neribozomalnich peptidovych syntetdz (Marxen et al. 2015), ktery je umistén na plazmidu
ptibuzném s pXO1 (Ehling-Schulz et al. 2006). Plazmid byl ptivodné pojmenovan pBCE4810,
ale je oznacovan také jako pCER270 (Rasko et al. 2007).

Mechanizmus, kterym cereulid zpisobuje zvraceni u lidi, nebyl zcela objasnén. Rychly
nastup emetického onemocnéni, obvykle 0,5 — 6 hodin po konzumaci jidla, naznacuje, ze se
jedna o intoxikaci pfedem vytvofenym toxinem v potravé (Ehling-Schulz et al. 2004). Po
uvolnéni ze zaludku do dvanactniku se cereulid vaze na 5-HT3 receptor a nésledna stimulace
aferentniho nervu vyvolava zvraceni. Bylo prokézano nékolik biologickych ucinkt cereulidu.
Cereulid se podobn¢ jako valinomycin chova jak ionofor a je schopen vytvaret komplexy
s ionty drasliku, sodiku a amonnymi ionty. Toxin je schopen inhibovat mitochondrialni aktivitu
pomoci inhibice oxidace mastnych kyselin. Buniky s poskozenou mitochondrii si zachovavaji
neporusené plazmatické membrany. Toxin tak miiZze pronikat do buriky bez vyvolani zjevnych
membranovych 1ézi (Mikkola et al. 1999). Tento ucinek cereulidu byl ve dvou smrtelnych
piipadech piicinou selhani jater (Dierick et al. 2005). Stejné tak mtze dojit pfi¢inou cereulidu
k hromadéni tuku v jatrech, coz bylo potvrzeno pokusem na mysich (Yokoyama et al. 1999),
k rhabdomyolyze a selhani organti (Rajkovic et al. 2008). Také se ukazalo, ze cereulid dokaze
inhibovat NK bunky lidského imunitniho systému tzv. natural killer cells (Paananen et al.
2002). Nedavno byl cereulid spojen s indukci diabetu, protoze je schopen zptisobit disfunkci
beta bunék (Vangoitsenhoven et al. 2014).

Produkce cereulidu nastava na konci logaritmické faze buiiky, béhem vegetativniho ristu,
S nejvyssi produkci béhem ranné stacionarni faze. Syntéza cereulidu probiha v rozmezi teplot
12-37 °C, pticemz nejvyssi produkce byla pozorovana v rozmezi 12-22 °C (Haggblom et al.
2002). U dvou psychrotolerantnich druhti B. weihenstephanensis byla teplota pii produkci
cereulidu 8 °C (Thorsen et al. 2006). Produkce cereulidu je u kazdého typu potraviny jina.
U vajec, masnych vyrobki a také u tekutych potravin, jako jsou mléko nebo s6jové mléko, byly
zjistény pouze nizké hladiny cereulidu. Naopak u vafené ryze a jidel z mouky byva produkce
cereulidu na vysoké urovni (Agata et al. 2002). Expresi mohou ovliviiovat faktory prostredi,
jako jsou pH, kyslik, teplota a ptitomnost specifickych aminokyselin (Ehling-Schulz et al.
2004). Zaroven byly pozorovany rozdily v produkci cereulidu mezi kmeny. Geny ces vykazuji
pouze nizky stupeil heterogenity, a proto se domnivame, ze tyto rozdily jsou zptisobeny rtiznou
mirou regulace (Rajkovic et al. 2006).

Bylo popsano 18 rtznych izoforem cereulidu s cytotoxickym potencidlem, a to od
nulového po desetinasobny vzhledem ke klasickému cereulidu (Rajkovic et al. 2008). Pro
detekci cereulidu byla pouzita fada riznych metod. Spolehlivé je vSak pouze metoda analyzy
pomoci HPLC-MS (Héggblom et al. 2002). Pro indentifikaci potencialné patogennich kmeni
je také vhodna metoda PCR (Fricker et al. 2007).
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3.2.2.2 Hemolytické toxiny

V rané stacionarni fazi produkuje B. cereus nékolik sloucenin (degradacni enzymy,
cytotoxické faktory a proteiny bunéénych membran), které prispivaji k virulenci (Guillemet et
al. 2010). Rozvoj onemocnéni a klinické pfiznaky jsou pravdépodobné zprostredkovany
synergickymi G¢inky vice riznych faktorti. VE&tsina téchto proteinil je zodpovédna za degradaci
erytrocytl a jsou proto definovany jako hemolyziny (Lund et al. 2000).

Hemolytické toxiny zpasobuji prajmy. Predpoklada se, ze toxiny ptisobi skrze naruseni
integrity plazmatické membrany epitelidlnich bun¢k v tenkém stieve. B. cereus produkuje velké
mnozstvi toxint a enzymd, které mohou pfispivat k prijmovym onemocnénim, a tak je identita
enterotoxinl stale nejasnd. Tfi cytotoxiny: hemolyzin BL (Hbl), nehemolyticky enterotoxin
(Nhe) a Cytotoxin K (CytK) jsou v soucasné dobé povazovany za etiologickou agens
prijmového onemocnéni (Lund et al. 2000). Hbl a Nhe jsou vzajemné piibuzné tiislozkové
toxiny, zatimco CytK patii do jednosloZkovych toxinl. Také bylo popsano nckolik dalSich
proteinovych cytotoxinl, hemolyzinti a degradacnich enzymti (fosfolipazy, kolagenazy), které
mohou potencialné pfispivat k patogenité a prijmovym onemocnénim B. cereus. Patii mezi né
cereolysin O, hemolyzin I, hemolyzin Ill, hemolyzin IV, InhA2, dvé¢ fosfolipazy C
a sfingomyelinaza (Fedhila et al. 2003; Stenfors Arnesen et al. 2008).

Nehemolyticky enterotoxin (Nhe)

Ttislozkovy enterotoxin Nhe byl poprvé charakterizovan v roce 1995 v Norsku po
velkém ohnisku alimentarni otravy zpiisobené kmenem NVH 0075/95, ktery byl ale Hbl
negativni, a proto se hledala jina pfic¢ina otravy (Lund & Granum, 1996). Nhe nevykazoval
zadnou hemolytickou aktivitu (Moravek et al. 2006). Proto byl ptivodné popisovan jako toxin
bez hemolytické aktivity, coz odpovida i jeho sou¢asnému oznaceni ,,nchemolyticky*. Pozdé&ji
se vSak ukazalo, ze Nhe je hemolyticky vici erytrocytim u n€kolika druhii savct (Fagerlund et
al. 2008).

Enterotoxin je tvofen proteinovymi podjednotkami NheA, NheB a NheC, které jsou
kédovany nhe operonem. Piedpoklada se, ze geny kodujici Nhe jsou pfitomny ve vSech
znamych kmenech skupiny B. cereus (Lindbéck et al. 2004; Moravek et al. 2006). Podjednotky
jsou vylucovany nezavisle na sobé, ale toxicka aktivita je dosaZena pouze v pfitomnosti v§ech
slozek, pricemz nejvyssi cinek byl dosazen pii pomeru NheA, NheB a NheC 10:10:1. Vyssi
koncentrace NheC ma za nasledek snizeni toxické aktivity (Lindbédck et al. 2004). Podle
Heilkenbrinker at al. (2013) by pro optimalni cytotoxicitu méla byt koncentrace NheB
padesatkrat vyssi nez koncentrace NheC. Slozky Nhe vyzaduji specificky vazebny poradek.
Inhibice syntézy toxinu muze spocivat v naruseni postupu navazani jednotlivych slozek.
Zejména zabranéni vazby NheA na NheB byl u¢inny zptsob pro dosazeni neutralizace toxicity
Nhe (Didier et al. 2012).

Cytotoxicka aktivita Nhe na epitelovych bunikach je charakteristickd tvorbou pért
V cytoplazmatické membrané, a naslednou koloidni osmotickou lyzou buniky. Dosud nebyl
identifikovan pro vazbu zadny bunécny receptor. Je mozné Ze Nhe nepotiebuje zadny
proteinovy nebo sacharidovy receptor, protoze je schopen sam vytvaret péry v lipidovych
dvojvrstvach (Fagerlund et al. 2008).

18



Schopnost produkovat tento toxin se mezi jednotlivymi kmeny lisi. Kmeny s vysokou
produkci vylu€uji vice nez 10 pg Nhe na 1 ml supernatantu, zatimco koncentrace u jinych
kmend muze byt nizsi nez 0,1 pg v 1 ml supernatantu. Vysoka koncentrace toxinu zpasobuje
rychlé usmrceni bun¢k (Moravek et al. 2006) a je spousté¢em mirného vodnatého prijmu
(Stenfors Arnesen et al. 2008). Buné¢na odpoveéd’ po expozici sttednim nebo nizkym hladinam
neni znama (Moravek et al. 2006).

Hemolyzin BL (Hbl)

Hemolyzin BL (Hbl) je membranové-lyticky systém slozeny ze tii odlisnych proteint
oznacenych jako B, L1 a L2 (Beecher & MacMillan 1991), které jsou vylucovany nezavisle na
sob¢. VSechny tfi jsou ale nezbytné pro biologickou aktivitu (Lindbick et al. 2004). Tyto
proteiny, B, L1 a L2, jsou kddovany hblA, hblD a hblC. Geny jsou uspotadany v transkripénim
poradi hblC, hblD a hblA (Ryan et al. 1997). Tato struktura je velice podobna struktuie
hemolyzinu E, ktery je produkovan bakterii E. coli (Wallace et al. 2000). Hbl je vylucovan
ptiblizn¢ 45-65 % kmenti B. cereus (Moravek et al. 2006).

Pivodné byl purifikovan z kmene B. cereus F837/76, ktery byl izolovan z pooperaéni
rany (Turnbull et al. 1979). Beecher et al. (1995) zjistili, ze Hbl zptisobuje hromadéni tekutin
v krali¢im tenkém stievé a Ze vykazuje dermonekrotickou aktivitu, vaskularni permeabilitu,
cytotoxickou aktivitu a hemolytickou aktivitu, degradaci o¢ni sitnice, oéni nekrézu a zanét. Hbl
je povazovan za jediny silny nekrotizujici toxin, ktery byl u B. cereus identifikovan, diky cemuz
je hlavnim kandidatem jako virulentni faktor pravé u nekrotizujicich infekci (Callegan et al.
1999). Pokud jde o prijmovy potencial Hbl, ukazalo se, Ze tento toxin zpuisobuje rychlou
akumulaci tekutin v ligovanych ilealnich smyckach. Jeho G€innost se muze blizit uc¢innosti
toxinu cholery a z tohoto duvodu je ¢asto povazovan za primarni virulentni faktor B. cereus
(Beecher et al. 1995).

Vsechny tii proteinové slozky Hbl se na erytrocyty vazou nezavisle na sobé. Slozky
spojené s membranou vytvaii pro prunik komplex, ktery diky koloidnimu osmotickému
mechanizmu zplsobuje lyzu membrany. Fenomén paradoxni zony v krevnim agaru je
vysledkem inhibice hemolyzy, protoze B a L1 se vzdjemné inhibuji nad prahovou koncentraci.
Vazba B je mnohem pomalejsi nez vazba L1 a L2, hemolyza se tudiz projevi aZ v urcité
vzdalenosti od stiedu (Beecher & Wong 1997; Ceuppens et al. 2011).

Hemolyzin I (Cereolyzin O)

Hemolyzin I byl poprvé popsan v roce 1967 a byl ptivodné oznacovan u B. cereus sensu
stricto jako cereolyzin O (Clo), u B. thuringiensis jako thuringiolyzin O (Tlo) a u B. anthracis
jako anthrolyzin O (Alo) (Shannon et al. 2003).

Clo je tepelné labilni protein, jehoz hemolylticka aktivita je podminovana cholesterolem
(<10 pg/ml) a neutralizovana antistreptolyzin-O-globulinem z hyperimunniho konského séra
(Bernheimer & Grushoff 1967). Clo vykazuje 57-68% podobnost aminokyselin
s perfringolyzinem O (Pfo) a streptolyzinem O, které produkuji Clostridium perfringens
a Streptococcus pyogenes (Alouf et al. 2005). Hemolyzin I, produkovany B. cereus, lze zatradit
do rodiny cholesterol-dependentnich cytolyzini ,,CDC* (dfive znamych jako thiol-
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aktivovanych cytolyzinll). Tyto toxiny sestavaji zjediného polypeptidového fetézce
s molekulovou hmotnosti 50 kDa az 80 kDa. Jedna se o protein se ctyfmi doménami bohaty na
strukturu B-skladaného listu. Aminokyselinové sekvence téchto proteinti maji celkovou
parovou sekvenéni podobnost 40-70 %. Tuto podobnost mizeme relativné rovnomérné
sledovat v celé délce molekuly, coz naznacuje, ze vSechny maji podobnou aktivitu a 3D
strukturu (Jacobs et al. 1999).

Podminkou pro cytolytickou aktivitu je pfitomnost cholesterolu, kterd je
charakteristicka témé&r pro vsechny zivocisné buiiky. Clo toxin se vaze na cholesterol piitomny
Vv cilovych bunéénych membranich a ty narusuje vytvarenim velkych port az do priméru
30 nm (Palmer 2001; Bhunia 2018). Dokéze také indukovat uvolnovani laktat dehydrogenazy
z tkan¢ ocni sitnice a zpusobit tak nekrézu typickou pro endoftalmitidu (Beecher et al. 2000).

Hemolyzin 11

Hemolyzin II (HlyII) je hemolyticky toxin o velikosti 42,6 kDa (Bhunia 2018). Aktivita
hemolyzinu II (HlyII) neni inhibovana cholesterolem ani asntistreptolyzinovymi protilatkami
O (Sinev et al. 1993, Bhunia 2018). Je tepelné labilni a nachylny k proteolytickym enzymiim
(Baida et al. 1999). Jedna se o oligomerni toxin pro tvorbu B-barelti. Hlyll vykazuje 28-31%
identitu aminokyselinové sekvence se stafylokokovym o-toxinem, ale ma navic
94aminokyselinové prodlouzeni C-terminalniho konce, které chybi u ostatnich zndmych toxinti
tvoticich B-barely. Tyto toxiny, se vdzou na bunétné membrany a vytvareji heptamerické
oligomery. Kazdy monomer vlozi do membrany segment bohaty na glycin, aby se vytvofil
transmembranovy pér. Hlyll mimo to tvoii také v rovinnych lipidovych dvojvrstvach anion-
selektivni kanalky (Andreeva-Kovalevskaya et al. 2008). Hlyll indukuje lyzu erytrocytl
a fagocytarnich bunék (lidské monocyty a dendritické buiky), ale neposkozuje epitelové
bunky. Zpusobuje také apoptdzu hostitelskych monocyt a makrofagt (Tran et al. 2011). Diky
schopnosti zabijet makrofagy si B. cereus prodluzuje pobyt v hostiteli. Miize zpisobit
poskozeni tkan¢ a narusit antimikrobidlni imunitni odpovéd’, ¢imz podporuje bakterialni Sifeni
(Sineva et al. 2009). Virulence HlyII byla prokdzana také u hmyzu (Miles et al. 2006).

Piesto, ze je HIlyll hemolyticky a cytotoxicky (Andreeva et al. 2006), mezi Cinitele
zpusobujici prijmova onemocnéni ale zahrnut neni. Je mozné, Ze je v tenkém stieve
inaktivovan trypsinem (Stenfors Arnesen et al. 2008).

Hemolyzin 111

Hemolyzin I1I (HlyIIl) je nejméné probadany hemolyticky toxin ze skupiny B. cereus.
Jedna se o tepelné labilni protein, jehoz hemolyticka aktivita neni inhibovana cholesterolem.
Predpokladany prekurzor ma molekulovou hmotnost 24,4 kDa. Jeho aminokyselinova sekvence
neobsahuje zadny jasny signalni peptid pro sekreci (Baida & Kuzmin 1995). Piedpoklada se,
ze obsahuje né€kolik zbytkovych transmembranovych segmentl typickych pro integrovany
membranovy protein. VE&tsi ¢ast (55 %) proteinu se sklada z piilehlych nepolarnich zbytku,
a proto je nejspise nerozpustny ve vodé (Hofmann & Stoffel 1993).
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Vlastnosti virulence nebyly zatim dostate¢né probadany. Je pravdépodobné, Ze Hlylll
tvofi transmembranové pory s odhadovanym pramérem 3 — 3,5 nm, které vedou k lyze
erytrocytll. Vazba a tvorba porti je nejspisSe zavisléd na teploté (Baida & Kuzmin 1996, Visiello
et al. 2016).

Hemolyzin IV

Hemolyzin 1V neboli cytotoxin K (CytK) je cytotoxicky, nekroticky a hemolyticky
protein s molekulovou hmotnosti 34 kDa, ktery byl poprvé ¢astecné charakterizovan v roce
2000 Beecherem a Wongem (Beecher & Wong 2000). CytK byl poprvé izolovan, klonovan
a skenovan z kmene NVH 391/98. Tento kmen byl zodpovédny za prijmové onemocnéni
vyvolané potravinami, které u nékolika starSich lidi vyvolalo krvavy prijem a ve tfech
dalSich podobnych kment odpovédnych za otravu z jidla. Kmen NVH 391/98 je nyni typovym
kmenem nove¢ validovaného druhu skupiny B. cereus, Bacillus cytotoxicus (Guinebretiére et al.
2013).

O zéakladnim mechanizmu ptsobeni CytK na bun&¢né trovni je malo znamo. Studie in
vitro odhalily, Ze tento toxin tvofi pory, které jsou slab& aniontové selektivni ve fosfolipidovych
planarnich dvojvrstvach. Zpiisob pisobeni tohoto toxinu mize zahrnovat tvorbu péri, coz ma
za nasledek uvolnovani tekutin a niceni epitelovych bun€k konéici nekrézou (Hardy et al.
2001). CytK se u B. cereus vyskytuje piiblizné z 90 % (Bhunia 2018)

3.2.2.3 Fosfolipazy

Fosfolipazy jsou vétSinou primarné povazovany za toxiny, protoZe maji potencial ménit
fosfolipidy — primarni strukturni jednotky biologickych membran (Griffith & Ryan 1999;
Titball et al. 1999). B. cereus produkuje sfingomyelinazu a dvé fosfolipazy, znamé jako
lecitinazy C: fosfatidylcholin preferujici (PC-PLC) a fosfatidylinositol specificka (P1-PLC).
Oba enzymy mohou byt vyznamné pfi infekcich dychacich cest, které mohou vést k nekrdze
a krvaceni do tkéni (Bhunia 2018).

Fosfolipaza ¢ — fosfatidylinositol specificka (Lecitinaza C, PI-PLC)

Fosfatidylinositol specificka fosfolipaza C (PI-PLC) B. cereus je ¢lenem Siroké rodiny
enzymu vyluCovanymi bakteriemi a eukaryoty, véetné savci. Sklada se z 299 aminokyselin
a velikost se udava 34,6 kDa (Heinz et al. 1996).

Bylo pfezkoumdno mnoho moznych mechanizmti virulence fosfolipdz, vcetné
necytologické modulace hostitelskych systémt (Titball et al. 1999). Predpoklada se, Ze tyto
enzymy u B. cereus piispivaji k virulenci podporou bakteridlniho ristu v hostiteli. Ptispivaji
také k plicni degradaci a k hemoragickym a nekrotickym abscestim mozku, ¢asto doprovazejici
meningitidu (Tokieda et al. 1999).
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Fosfolipaza — fosfatidylcholin preferujici (cereolyzin A, PC-PLC)

Fosfatidylcholin preferujici fosfolipaza (PC-PLC), taktéz nazyvana cereolyzin A, patii
do velké skupiny fosfolipaz, z nichz v§echny obsahuji ve svych aktivnich mistech atomy zinku
a vSechny jsou vylucovany grampozitivnimi bakteriemi (Titball et al. 1999). Je tvoiena
kompaktni doménou a-helixu s 259 aminokyselinami a jeji pfedpokladana velikost je 29,9 kDa.
B. cereus PC-PLC ma Sirokou specifitu a primarné hydrolyzuje fosfatidylcholin. V mensi mite
hydrolyzuje fosfatidylethanolamin a fosfatidylserin. Vici sfingomyelinu je téméf neaktivni.
K jeji inaktivaci dochazi odstranénim atomu zinku (Beecher & MacMillan 1990). Atomy zinku
maji strukturdlni i funkéni role, zajist'uji tepelnou stabilitu a odolnost vii¢i protedzdm a podile;ji
se na katalytickych reakcich (Martin & Hergenrother 1999). PC-PLC mize zpusobovat
naruseni tkani a kaze (Firth et al. 1997).

Sfingomyelinaza (cereolysin B, SPH)

Sfingomyelinaza (SPH), taktéZ nazyvana cereolyzin B, je 34,2 kDa velky enzym, ktery
ma na svém aktivnim misté nejméné 2 atomy hot¢iku. SMase specificky hydrolyzuje
sfingomyelin na ceramid a fosforylcholin (ChoP) umistény v eukaryotickych membranach
(Fujii et al. 1998; Bhunia 2018).

B. cereus mize zplsobit hemolyzu i1 kombinovanym/synergickym tuc¢inkem
fosfatidylcholin specifické fosfolipazy C (PC-PLC) a sfingomyelinazy (SPH), které spolecné
tvofi biologicky komplex znamy jako cereolyzin AB (CerAB) (Gilmore et al. 1989). Tento
komplex narusuje bunétné membrany. Specificky hydrolyzuje sfingomyelin v intaktnich
membrandch erytrocytli, coz zpusobuje naslednou hemolyzu. K hemolyze dochazi
enzymatickou degradaci bunééné membrany, nikoli tvorbou pérti (Ramarao & Sanchis 2013).

3.2.2.4 Enterotoxin T (BceT)

Jedna se 0 41 kDa velky enterotoxin, kddovany genem bceT, ktery je uvolfiovan béhem
lyzy buniky. Jeho biologické aktivita nebyla prozatim prokazana a je stile diskutovana. Neni
pravdépodobné, Ze by byl jednou z pficin alimentarnich otrav (Visiello et al. 2016).

3.2.2.5 Enterotoxin FM (EntFM)

Enterotoxin FM (EntFM) je o polypeptid (45kDa) bohaty na beta strukturu a mizeme
un¢j pozorovat nékterda neobvykld sekvencni usporadani, jako napiiklad opakovani
aminokyseliny asparaginu kolem zbytku 280 (Bhunia 2018). EntFM je souc¢asti bunéénych stén,
zda se byt dilezity pro udrZeni tvaru bunécné stény, motilitu, adhezni potencial k epitelovym
buitkdm, tvorbu biofilmu a vakuolizaci makrofaga (Visiello et al. 2016).

Jedna se o nejrozsifenéjsi gen enterotoxinu, ktery je ¢asto pfitomen v ohniskach otrav
z jidla (Bhunia 2018). Podle Boonchai et al. (2008) je EntFM v piipadé B. cereus cytotoxicky
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a stupenl toxicity zavisi na typu kmene. V laboratornim experimentu zpusobil purifikovany
EntFM zvysSenou vaskularni permeabilitu a akumulaci tekutin ve stfevech kralikti/mysi. Pro
mysi byl dokonce smrtelny (Bhunia 2018).

3.2.3 DalSi onemocnéni

B. cereus je stale vice uznavan také jako oportunni patogen, ktery mize zptisobovat
mistni i systémov¢ infekce. Novorozenci a jini oslabeni jedinci jsou zvlasté ohrozeni infekcemi
jako jsou infekce centralniho nervového systému, endokarditida, infekce dychacich
a mocovych cest, infekénimi ranami a septikémii (Bottone 2010). U ptezvykavcl miize
B. cereus zpiisobit vazné infekce mlécné zlazy (Mavangira et al. 2013).

3.2.3.1 Immune inhibitor A

Imunne inhibitor A (InhAl) patfi mezi protedzy a jeho homology jsou pfitomné
u B. cereus, B. anthracis a B. thuringiensis (Dubois et al. 2012). Poprvé byl popsan u kmene
B. thuringiensis jako inhibitor imunitniho systému diky jeho schopnosti ptisobit proti humoralni
obranné soustavé hmyzu Hyalophora cecropia. InhA1 dokaze degradovat dvé tiidy hmyzich
antimikrobialnich peptidl a také nékolik slozek hostitelské tkan¢ (Chung et al. 2006). Takeé
bylo prokazano, ze InhAl naruSuje hematoencefalickou bariéru, zpusobuje degradaci
hemoglobinu a narusuje koagula¢ni systémy (Mukherjee et al. 2011).

InhA1 je sekretovan do extracelularniho media a je také soucasti hlavni proteinové
slozky exosporia u spor, kterd mtze hrat roli v bakterialni rezistenci vici hostiteli (Charlton
et al. 1999). Pfesna role tohoto proteinu a mechanizmus rezistence je tteba jesté objasnit. Kromé
toho, B. thuringiensis a B. cereus produkuji alespon dvé dalsi metaloproteazy patiici do rodiny
InhA, InhA2 a InhA3. Tyto metaloprotedzy sdileji vice nez 66 % identity a jsou povazovany za
dilezité virulentni faktory, které mohou bakteriim umoznit ochranu proti hostitelskému
imunitnimu systému (Guillemet et al. 2010).

3.2.3.2 Toxiny B. anthracis

Virulence B. anthracis u zvitat i lidi zavisi na dvou hlavnich virulentnich faktorech,
které jsou kodované na dvou velkych plazmidech. Prvnim plazmidem je pXO1, ktery koduje
geny pro komplex letdlnich toxini, a druhym plazmidem je pXO2, ktery koduje geny pro
kapsulu sloZenou z poly-y-d-glutamové kyseliny (Keppie et al. 1963; Brézillon et al. 2015).
Kapsule hraje zasadni roli pti vzniku infekce, protoZe chrani bakterie pied fagocyt6zou
(Makino et al. 2002). Pro dosazeni virulence jsou oba dva plazmidy nezbytné. Podle Welkos
& Friedlander (1988) kmeny postradajici pXO2 plazmidy jsou 10°krat méné virulentni.

Historicky byly vSechny kmeny nesouci pXOl nebo pXO2 oznafovany jako
B. anthracis. Toto oznaceni se dnes ale ukazuje byt spekulativnim (Brézillon et al. 2015). Byly
identifikovany kmeny B. cereus, které produkuji obdobné toxiny jako B. anthracis a které byly
shledany jako etiologické agens koznich a respiratornich infekci podobajicich se antraxu.
(Hoffmaster et al. 2004).
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3.3 Antimikrobialni aktivita

Patogenni mikroorganizmy, jako jsou B. cereus, Listeria monocytogenes
a Staphylococcus spp. zptisobuji v potravinaiském a hospodarském primyslu velké problémy.
K eliminaci téchto patogenti se uz nékolik desitek let pouzivaji antibiotika na bazi penicilinu.
Opakované pouzivani a zneuZzivani antibiotik zptisobilo vznik organizml odolnych vi¢i jejich
pusobeni (Thomson & Bonomo 2005). Proto je pfedmétem zajmu vyvoj ucinnéjSich
antimikrobialnich slou¢enin. Antimikrobidlni peptidy (AMP) produkované potravinaisky
vyznamnymi bakteriemi mohou pfedstavovat velkou piilezitost pro primyslové vyuZziti.
V soucasné dobé se za bezpené povazuji bakterie mlécného kvaseni (BMK), které jsou
vyuzivany pfi vyrobé fermentovanych potravin, jako jsou jogurty ¢i syry. Nékteré jejich kmeny
produkuji bakteriociny (ribozomalné syntetizované AMP), které ptisobi jako pfirodni
konzervacni latky a jsou legislativné povoleny. NejvyznamnéjSim bakteriocinem je nisin
s oznacenim E234, ktery produkuji bakterie Lactococcus lactis. Nicméné, antimikrobialni
aktivita bakterii z rodu Bacillus vykazuje v mnoha piipadech vyssi uc¢innost a lepsi vlastnosti
nez nisin. Studium bakteriocinti rodu Bacillus ma tudiz vysoky potencial, ktery mtize ptinést
ucinnéjsi a biologicky bezpecné antimikrobialni slouceniny (Lee & Kim 2011).

Zastupci rodu Bacillus produkuji Sirokou S$kalu antimikrobidlnich latek, vcetné
peptidovych a lipopeptidovych antibiotik a bakteriocinti. Produkuji také mnoho
nemodifikovanych bakteriocintl, z nichz se nékteré podobaji pediocinu (produkt BMK rodu
Pediococcus), a jiné vykazuji zcela nové peptidové sekvence (Abriouel et al. 2011).

Antimikrobialni peptidy

Antimikrobialni peptidy byly nalezeny ve vétSin€ Zivych organizmi — prokaryota,
rostliny a zvitrata v¢etné obratlovcil a bezobratlych (Tossi et al. 2000). Schopnost produkovat
antimikrobialni peptidy je také Siroce rozsifena mezi grampozitivnimi bakteriemi. Tyto latky
maji rozmanité chemické struktury a hraji zasadni roli v pfirozené imunité (Zasloff 2002). Jsou
sméfovany proti konkurenénim mikroorganizmlim, a tim vytvareji selektivni vyhodu pro své
producenty, aby piezily v omezenych vyzivovych podminkach (Shai 2002; Papagianni 2003;
Lee & Kim 2011). Antimikrobialni peptidy dosahuji vysoké urovné antimikrobidlni aktivity
proti Siroké Skale patogennich mikroorganizmt. Tyto peptidy lze rozdélit do dvou skupin na
zakladé toho, zda jsou syntetizovany ribozomalné (bakteriociny), nebo neribozomalné
(polymyxiny a ituriny) (Lee & Kim 2011). Bakteriociny vykazuji relativné uzky rozsah
antimikrobidlni aktivity, inhibuji zejména uzce ptibuzné bakterie (Nissen-Meyer & Nes 1997),
zatimco neribozomalné syntetizované peptidy vykazuji SirSi spektrum pisobeni, a kromé
bakterii inhibuji také houby (Maget-Dana & Peypoux 1994).

Antimikrobidlni peptidy jsou v posledni dobé hojné¢ zkoumany, mohou mit velky
potencidl ve vyuziti v potravinaiském, zeméd€lském a farmaceutickém primyslu. SlouZzit
mohou ke kontrole nebo k prevenci vii¢i patogennim mikroorganizmum (Lee & Kim 2011).
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3.3.1 Bakteriociny

Bakterialni antimikrobidlni peptidy syntetizované ribozomalné se béZné oznacuji jako
bakteriociny (Riley & Wertz 2002). Vykazuji vysoky stupen cilové specifity proti ptibuznym
bakteriim, atkoli mnoho z nich ma Sirsi spektrum aktivity (Jack et al. 1995). Bakteriociny jsou
obecné povazovany za bezpecné, a proto byly také nejvice zkoumadny. Jelikoz se jedna
0 proteiny, ptredpoklada se, Ze v gastrointestinalnim traktu lidi degraduji, a proto by mohly byt
pouzity jako piirodni konzervaéni latky v potravinach bez vlivu na mikrobiotu konzumenta
(Cleveland et al. 2001; Parisot et al. 2008).

Bakteriociny jsou na zakladé svych genetickych a biochemickych vlastnosti rozdéleny
do tii téid. Bakteriociny I. tfidy jsou malé (3-10 kDa) kationtové, amfifilni, membranov¢ aktivni
peptidy. Obvykle sestavaji z 19-50 aminokyselin a podstupuji znaénym posttranslaénim
modifikacim (Willey & van der Donk 2007). Vznikaji tak nestandardni aminokyseliny, napf.
lanthionin, B-methyllanthionin, dehydrobutyrin, dehydroalanin a labyrinthin (Parada et al.
2007). Dale se bakteriociny 1. téidy déli do téi podskupin na zakladé jejich biosyntetickych
enzymu (Knerr & van der Donk 2012). Tt¥ida Ia zahrnuje lantibiotika, Ib: labyrinthopeptiny
a tfida Ic: sanctibiotika (Cuozzo & Sesma 2001; Abriouel et al. 2011; de la Fuente-Salcido et
al. 2013). Nejznamé;jsi je tiida Ia, lantibiotika. Mnoho lantibiotik vykazuje Sirokospektralni
antimikrobidlni aktivitu proti klinickym gram-pozitivnim patogeniim, vcetné¢ kment
rezistentnich vuéi 1é¢iviim, a jsou proti témto bakteriim Klinicky aplikovany (Dischinger et al.
2014; Sandiford 2014).

Bakteriociny II. tfidy modifikované aminokyseliny neobsahuji. Jsou to mal¢, tepelné
stabilni peptidy, které mohou byt rozdéleny do ¢tyt podskupin: I1a— pediocin-like bakteriociny,
Ilb — nemodifikované dvoupeptidové bakteriociny, Ilc — cirkularni bakteriociny a IId —
nemodifikované linearni bakteriociny, non-pediocin-like (Belguesmia et al. 2011). V této
skupin€ jsou nejvyznamnéjsi pediocin-like bakteriociny ze tfidy Ila. Bakteriociny III. tfidy jsou
tepelné labilni proteiny s vysokou molekulovou hmostnosti (> 30 kDa), které nejsou jesté
dostatecné probadany (Lee & Kim 2011; Kumariya et al. 2019).

Vétsina bakteriocinti nalezenych u rodu Bacillus se tadi do Ia podskupiny lantibiotik
(Lee & Kim 2011). Lantibiotika patii mezi nejlépe charakterizované antimikrobidlni peptidy.
Mnoho dalSich antimikrobialnich latek, které nebyly uplné charakterizovany, je ozna¢ovano
jako inhibi¢ni latky podobné bakteriocinim (bacteriocin-like inhibitory substances BLIS).
Tento termin se také pouziva, pokud nebyla prokdzana peptidovd povaha antimikrobidlni
slouCeniny (Abriouel et al. 2011). Mezi nejznaméjsi bakteriociny z rodu Bacillus fadime
subtilin (Parisot et al. 2008) a subtilosin A (Nakano et al. 2000), které produkuje B. subtilis.

U skupiny B. cereus byly identifikovany a popsany bakteriociny hlavné u kment
B. cereus sensu stricto a u B. thuringiensis. U téchto dvou druhd bylo vyhlaseno vice nez
20 bakteriocini (Abriouel et al. 2011; de la Fuente-Salcido et al. 2013) mezi nejprobadané;si
patfi: thuricin (Xin et al. 2015b), ticin (Xin et al. 2015a), thusin (Xin et al. 2016), cerecidin
(Wang et al. 2014) a cerein (Oscariz et al. 2006). Jsou aktivni proti blizce ptibuznym bacilim,
napiiklad proti samotnému B. cereus (Rea et al. 2010). U B. pseudomycoides byl indentifikovan
bakteriocin pseudomycoicidin (Basi-Chipalu et al. 2015). Rada bakteriocint ale také vykazuje
antimikrobialni aktivitu proti riznym patogennim mikroorganizmtiim a ptivodctim kazeni
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potravin (Ahern et al. 2003; Chehimi et al. 2007; Sebei et al. 2007; Lee et al. 2009). Ve skupiné
B. cereus byly dosud zaznamenany spiSe nemodifikované bakteriociny (de la Fuente-Salcido et
al. 2013).

3.3.1.1 Thuricin

Thuricin CD, dvoupeptidovy bakteriocin skladajici se z Trn-a a Trn-3, je antibakterialné
aktivni vaci Clostridium difficile a Listeria monocytogenes (Rea et al. 2010). Kmeny
B. thuringiensis T01001 a BMB1661 produkuji dva typy thuricinu: thuricin 4A-4 a jeho derivat
thuricin 4A-4D, které jsou aktivni vici grampozitivnim bakteriim vcetné B. cereus sensu
stricto, B. thuringiensis, B. subtilis, B. pumilus, Enterococcus faecalis, Mircobacterium,
Paenibacillus, Staphylococcus aureus a Staphylococcus sciuri. Dokaze inhibovat i kli¢eni spor
u rodu Bacillus. Antimikrobialni aktivita thuricinu 4A-4 je u vSech zminovanych bakterii vyssi
nez u thuricinu 4A-4D (Xin et al. 2015b).

3.3.1.2 Ticiny

Ticiny Al, A3 a A4 byly objeveny u B. thuringiensis BMB3201 jako zastupci
bakteriocinil tiidy Ib. Jsou unikatni pro svou velkou termostabilitu, 121 °C po dobu 30 min
a toleranci pH v rozmezi od 2,0 do 9,0. Jejich antimikrobialni aktivita byla pozorovana proti
dvou patogentim vyskytujicim se nejcastéji v potravinach, B. cereus a L. monocytogenes.
Aktivita ticinu byla u téchto dvou indikatorti vyssi nez aktivita nisinu. U ticinu A4 se aktivita
projevila také proti B. amyloliquefaciens, B. firmus, B. thuringiensis, B. subtilis, B. pumilus,
Enterococcus faecalis, Microbacterium, Paenibacillus, Staphylococcus aureus, and
Staphylococcus sciuri (Xin et al. 2015a).

3.3.1.3 Thusin

B. thuringiensis (kmen BGSC 4BT1) produkuje dvouslozkové lantibiotikum zvané
thusin. Dvé slozky Thsa a ThsP pasobi synergicky proti velkému mnozstvi grampozitivnich
bakterii v¢etn¢ B. cereus, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
sciuri, Enterococcus faecalis a Streptococcus pneumoniae. Dokaze také zabranit ristu spor
u B. cereus. Nejvyssi aktivita byla dosaZena pti poméru obou slozek Thso a Thsp 1:1. Pfi
srovnani aktivity thusinu, thuricinu 4A-4 a ticinu, proti vySe zminénym grampozitivnim
bakteridlnim patogeniim, se u thusinu prokdzala vyss$i aktivita proti vSem testovanym
indikatorim, a proto ma velky potencidl stat se soucasti 1éCiv. To poukazuje na fakt, ze
dvouslozkova lantibiotika jsou vice efektivni nez jednoslozkova. Vyhodou thusinu je také
vysoka stabilita, kterd byla pozorovana pti rozmezi hodnot pH 2,0 - 9,0 a pfti teploté 100 °C po
dobu 30 min (Xin et al. 2016).

3.3.1.4 Cerecidin

V genomu nekterych kmenti B. cereus sensu stricto byly nalezeny geny pro bakteriocin
cerecidin fadici se do bakteriocint II. tfidy. Po jeho umélé syntéze se jeho aktivita prokazala
proti Sirokému spektru grampozitivnich bakterii véetné Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis a Streptomyces. (Wang et al. 2014).
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3.3.1.5 Cereiny

Cerein 7A a cerein 7B jsou peptidické bakteriociny produkované kmenem B. cereus
Bc7 (CECT 5148) na konci exponencialniho riistu. Oba bakteriociny piisobi nezavisle na sob¢,
nemaji synergicky tc¢inek. Maji Siroké spektrum antibakterialni aktivity proti grampozitivnim
bakteriim. Proti gramnegativnim bakteriim jsou neaktivni. Jsou to tepelné stabilni proteiny,
jejichz aktivita pfeziva oSetteni i pti 100 °C po dobu 15 min. Jsou také stabilni v Sirokém rozpéti
pH a pod vlivem organickych rozpoustédel nepodléhaji ireverzibilni denaturaci. Klasifikovany
jsou do Il. skupiny bakteriocinii (Oscariz & Pisabarro 2000; Oscariz et al. 2006).

Cerein 8A je produkovan ptdni bakterii B. cereus 8 A. Pusobi baktericidné proti Listeria
monocytogenes a Bacillus cereus sensu stricto, a bakteriostaticky proti Escherichia coli
a Salmonella enteritidis (Bizani et al. 2005).

3.3.1.6 Pseudomycoicidin

Bakteriocin patfici do podskupiny lantibiotik, Pseoudomyecoicidin, byl objeven u kmene
B. pseoudomycoides DSM 12442. Pomoci heterologni exprese byl vlozen také do Escherichia
coli. Struktura peptidu nebyla zcela objasnéna, ale je znamo, Ze ma alesponl jeden thioester.
Diky tomu je tento peptid rezistentni viéi trypsinu a jinym proteazdm a nedochazi k jeho
degradaci pfi prichodu travicim traktem. Jeho antimikrobialni aktivita je zaméiena proti
grampozitivnim bakteriim (Basi-Chipalu et al. 2015).

3.3.2 Antibiotika

Antibiotika jsou nizkomolekularni latky, které nejsou syntetizovany ribozomalné ale
pomoci multienzymovych komplexti (Hancock & Chapple 1999). Rod Bacillus produkuje
velké mnozstvi antibiotickych latek, mezi nejzndméjsi patii polymyxiny, produkované
Paenibacillus polymyxa (diive Bacillus polymyxa), ale fadime mezi n¢ také skupiny: tenziny,
ituriny a fengyciny (Jacques 2011). Mezi nejprobadangjsi antibiotika, které produkuji bakterie
skupiny B. cereus patfi: kanosamin, zwittermicin A a kurstakiny.

3.3.2.1 Kurstakiny

V roce 2000 byla objevena nova skupina antibiotik, kurstakiny, které produkuje
B. thuringiensis a dalsi druhy skupiny B. cereus, kromé& B. anthracis a B. cytotoxicus.
Kurstakiny jsou lipoheptapeptidy pusobici proti plisnim, konkrétné proti Stachybotrys
charatum (Béchet et al. 2012).

3.3.2.2 Kanosamin

Kanosamin, miize byt oznacovan také jako antibiotikum B, byl nalezen u kmene
B. cereus UWS8S5. Toto antibiotikum bylo identifikovano jako 3-amino-3deoxy-D-glukoza.
Biologicka aktivita kanosaminu byla pozorovana zejména u rostlin, u kterych dokazal inhibovat
rist patogennich bakterii a hub. Jako senzitivni se ukazaly oomycety Phytophthora
medicaginis, Aphanomyces euteiches, Pythium aphanidermatum, Pythium torulosum, nékteré

27



askomycety, bazidiomycety a bakterie Lactobacillus acidophilus, Staphylococcus aureus
a Erwinia herbicola (Milner et al. 1996).

3.3.2.3 Zwittermicin A

Zwittermicin A je aminopolyolové antibiotikum produkované kmeny B. cereus UW85
a B. cereus AH1134 a nejspiSe 1 n¢kolika dal§imi kmeny. Jeho chemickou strukturu tvori
aminokyselinové, ethanoaminové a glykolové skupiny. Biologick4 aktivita je rliznoroda,
pusobi jak proti grampozitivnim, tak proti gramnegativnim bakteriim, dokaze potlacit
onemocnéni rostlin zptisobené protisty, inhibuje rust plisni i bakterii a podporuje insekticidni
ucinky B. thuringiensis (Kevany et al. 2009).

3.3.3 Insekticidni aktivita

Ekologické mikrobialni insekticidy jsou vhodnou alternativou chemickych pesticidd,
které maji za cil hromadnou kontrolu ni¢ivych $kidct rostlin. Velkou roli na trhu
s bioinsekticidy hraje B. thuringiensis (Lacey et al. 2015).

Princip spociva v produkei parasporalnich krystalickych proteint oznacovanych jako Cry
proteiny nebo d-endotoxiny, které jsou kodovany plazmidem a vyuzivaji se pro
mikrobiologickou kontrolu hmyzich larev (Lechner et al. 1998; Nakamura 1998). Cry proteiny
jsou toxické pro Sirokou Skalu hmyzich skudct, jako jsou Lepidoptera, Coleoptera a Diptera
(Salehi Jouzani et al. 2008). Avsak ne u v§ech bakterii B. thuringiensis mohou byt tyto proteiny
aktivni (Ehling-Schulz et al. 2019). Cry geny se ¢asto nachazeji v blizkosti nékterych genovych
sekvenci, napt IS231 a 1S232, a mize zde dochazet k horizontadlnimu genovému pienosu, coz
vede k velké rozmanitosti a mnohocCetnosti geni (Mahillon et al. 1994). V roce 1977 byl
objeven poddruh B. thuringiensis subsp. israelensis, ktery ptisobi proti komarim (Goldberg &
Margalit 1977).

Pusobnost biopesticidi na bazi B. thuringiensis je specificka, a proto jsou jeho nepiiznivé
ucinky na necilové organizmy velmi omezené. Produkce i1 jeho aplikace jsou jednoduché
a levné. Diky témto vlastnostem se biopesticidy obsahujici B. thuringiensis staly velice Gispésné
(Lacey et al. 2015; Jain et al. 2016). Tvofi priblizné¢ 75 % svétového trhu s bioinsekticidy, coz
predstavuje asi 4 % globalnich insekticidi (Sanchis 2011). Mimo to se cry geny zacaly vyuzivat
Vv rostlinném genetickém inZenyrstvi k tomu, aby plodiny byly viéi riznym Skiidcim samy
odolné (Melo et al. 2016).

Testovani komer¢nich insekticidii na bazi B. thuringiensis (Bactimos, DiPel, Florbac
FC, Foray 48B, Novodor FC, Turex, VecTobac, XenTari) ukdzalo, Ze v t€chto kmenech jsou
pritomny enterotoxiny. Fletcher & Logan (1999) a Tayabali & Seligy (2000) zjistili, ze kmeny
B. thuringiensis byly pozitivni na Nhe enterotoxin a vykazovaly cytotoxicky ucinek.
Frederiksen et al. (2006) a Hendriksen & Hansen (2006) ve svych studiich naznacuji, ze kmeny
zpusobujici otravu by mohly byt zbytky biopesticidi aplikovanych v terénu, nebylo to vSak
prokazano.

Kromé¢ Cry proteinti byly objeveny také insekticidni Cyt proteiny a vegetativni
insekticidni proteiny (Vis, produkované béhem vegetativni faze). Diky nim se muze
insekticidni aktivita rozsifit také na roztoCe a hlistice (Abdelmalek et al. 2015).
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3.3.4 Bunééna komunikace

3.3.4.1 Quorum sensing

Pro vzajemnou komunikaci bakterie syntetizuji, vylucuji a akumuluji malé difuzni
signdlni molekuly, zndmé jako autoinduktory. Detekce téchto autoinduktor zévisi na jejich
prahové koncentraci (quora). Koncentrace se zvySuje s riistem populace bakterii. Protoze je
tento jev zavisly na bunécné hustoté, byl oznacen jako quorum sensning (QS). Jakmile je
dosazeno kritické koncentrace, je vyslana koordinovana odpovéd’ v celé bakterialni populaci.
QS je tedy dilezity pro autonomii bakterii, protoze jim umoznuje provadeét kolektivni chovani.
To jim déava vétsi Sanci na spéSné pisobeni v prostiedi (Kareb & Aider 2019).

Tato komunikace umoznuje bakteriim regulovat mnoho fyziologickych funkci jako jsou
virulence, bioluminiscence, horizontalni pfenos DNA, syntéza antibiotik a bakteriocini,
schopnost odolavat kyselému prosttedi v zaludku, produkce sekundarnich metabolitl a tvorba
biofilmu (Di Cagno et al. 2011; Skandamis & Nychas 2012). Po dosazeni kritické koncentrace
se signalni molekuly navazuji na receptory uvniti bakterialnich bungk, a tak dojde k jejich
aktivaci. Tyto receptory nasledné mohou zménit expresi genu, aby aktivovaly chovani, které je
prospésné za konkrétnich vyskytujicich se podminek (Fuqua &Winans 1996; Bassler & Losick
2006; Antunes & Ferreira 2009).

U bakterii byly popsany tii nejvice studované typy signalnich molekul zapojené do
tohoto jevu. Prvni jsou Acyl-homoserinové laktony (AHL), molekuly pouzivané
gramnegativnimi bakteriemi. Dal$i jsou autoindukéni peptidy (AIP), malé oligopeptidy
pouzivané grampozitivnimi bakteriemi (Di Cagno et al. 2011). Ob¢ tyto molekuly jsou zapojené
predevsim do vnitrodruhovych komunikac¢nich jevii. Ovliviuji naptiklad produkcei antibiotik,
tvorbu biofilmu, fixaci dusiku, konjugaci atd. (Kalia & Purohit 2008; Verma et al. 2010). Tretim
autoinduktorem je Autoinducer-2 (Al-2), slou¢enina na bazi cyklickych furanonu, ktera je
povazovana za univerzalni druhovy signal (Roy et al. 2011). B. cereus sensu stricto dokaze
Al-2 rozpoznat i produkovat (Auger et al. 2006).

U grampozitivnich bakterii zavisi komunikace mezi bunkami pfedev§im na
cytoplazmatickych senzorech regulovanych signalnimi AIP. Byly mezi né zafazeny peptidy
Rap, NrpR a PIcR souhrnné oznacované jako RNPP (Declereck et al. 2007). Regulatory NprR
a PICR jsou transkrip¢ni faktory, které piimo reguluji genovou expresi. PIcR hraje dalezitou
ulohu v metabolismu cysteinu a v odolnosti vic¢i oxida¢nimu stresu. Regulator NprR fidi
nekrotrofni vlastnosti, které umoznuji bakteriim ptezit v infikovaném hostiteli. Proteiny Rap
negativné ovliviiyji sporulaci (Slamti et al. 2014). PIcR je hlavnim transkripénim regulatorem
virulence u B. thuringiensis, a B. cereus. PapR je heptapeptid sekterovany B. cereus, ktery
aktivuje PICR. Soucasti tohoto systému jsou regulony, které obsahuji n¢kolik extracelularnich
virulentnich faktord véetné Hbl, Nhe, CytK a degradacnich enzymi (fosfolipazy a proteazy)
(Gohar et al. 2002; Huillet et al. 2016). PIcR u B. cereus a B. thuringiensis kontroluje ptiblizné
45 gent (Gohar et al. 2008).

Oportunni bakterie jsou schopny zakddovat komunika¢ni signaly QS a pouzit informace
pro svuj vlastni prospéch. Tato interference je definovana antagonistickym mechanizmem
zvanym quorum quenching (Brackman & Coenye 2015)
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3.3.4.2 Quorum quenching

Quorum quenching (QQ) oznacuje vSechny procesy podilejici se na naruseni QS (Dong
et al. 2001). QQ zpusobuji molekuly rizné povahy (enzymy, chemické slouceniny) s riznym
zptisobem pusobeni ($tépeni signalu QS, kompetitivni inhibice atd.). Enzymy, které inaktivuji
signaly QS, se obvykle nazyvaji enzymy QQ, zatimco chemické latky naruSujici drahy QS se
nazyvaji inhibitory QS (QSI). Mezi nejznaméjsi QSI patii AHL laktonaza, dikladné studovana
i u bakterii skupiny B. cereus. NaruSeni QS ovliviiuji také fyzikalni parametry jako jsou teplota
a pH (Delalande et al. 2005). Mechanizmus QQ muze pusobit tak, ze blokuje generovani
specifickych molekul, narusuje tok vymény nebo zplsobuje degradaci signdlnich molekul
(Di Cagno et al. 2011). V této souvislosti jsou nejvyznamnéjsi enzymy schopné degradovat
AHL napft. jiz zmintiovand AHL laktondza (Chen et al. 2013).

Rozséhlé pouZivani antibiotik a chemickych 1é¢iv ke kontrole patogennich bakterii
vedlo ke vzniku mikroorganismi, které¢ zacaly byt rezistentni vici 1éklim, a k hromadéni
chemikalii v potravinovém fetézci (Chen et al. 2010). V dobé&, kdy zacina byt obtizné 1écit
bakterialni infekce konven¢nimi antibiotiky, je tieba zacit hledat zptisob, jak zmirnit patogenitu
téchto bakterii. QQ je povazovan za piirozeny mechanizmus, ktery probihd mezi
mikroorganizmy. Tento mechanizmus ma potencial ve vyvoji antibakterialnich
a protinadorovych strategii v medicin€, zemedélstvi a vodnim inZenyrstvi (Grandclément et al.
2016) a nabizi nové zpiisoby konzervace ¢i ochrany potravin (Skandamis & Nychas 2012). QQ
mohou zamezit patogennim mikroorganizmim vytvafet biofilm, ¢i exprimovat faktory
virulence. Ptiblizné 65 % infekénich onemocnéni je zplsobeno bakteriemi, které rychle
expanduji vytvafenim biofilmt. Bakterie v biofilmu jsou odolnéj$i vii¢i antibiotikiim (Koch &
Heiby 2000). Velkou vyhodou je minimélni moznost vzniku rezistence vuci QQ strategii.
Predpoklada se, ze QQ strategie vyviji na patogena omezeny selektivni tlak, a tim rozvoj
rezistence minimalizuje (Rasko & Sperandio 2010).

3.3.4.3 AHL laktonaza

AHL laktonaza je enzym, ktery dokaze narusit N-Acyl-homoserinové laktony (AHL),
otevienim laktonového kruhu (Cao & Meighen 1989). Tyto enzymy byly kromé rodu Bacillus
nalezeny také u Agrobacterium, Arthrobacter ¢i Klebsiella (Dong et al. 2007; Chan et al. 2010;
Chu et al. 2010; Kalia et al. 2011). Z piiblizné 100 dostupnych sekvenci genu kodujicich AHL-
laktonazu, bylo 88 ziskano ze zastupct rodu Bacillus, 10 z rodu Acinetobacter a po jednom
z druhd Acidobacteria, Agrobacterium, Streptomyces, Klebsiella a Pseudomonas (Reimmann
et al. 2002; Park et al. 2005; Riaz et al. 2008; Kalia & Purohit 2011).
+Rod Bacillus je idealnim nosic¢em téchto inhibitortl. Inhibice AHL byla popsana u druht B.
thuringiensis, B. cereus a B. mycoides. U B. anthracis byl nalezen podobny gen, ve kterém je
81 % nukleotidi shodnych s genem kdodujicim AHL laktonazu. Je tedy mozné, ze B. anthracis
ma podobny enzym inhibujici AHL (Dong et al. 2002).

V ptirodé je QS primarné strategie pieziti, kdy bakterie soutéZi o omezené zdroje vyZivy
a projevuje svij obranny mechanizmus proti konkurentlim. Potencial QSI narusit strukturu
biofilmu a zvysit tak citlivost na antibiotika oteviela novou formu pro t¢innou kontrolu téchto
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bakterialnich infekci (Dong et al. 2000; Lin et al. 2003; Ueda & Wood 2009; Cai et al. 2011;
Kalia & Purohit 2011). Bacillus ma schopnost produkovat laktonazu proti Siroké Skale QS
systému zavislych na AHL (Huma et al. 2011).

3.4 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je béZzna laboratorni technika vyuzivana k syntéze
urc¢itého fragmentu DNA. Tuto metodu vynalezl v roce 1983 americky chemik Kary Mullis
a vroce 1993 za ni obdrzel Nobelovu cenu. Diky objevu PCR se rapidné urychlilo studium
genu a genomu (McPherson & Mpgller 2006). Typickym cilem PCR je vytvofit dostatek kopii
cilové oblasti DNA, aby mohla byt nasledn€¢ analyzovéana jinym zplsobem (sekvenovani,
vizualizace gelovou elektroforézou, klonovéni). Replikace DNA vyzaduje enzym DNA
polymerazu, ktera dokaze zaclenit volné nukleotidy do fetézce a tim syntetizovat nova vlakna
DNA. DNA polymeraza typicky pouzivand v PCR se nazyva Taq polymeraza, kterd ma pro
PCR jednu kli¢ovou vlastnost, extrémni odolnost vii¢i vysokym teplotam. Pojmenovana byla
podle termofilni bakterie, ze které byla izolovana (Thermus aquaticus) (Reece et al. 2012).

Pro reakci jsou dale nezbytné dva tzv. primery, které piedstavuji vychozi (Forward)
a kone¢ny (Reverse) bod pro syntézu DNA a lemuji tak cilovou ¢ast DNA, ktera je kopirovana.
Primery jsou kratké useky jednovlaknové DNA (oligonukleotidy), obvykle dlouhé kolem 20
nukleotidii. Tato sekvence uréuje misto, kde se primery navdzou na zaklad¢ komplementarniho
parovani bazi a ohranici tak cilovou oblast (McPherson & Maller 2006).

Pro PCR reakci jsou nezbytné: primery, Taq polymeraza, templatova DNA, nukleotidy
(stavebni bloky DNA) pufr a ionty hot¢iku. SloZky jsou smichany do zkumavky a podrobeny
opakovanym cykliim zahtivani a ochlazovani, které umoznuji syntetizovat DNA.

Faze PCR
1. Denaturace (denaturation): probiha za vysoké teploty kolem 95 °C, dochazi k odd¢€leni
(denaturaci) fetézce DNA. Vysledkem jsou jednovlaknové Sablony pro dalsi krok.
2. Hybridizace (annealing): Dochdzi k ochlazeni reakce na teplotu 55-65 °C. Primery se
navazou na své komplementarni sekvence.
3. Elongace (extenze): teplota je opét mirné zvySena na 68-72 °C, Taq polymeraza
prodluzuje vlakno primert a syntetizuje tak novy fetézec DNA.

Tento cyklus se 25-35krat opakuje. Celkové pak PCR reakce mizu trvat 2-4 hodiny,
Vv zavislosti na délce kopirované oblasti DNA. Teplotni cyklus je zndzornén na Obrazku €. 3.
Pokud je reakce Ui€inna, mize vzniknout i n€kolik miliard kopii cilového segmentu. Pfi kopiich
se nepouziva pouze zakladni ¢ast DNA, ale nové vytvorené DNA behem reakce slouzi také
jako Sablona. Pocet nové vytvofenych vlaken tak roste exponencialné (Reece at al. 2014).
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Obrazek €. 3: Znazornéni teplotniho cyklu béhem PCR. Proces je zahdjen pocatecni denaturaci
a nasleduje série opakujicich se cykla teplot od denaturace dvouvlaknovych molekul (D)
nasledované naseddnim primert na templat (A) az po syntézu nové DNA v oblasti ohranicené
primery (S) (upraveno podle McPherson & Maller 2006).

PCR ma Siroké uplatnéni a jednim z Castych vyuZiti je detekce genti, které koduji faktory
virulence. PCR neodhaluje skute¢ny patogenni potencial kmenti, protoze exprese gend mize
byt bud’ inhibovana, nebo mize byt zavisla na vnéjSich faktorech. Nicméné je uzite¢nym
nastrojem vypovidajicim o distribuci téchto gent. V potravinovych matricich se n¢kdy
nachazeji inhibitory, které detekci na bazi PCR brani, proto je lepsi bakteridlni buiiky pied
analyzou separovat (Bhunia 2018).

32



4 Metodika

Prakticka c¢ast diplomové prace je zaméfena na biologickou aktivitu bakterii skupiny
B. cereus. Testovana byla hemolytickd, lecitindzova a antimikrobialni aktivita. Pomoci PCR
byla sledovéana ptitomnost toxinovych gend.

Testované kmeny

Seznam testovanych kment bakterii skupiny B. cereus je uveden v Tabulce ¢: 1, vCetné
jejich oznaceni a puvodu. VSechny kmeny byly izolovany z potravin nebo krmiv, jeden byl
izolovan ze vzduchu. Pouzity byly také sbirkové kmeny. Identifikovany byly pomoci
hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF. Jedna se o pfedbéznou identifikaci, metoda nema
dostate¢nou diskrimina¢ni schopnost k pfesnému rozliSeni jednotlivych druhti v rdmci skupiny.

Pro testovani antimikrobialni aktivity byly jako indikatory pouzity patogenni
mikroorganizmy, tcastnici se také na kaZeni potravin a krmiv, Listeria monocytogenes,
Clostridium perfringens a B. cereus. Jedna se o sbirkové kmeny, které jsou také uvedeny
v Tabulce ¢. 1.
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Tabulka €. 1: Seznam testovanych kment, jejich oznaceni a ptivod.

Oznaceni kmene Identifikace MALDI-TOF Puvod
1CP B. cereus psi granule
1CPO, B. cereus psi granule
2CP B. cereus psi granule
2CPO; B. cereus psi granule
3CP B. cereus psi granule
3CPO, B. cereus psi granule
4CP B. cereus psi granule
4CPO; B. cereus psi granule
5CP B. cereus psi granule
5CPO, B. cereus psi granule
6CP B. cereus psi granule
6CPO; B. cereus psi granule
oCP B. cereus losos suseny
9CPO; B. thuringiensis losos suseny
10CP B. cereus losos suseny
10CPO; B. cereus losos suseny
11CP B. cereus suSeny kufeci pafat
12CP B. cereus suSeny kufeci parat
12CPO; B. cereus suseny kufeci parat
113 Al B. cereus travici trakt véely medonosné
1/3 A2 B. cereus travici trakt véely medonosné
1/3 B1 B. thuringiensis travici trakt v¢éely medonosné
RM 1/1 B. mycoides/ thuringiensis riccota
RM 1/2 B. mycoides/ thuringiensis riccota
A72b B. cereus vzduch
MEDP1/1 B. cereus med pastovany
2/2D B. cereus kakaové boby
1lvz. M1 B. cereus kakaové boby
CCM 2010 B. cereus sbirkovy kmen
ATCC 7644 Listeria monocytogenes sbirkovy kmen
DSMZ 11778 Clostridium perfringens sbirkovy kmen

CCM — Ceska sbirka mikroorganizmé, ATCC — Americka sbirka typovych kultur,
DSMZ — Némecka sbirka pro mikroorganizmy a bunééné kultury

4.1 ZkousSka hemolytické a lecitinazové aktivity

Zkouska hemolytické a lecitindzové aktivity je kultivani agarova metoda, pii které se
aktivita projevuje tvorbou zony. Pro testovani byly pouzity Cerstveé narostlé kultury, kultivované
Vv trypton-sojovém bujonu (TSB) po dobu 24 h pfi teploté 30 °C, jejichz Cistota byla ovéfena
mikroskopicky (Nikon instrument 100).

Pro sledovani lecitinazové aktivity bylo pouzito médium Egg Yolk Agar Base (Himedia).
Médium bylo sterilovano v tlakovém hrnci po dobu 45 min a vytemperovéano na 50 °C ve vodni
lazni. Néasledné byla ptfiddna zloutkova emulze (100 ml/I). Médium bylo rozlito do sterilnich
Petriho misek a ponechdno zatuhnout. Na povrch zatuhlé agarové plotny byla sterilni
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mikrobiologickou klickou rozetfena Cerstvé narostla kultura. Nasledna kultivace probihala
anaerobné pii teplot¢ 30 °C po dobu 24 h. Lecitinazova aktivita se projevila tvorbou zony
precipitace v okoli kolonii.

Pro sledovani hemolytické aktivity bylo pfipraveno médium Columbia agar base (Oxoid).
Po 45 min sterilizaci v tlakovém hrnci a temperaci na 50 °C ve vodni lazni bylo ptidano 5 %
objemu defibrinované ov¢i krve. Médium bylo rozlito do sterilnich Petriho misek a ponechéno
zatuhnout. Na povrch agarové plotny byla sterilni mikrobiologickou klickou rozetiena Cerstvé
narostla bakterialni kultura a kultivace probihala se stejnych podminek jako je uvedeno vyse.
Hemolyticka aktivita se projevila tvorbou zon.

4.2 Stanoveni antimikrobialni aktivity

Stanoveni antimikrobidlni aktivity bylo uskute¢néno pomoci jamkové agarové difusni
metody.

Testované potencialné produkéni kmeny byly kultivovany v TSB po dobu 48 h pti teploté
30 °C v aerobnich podminkach a jejich Cistota byla ovéfena mikroskopicky (Nikon instrument
100). Po kultivaci byly bunky odstranény centrifugaci pti 14500 ot/min po dobu 5 min. Pro
testovani antimikrobidlni aktivity byl pouzit supernatant. Indikatorové kmeny byly kultivovany
za podminek uvedenych v Tabulce €. 2.

Médium vhodné pro dany indikatorovy kmen, bylo sterilizovano v tlakovém hrnci po
dobu 45 min a nasledné vytemperovano ve vodni lazni na teplotu 50 °C. Do sterilni Petriho
misky byl napipetovan 1 ml Cerstveé narostlé kultury indikatorového kmene a poté byl zalit 20ml
prislusného agaru (viz Tabulka ¢. 2) pomoci sklopné pipety. Krouzivymi pohyby byl
indikatorovy kmen promichéan s agarem, aby doslo k jeho rovnomérnému rozprostfeni, a smés
byla ponechana zatuhnout. Poté byly do agaru pomoci sterilniho korkovrtu vytvofeny jamky
S pravidelnymi rozestupy. Piebytecny agar uvnitf jamek byl vyjmut sterilni jehlou. Do jamek
bylo aplikovano 60 pl supernatantu testovanych kmentl. Kazdy kmen byl testovan ve tfech
opakovanich. Misky byly ulozeny do anaerostatu spole¢né s vyvijeCem anaerobni atmosféry
(AnaeroGen). Po dobu 4 hodin byly uchovavany v lednici, aby mohla probéhnout difuse
supernatantu do média. Nasledovala kultivace pfi optimalni teploté po dobu 24 h. Po inkubaci
bylo sledovano, zda byly vytvofeny inhibi¢ni zony. Hodnotil se primér inhibi¢nich zé6n v mm.

Tabulka €. 2: Pfehled pouzitych Zivnych ptd a podminek kultivace pro jednotlivé indikatorové
kmeny pfi testovani antimikrobidlni aktivity kment B. cereus.

Indikatorovy kmen Zivné médium Podminky kultivace
Listeria monocytogenes : o y o
ATCC 7644 Berinheart infusion agar anaerobn¢ 24 h 37°C
Bacillus cereus

Wilkins-Chalgren agar obohaceny o

CCM2010 ., . y o
Clostridium perfringens sojovy peptfxe(sngég,((lz}rﬁltﬁl)n (0,5 g/l)a | anaerobné 24 h 37°C
DSMZ 11778
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4.3 Stanoveni patogenniho profilu a potencialu QQ

Z vyse uvedenych bylo ndhodné vybrano 19 kment a testovano pro piitomnost gent,
kodujicich faktory virulence a enzym inhibujici QS.

Izolace DNA

Testované kmeny byly kultivovany v TSB po dobu 24 h pii teploté 30 °C v aerobnich
podminkach. Po uplynuti doby kultivace byl 1 ml kultury pieveden do sterilni mikrozkumavky
Eppendorf (objem 2 ml) a odstfedén v centrifuze pii 14500 ot/min po dobu 2 min. Vznikly
supernatant byl odstranén a pelet resuspendovan ve 100 pl PrepMan Ultra Sample Preparation
Reagent (Applied Biosystems). Smés byla nasledné inkubovana po dobu 10 min pf#i 100 °C. Po
zchlazeni na pokojovou teplotu po dobu 2 min doslo k opétovnému odstiedéni v centrifuze
(14500 ot/min po dobu 2 min). Do nové sterilni mikrozkumavky Eppendorf (objem 2 ml) bylo
prevedeno 80 ul supernatantu. Takto ptipravené bunécné lyzaty byly uchovavany v mraznicce
a pouzity pro PCR.

PCR

Metodou PCR byla studovana piitomnost gend kodujicich cereulid, hemolyzin BL,
nehemolyticky enterotoxin, cytotoxin K, cereolyzin O, hemolyzin 11, hemolyzin Ill, immune
inhibitor A, fosfolipazu PI-PLC, fosfolipazu PC-PLC a sfingomyelinazu. Dale byla sledovana
ptitomnost genu pro AHL lakton4dzu. Ptehled testovanych gent, pouzitych primert vcetné
sekvenci, pfedpokladana velikost PCR produktti a PCR programu jsou uvedeny v Tabulce ¢. 3.
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Tabulka €. 3: Piehled testovanych toxinovych gent B. cereus, véetné jejich nazvu, sekvence a
velikosti. Ke kazdému testovanému genu jsou uvedeny pouzité primery a PCR program.

Toxin Gen N_azev Sekvence (5' - 3") Velikost PCR
primeru produktu (bp) | program
CesF1 GGTGACACATTATCATATAAGGTG
Cereulid ces 1271 PCR 1a
CesR2 GTAAGCGAACCTGTCTGTAACAACA
HD2F GTA AAT TAI GAT GAI CAATTTC
Hemolyzin BL hbl 1091 PCR1
HA4R AGA ATA GGC ATT CAT AGATT
- NA2F AAG CIGCTC TTCGIATTC
Nehfm"tly“.‘:ky nhe 766 PCR1
enterotoxin NB1R ITI GTT GAA ATA AGC TGT GG
CKF2 ACAGATATCGGICAAAATGC
Cytotoxin K cytK 421 PCR1
CKR5 CAAGTIACTTGACCIGTTGC
CerOf GTATCTACTTGGAATSAAAAG
Cereolyzin O clo 659 PCR 6a
CerOr TAATCTGTATTGTTATGAAC
BcHIylI-S AGAAGGAGTGGCTGTCTGTA
Hemolyzin 11 hly 1l 535 PCR 3
BcHIyll-A TTCTTTCCAAGCAAAGCTAC
BCHEM 1 AATGACACGAATGACACAAT
Hemolyzin III hly 11 444 PCR 3
BCHEM 3 ACGATTATGAGCCATCCCAT
inhA2.1 CGCGGATCCCACCGATTTATCTG
Immune inhibitor A | inhA2 3087 PCR 6b
inhA2.2 CCGGAATTCCTTTCCCCACATAATTTG
. F?Stf%“lffiza ‘. phosC1 CGCTATCAAATGGACCATGG
osfati y.f'.”lcf',' o | phosc 569 PCR 3a
Specificka phosC2 GGACTATTCCATGCTGTACC
(Lecitinaza C, piplc)
. F?Sfféhféhzalj CERA1 ACTGAGTTAGAGAACGGTAT
0s at'fy cnolin= 1 cera 536 PCR 3a
preterujict CERA 2 CGCTTACCTGTCATTGGTGT
(Cereolysin A, pcpl)
Sfingomyeliniza CERB1 TCGTAGTAGTGGAAGCGAAT
Cereolysin B, Sph) cerd as7 PCR 3a
( ' CERB 2 AGTCGCTGTATGTCCAGTAT
AIF TAAATGTAAAGGTGGATACATAATGACAGT
AHL laktonaza aiiA 750 PCR 6¢
AIR AGCTCATGACTTTTTGCACTATATATA

Celkovy objem reakéni smési pro PCR ¢inil 25 pl a skladal se z 2 ul DNA, 1 ul forward
primeru (10 uM), 1 ul reverse primeru (10 uM), 12,5 pl DreamTaq green PCR master mixu
(Thermofisher) a 8,5 ul PCR vody (nuclease-free water, Thermo Fisher). PCR amplifikace
probéhla v automatickém termocykleru T100 (Bio-Rad). Teplotni podminky amplifikace pro
jednotlivé programy jsou uvedeny Vv Tabulce €. 4.
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Tabulka ¢&. 4: Programy pro PCR reakci vyuzité pro ur€eni pfitomnosti toxinovych gent
B. cereus. Kazdy program sestava ze tti zakladnich fazi opakujicich se 30krat za sebou. Témto
fazim predchazi pocate¢ni denaturace a uzavira je kone¢nd elongace. Podminky jednotlivych

tazi urcuje teplota uvedena ve °C a doba trvani.

Program Faze Teplota (°C) Cas Pocet cykla

Pocate¢ni denaturace 95 15 min 1x
Denaturace 95 30s

PCR 1 Hybridizace 49 30s 30 x
Elongace 72 1 min

Konec¢na elongace 72 2 min 1x

Pocate¢ni denaturace 95 3 min 1x
Denaturace 95 30s

PCR la Hybridizace 49 30s 30 x
Elongace 72 90s

Koneéna elongace 72 7 min 1x

Pocate¢ni denaturace 95 3 min 1x
Denaturace 94 15s

PCR 3 Hybridizace 55 45s 30 x
Elongace 72 2 min

Kone¢na elongace 72 2 min 1x

Pocate¢ni denaturace 95 3 min 1x
Denaturace 94 30s

PCR 3a Hybridizace 55 30s 30 x
Elongace 72 45s

Konec¢na elongace 72 2 min 1x

Pocate¢ni denaturace 95 3 min 1x
Denaturace 94 30s

PCR 6a Hybridizace 52 30s 30 x
Elongace 72 45s

Koneéna elongace 72 5 min 1x

Pocate¢ni denaturace 95 3 min 1x
Denaturace 94 30s

PCR 6b Hybridizace 55 45s 30 x
Elongace 72 1 min

Kone¢na elongace 72 5 min 1x

Pocate¢ni denaturace 95 3 min 1x
Denaturace 94 30s

PCR 6¢ Hybridizace 50 30s 30 x
Elongace 72 2 min

Konecna elongace 72 7 min 1x
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Separace a vizualizace

Pro vizualizaci PCR produktid byla pouZzita metoda elektroforézy. Pro separaci byl
pouzit 1% gel, ktery se skladal z 1 g agar6zy a 100 ml 0,75x TAE pufru (40 mM Tris, 20 mM
acetic acid, 1 mM EDTA, Fermentas). Gel byl rozvafen v mikrovinné troubé, chvili ponechan
pfi pokojové teploté zchladnout a nasledné bylo piidano 5 pl barviva GelRed™ (Biotium). Cela
smés byla nalita do formy s pfidanymi hiebeny pro vznik jamek a nechala se 20-30 minut
ztuhnout. Poté se forma vlozila do elektroforetické vany obsahujici 0,75x TAE pufr a byly
vyjmuty hiebeny. Do jamek bylo napipetovano 5 ul PCR produktu. Do prvni a posledni jamky
v fadé byl nanesen standard (podle velikosti o¢ekavanych fragmentt: GeneRuler Low Range
DNA Ladder nebo GeneRuler DNA Ladder Mix), pro pozdé&jsi odeéteni velikosti fragmentd.
Separace probihala pfi konstantnim napéti 130 V po dobu 60 min. Po uplynuti doby byly
fragmenty DNA vizualizovany pomoci UV transiluminatoru (Bio-Rad). Sledovana byla
ptitomnost a velikost vzniklych bandu, ktera byla odvozena od standardu.
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5 Vysledky

5.1 Zkouska hemolytické a lecitinazové aktivity

Hemolyticka aktivita byla hodnocena na zékladé¢ vzniku zoén v okoli kolonii: o —
hemolyticka aktivita, pii které neodchazi k Gplnému rozkladu hemoglobinu, se projevuje
zelenym zbarvenim zony; B — hemolyticka aktivita, pii které dochdzi k uplnému rozkladu
hemoglobinu se projevuje transparentni zonou. U vsech testovanych kmend byla s riznou
intenzitou pozorovana B — hemolyticka aktivita. Intenzita se projevovala velikosti zony. U tfech
kmend 3CP, 9CPO, a MEDP1/1 byla pozorovana niz$i aktivita, naopak u kmene 1/3B1 byla
pozorovana aktivita velmi vysoka. VétSina kment projevovala stiedni hemolytickou aktivitu.
Vysledky pro jednotlivé kmeny jsou uvedeny v Tabulce ¢. 5.

Lecitindzova aktivita byla také pozorovana u vSech kment. Intenzita, projevujici se
velikosti zony precipitace, byla u vSech kment stejnd. Vysledky pro jednotlivé kmeny jsou
uvedeny v Tabulce ¢. 5.

5.2 Stanoveni antimikrobialni aktivity

Inhibi¢ni aktivita kmenii B. cereus byla testovana proti grampozitivnim bakteriim B.
cereus CCM 2010, Listeria monocytogenes ATCC 7644 a Clostridium perfringens DSMZ
11778. Aktivita se projevila tvorbou inhibi¢ni zony. Intenzita se posuzovala zmétenim praméru
z6ny v milimetrech. Vysledky testovani antimikrobialni aktivity jsou uvedeny v Tabulce €. 5.
Aktivitu vykazaly celkem tfi kmeny. VSechny byly aktivni proti B. cereus CCM 2010. Nejvétsi
inhibi¢ni zony byly pozorovany u kmene MEDPI1/1, izolovaného z pastovaného medu (na
Obrazku ¢. 4) a u kmene 6CPO,, izolovaného ze psich granuli (Obrazek ¢. 5). Kmen, 6CPO>
byl také jedinym aktivnim kmenem proti Clostridium perfringens DSMZ 11778, ale jeho
aktivita byla niz§i, nez u indikatorového kmene B. cereus. Vyrazné¢ mensi inhibi¢ni zony jsou

1%

vidét na Obrazku ¢. 6. Listeria monocytogenes ATCC 7644 nebyla inhibovana zadnym
Z testovanych kmen.

Obrazky ¢. 4, 5, 6: Antimikrobialni aktivita proti B. cereus CCM 2010 u vzorkit MEDP 1/1
(nalevo) a 6CPO> (uprostied), projevujici se vyraznou inhibi¢ni zonou. Antimikrobialni aktivita
kmene 6CPO; proti Clostridium perfringens DSMZ 11778 (vpravo), projevujici se slabou
inhibi¢ni zénou.
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Tabulka €. 5. Biologicka aktivita bakterii skupiny B. cereus. Hodnoty antimikrobialni aktivity
jsou vyjadreny jako aritmeticky prumeér inhibi¢nich zéon v mm + smérodatnd odchylka
(provedeno ve tfech opakovanich, hodnoty zahrnuji velikost jamky 5 mm).

Lo, e, Antimikrobialni aktivita
Kmen Hemo_ly_tlcka Lec1t1_na_zova _
aktivita aktivita B. cereus L. monocytogenes Cl. perfringens
CCM 2010 ATCC 7644 DSMZ 11778

1CP ++ ++ R R R
1CPO; ++ ++ R R R
2CP ++ ++ R R R
2CPO, ++ ++ R R R
3CpP + ++ R R R
3CPO> ++ ++ R R R
4CP ++ ++ R R R
4CPO; ++ ++ R R R
5CP ++ ++ R R R
5CPO2 ++ ++ R R R
6CP ++ ++ R R R

6CPO> ++ ++ 13,00 + 1,00 R 8,83+ 0,29
9CP ++ ++ R R R
9CPO2 + ++ R R R
10CP ++ ++ R R R
10CPO2 ++ ++ R R R
11CP ++ ++ R R R
12CP ++ ++ R R R
12CPO; ++ ++ R R R
13 Al ++ ++ R R R
1/3 A2 ++ ++ R R R
1/3B1 +++ ++ R R R
RM 1/1 ++ ++ NT NT NT
RM 1/2 ++ ++ NT NT NT
A72b ++ ++ NT NT NT
MEDP1/1 + ++ 13,33 £ 0,58 R R

2/2D ++ ++ 9,67 + 0,58

lvz. M1 ++ ++ R R R
CCM 2010 ++ ++ NT NT NT

R: rezistentni, NT: netestovano, +: mirna aktivita, ++: stiedni aktivita, +++: silna aktivita

41




5.3 Stanoveni patogenniho profilu a potencialu QQ

Vysledky stanoveni patogenniho profilu a potencialu pro inhibici QS jsou uvedeny
v Tabulce €. 6. Patogenni profil byl u vétsSiny kmenti podobny. Nejvice se odliSovaly kmeny
MEDP 1/1 identifikovany jako B. cereus a sbirkovy kmen B. cereus CCM 2010. Oba tyto
kmeny, narozdil od ostatnich, nesly gen pro cytotoxin K. U B. cereus CCM 2010 byl navic
identifikovan také gen pro hemolyzin 1. Nehemolyticky enterotoxin, cereolyzin O, hemolyzin
I1l, fosfolipaza c fosfatidylinositol-specificka, fosfolipaza fosfatidylcholin-preferujici
(vizualizace je znazorné€na na Obrazku ¢. 7) a sfingomyelinaza byly detekovany u vSech kment.
Naopak cereulid, hemolyzin BL a immune inhibitor A2 byly u v§ech kment negativni. Enzym
pro inhibici QQ, AHL-laktonaza, byl detekovan pouze u B. cereus CCM 2010 a kmene MEDP
1/1.

1 2 345 6 78 9 1011121314 15 16 1718 19

500 bp— - e - — ) ) ) S oy O )y Soobp—-i.-g---

Obrazek ¢. 7: Vizualizace amplifikace fosfatidylcholin preferujici fosfolipazy o velikosti
fragmentt 536 bp.
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Tabulka €. 6: Piehled vysledki testovani piitomnosti toxinovych gent a genti pro QQ

Cislo

vzorku Kmen ces hbl nhe | cytK clo | hly Il | hly Il | inhA2 | phosC | cerA | cerB | aiiA
1 | ccmz010 | - - + + + + + - + + + +
2 MEDP 1/1 - - + + + - + - + + + +
3 1CP - - + - + - + - + + + -
4 3CP - - + - + - + - + + + -
5 5 CPO2 - - + - + - + - + + + -
6 10 CPO; - - + - + - + - + + + -
7 12CP - - + - + - + - + + + -
8 1 CPO; - - + - + - + - + + + -
9 2CP - - + - + - + - + + + -
10 2 CPO; - - + - + - + - + + + -
11 3CPO: - - + - + - + - + + + -
12 4CP - - + - + - + - + + + -
13 4 CPO2 - - + - + - + - + + + -
14 5 CPO - - + - + - + - + + + -
15 6 CPO; - - + - + - + - + + + -
16 9CP - - + - + - + - + + + -
17 9 CPO; - - + - + - + - + + + -
18 10CP - - + - + - + - + + + -
19 12 CPO; - - + - + - + - + + + -

43




6 Diskuze

Bacillus cereus sensu lato ma siroké spektrum virulentnich faktori, zaroven se ale mize
projevovat antimikrobialné, antibioticky a miZe naruSovat QS jinych bakterii. Je vyznamnym
puvodcem kazeni potravin. Znehodnocuje mléko a mlécné vyrobky tzv. sladkym srazenim
mléka a hofknutim smetany. Kromé mlécnych vyrobki ¢asto kontaminuje maso, ryby a motské
plody, omacky, rostlinné produkty a potraviny obsahujici Skrob, jako jsou mouky, ryze,
brambory a téstoviny. Kazeni a patogenni pusobeni umoziuji enzymy (lecitinaza,
sfingomyelindza, fosfolipdza) a toxiny (cereulid, hemolytické toxiny). K rozsahlému
patogennimu ptisobeni ptispiva velké teplotni rozpéti, ve kterém je B. cereus schopen puisobit.
Zahrnuje psychrofilni druhy, které dokdzou rist pti chladirenskych teplotach a diky produkci
spor pieziva i vysoka teplotni opatieni kterych dosahuje pasterace.

K jedné z hlavnich vlastnosti bakterii skupiny B. cereus je produkce hemolyzy. Podle
Ceuppens et al. (2011) je hemolyticky aktivni vétSina kment B. cereus. B. anthracis byl
povazovan za nchemolyticky, ale nékteré kmeny B. anthracis maji hemolytické geny, které ale
vet§inou nejsou exprimovany. Exprese genu je zavisld na vngjSich podminkach, zvIasté na
velice striktnim anaerobnim prostiedi (Klichko et al. 2003). Hwang & Park (2015) se zaméfili
na rozsifeni cytotoxicity mezi druhy. Za vysoce cytotoxické oznacili B. cereus, B. thuringiensis
a B. cytotoxicus. B. anthracis a B. mycoides oznacili za nizce cytotoxické a u B. pseudomycoides
nebyla cytotoxicita pozorovana viubec. V naSem pokusu jsme hemolyze podrobili 28 divokych
kmeni a sbirkovy kmen B. cereus CCM 2010. Velka ¢ast kment byla identifikovana jako B.
cereus, dva jako B. thuringiensis a dva nejisté jako B. thuringiensis/B. mycoides. Mohli jsme
tedy ocekavat, ze se vSechny, s vyjimkou dvou nejist€¢ uréenych, budou projevovat silné
cytotoxicky. VSechny se na agaru s ov¢i krvi projevovaly B — hemolyzou, velikost zony byla u
tii kment mala. Jednalo se o kmeny: B. cereus (izolovany ze psich granuli), B. thuringiensis
(izolovany ze suSeného lososa) a B. cereus (izolovany z pastovaného medu). Vyrazné vétsi
hemolyza byla u kmene B. thuringiensis izolovaného z traviciho traktu vcely medonosné.
Mizeme se pouze dohadovat, zda pouzivani biopesticidli na bazi B. thuringiensis mohlo
zaptiCinit jeho pfitomnost v trav. traktu véely medonosné. Posouzeni hemolyzy se vyuziva také
v laboratornich metodach pfi stanoveni B. cereus v potravinach a krmivech. Podle normy CSN
EN ISO 7932 (2005) je po izolaci na selektivnim agaru potieba podrobit B. cereus konfirmaci,
ktera miize probihat pravé na krevnim agaru. Za hemolyzu ov¢ich erytrocytl je odpovédna
sfingomyelinaza, hemolyticky enterotoxin a hemolyziny. V testovanych kmenech byla
sfingomyelinaza a hemolytické toxiny sledovany také pomoci PCR. Ptfitomnost
sfingomyelinazy, hemolyzinu I a hemolyzinu III byla potvrzena u vSech testovanych kment.

Lecitinazova aktivita byla také pozorovana u vSech 28 divokych kment a u sbirkového
kmene B. cereus CCM 2010. Vsechny vykazovaly bez rozdilu stfedni aktivitu, tedy zéna
precipitace méla u vSech srovnatelnou velikost. Za charakteristickou zonu precipitace kolem
kolonii B. cereus jsou zodpovédné fosfolipazy, které zpiasobuji degradaci lecitinu (neboli
fosfatidilcholinu) vaje¢ného Zloutku. Tato vlastnost je vyuzivana pii izolaci a identifikaci
B. cereus. Vajecny Zloutek je soucasti selektivniho agaru MYP i PEMBA. Pii PCR analyze
byla ptitomnost PC-PLC i PI-PLC potvrzena u vSech kmeni. Ceuppens et al. (2011) a Hwang
& Park (2015) zminuji, ze lecitindza mlze mit synergicky ucinek se sfingomyelindzou pfi
narusovani lidskych ¢ervenych krvinek. Pro 1yzu lidskych erytrocyti je potieba SPH i PC-PLC,
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protoze lidské erytrocyty, na rozdil od ov€ich, obsahuji v bunééné membrané desetindsobné
vys$$i koncentraci fosfatidylcholinu. VSech 19 pozitivnich kmend by tedy bylo teoreticky
schopné piisobit proti lidskym erytrocytiim.

Pomoci PCR jsme sledovali pfitomnost i ostatnich toxinovych geni. Bacillus cereus
sensu lato je velice znamy pro svou produkci cereulidu. Cereulid byl pozorovan u druhd
B. cereus, B. weihenstephanensis a B. thuringiensis (Ceuppens et al. 2011). Zadny z 19 nami
testovanych kmenut ale gen pro cereulid nemél. Prevalence cereulidu je totiz velice nizka,
priblizné 1,5 %. Pokud nejsou potraviny vybirany zcela ndhodné, ale jsou vybirany potraviny
typické pro vyskyt B. cereus, muze byt tato prevalence vyrazné vyssi, az 32,8 % (Hoton et al.
2009). Vyssi vyskyt byl sledovan napt. ve zmrzlinach 4,7 % (Messelhdusser et al. 2010)
a Vv hotovych jidlech 11 % (Wijnands et al. 2006). Mirné nadprimérny vyskyt byl u ryb
a motskych plodu 1,6 % (Rahmati & Labbe 2008), v pudé 1,7 % (Altayar & Sutherland 2006)
a v kravském mléce 1,5 % (Svensson et al. 2006). Emetické kmeny ¢asto vykazuji specifické
vlastnosti ve srovnani s jinymi kmeny B. cereus, napi. zadnou nebo slabou hemolyzu,
neschopnost hydrolyzovat Skrob a salicin a zvySenou tepelnou odolnost jejich spor (Shinagawa
1993; Andersson et al. 2004; Carlin et al. 2006). Asi 7,5 % emetickych kment je schopno
hydrolyzy Skrobu, fermentace salicinu a produkce enterotoxinu Hbl (Kim et al. 2010). Cereulid
vykazuje nizky stupen polymorfizmu (Guinebreti¢re et al. 2002)

Na rozdil od cereulidu vykazuji geny enterotoxinli vyssi stupent polymorfizmu a vyssi
prevalenci mezi kmeny B. cereus sensu stricto (Guinebretiere et al. 2002). Nhe a Hbl jsou
roz$iteny mezi vSechny druhy B. cereus sensu lato. CytK1 je omezen na druh B. cytotoxicus,
CytK2 je Siroce rozsifen mezi vSemi ¢leny skupiny B. cereus (Rouzeau-Szynalski et al. 2020).
Nejbéznéjsimi enterotoxinovymi geny jsou Nhe a EntFM, které jsou pfitomny 84—100 %
ptipadi. Moravek et al. (2006) a Bhunia (2018) uvad¢ji, Ze geny koédujici Nhe jsou pfitomny
v téméf 100 % kment B. cereus sensu lato. Gen CytK je pfitomen ve 37-89 % piipada, Hbl
gen ve 29-92 % ptipadech, BeeT ve 12-71 % a Hlyll v 19-56 % (Guinebreti¢re et al. 2002;
Yang et al. 2005; Wijnands et al. 2006; Shadrin et al. 2007; Aragon-Alegro et al. 2008;
Ngamwongsatit et al. 2008; Ouoba et al. 2008; Rahmati & Labbe 2008; Bonerba et al. 2010;
Cadot et al. 2010). Tato prevalence neni platna pouze pro kmeny B. cereus sensu stricto,
podobné prevalence byly pozorovany i u kment B. thuringiensis (Swiecicka et al. 2006). Udaje
o vyskytu prijmového syndromu maji velky rozptyl hodnot a mohou byt zkreslené, protoze lidé
ve vétsing pripadech nevyhledéavaji 1ékarskou pomoc. Navic je ¢asto nespravné diagnostikovan
a zaménén za intoxikaci Staphylococcus aureus, protoze se oba patogeny nachazeji
Vv podobném potravinovém prostfedi a vedou k nerozeznatelnym symptomim (Rouzeau-
Szynalski et al. 2020). Vzhledem Kk tomu, Ze jsou rozpéti jednotlivych prevalenci pro
hemolytické kmeny Sirokd, kmeny testované v této praci nepiinesly neocekavané vysledky.
Zadny z 19 kmenti nenesl geny pro Hbl, naopak 100 % testovanych kmenti bylo pozitivnich na
Nhe, Hly 11l a Clo. Cytotoxin K byl potvrzen ve dvou ptipadech. Hemolyzin II byl potvrzen
pouze u sbirkového kmene.

JeBberger et al. (2014) také zminuje, Ze cytotoxicita B. cereus silné koreluje
s koncentracemi Nhe B a Hbl L1 v supernatantu. Naopak Hwang & Park (2015) tvrdi, Ze miry
cytotoxicity se dopfedu ned4 odhadnout, protoze neni spojena s uréitym typem potravy a velky
vliv ma také stav imunitniho systému ¢loveka a variabilita geni.
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Immune inhibitor A byl u vSech testovanych kment negativni. Tato protedza je
spojovana hlavn¢ s B. anthracis a s vyzkumem jeho mechanizmu pasobeni proti imunitnimu
systému hostitele (Arolas et al. 2016). Vyskyt byl potvrzen také u B. cereus sensu stricto
a B. thuringiensis. AHL-laktonaza byla potvrzena u dvou testovanych kmeni vcetné
sbirkového kmene CCM 2010. Pfitomnost AHL — laktondzy v nepatogennich kmenech (jako
muzou byt u B. mycoides) je pfizniva pro jeji vyuZiti pii kontrole bakterialnich infekci ¢lovéka.
Pro B. cereus CCM 2010 byl osekvenovan cely genom. Nase vysledky PCR patogenniho
profilu a potencialu QQ odpovidaji idajim z celogenomového sekvenovani.

Metoda PCR se mize potykat snékolika problémy. Jednim znich muze byt
polymorfizmus cilovych gent. U bakterii skupiny B. cereus byla pozorovana vyména gent
mezi plazmidy a mezi plazmidy a chromozomy. Horizontalni pfenos mlze rozsifit virulenci
mezi kmeny B. cereus. Pfikladem je vyména genu cry mezi ¢leny B. cereus v mrtvych larvach
hmyzu prostfednictvim konjuga¢niho pienosu plazmidid (Yuan et al. 2007). Potravinové
matrice byly také shledany vhodny prostfedim pro pienos plazmidi (Modrie et al. 2010).
Prostiedi mtize mit tedy velky vliv na virulenci, uroven exprese toxinu a hostitelskou specifitu
(Ceuppens et al. 2011). Ve studii Guinebretiere et al. (2002) selhala detekce PCR ve 44 % u Nhe
av19 % u Hbl. Od té doby ale doslo k vyrazné optimalizaci primert a detekce zacala byt
vyrazné spolehlivéjsi. V nasem ptipad¢ nebyly zaznamenany zcela prikazné vysledky PCR
u sfingomyelindzy. Dlivodem proto byl pravdépodobné design primert, které nebyly vhodné
navrzené s ohledem na riiznorodost sekvenci pro dany gen. Pti porovnani sekvence primert se
sekvencemi genu pro sfingomyelindzu, dostupnych v databazi NCBI, byly nalezeny rozdily
v n¢kterych nukleotidech. To mohlo zptisobit jejich Spatné nasedani a nizky pocet vzniklych
amplikoni. Pii vizualizaci byly bandy velice slabé a vznikaly také nespecifické PCR produkty.
V tomto ptipad¢ je optimalizace primert pro sfingomyelinazu nutna.

Pii prevenci je dulezité védet, ze enterotoxiny jsou citlivé na vafeni a podminky
Vv gastrointestindlnim traktu. Jsou eliminovany zahtfivanim 20 min pti 55 °C, kyselym pH 3,1
po dobu 20 min pii 37 °C a jsou citlivé na protedzovou aktivitu pepsinu, trypsinu
a chemotrypsinu (Granum et al. 1993). Prevence rustu a produkce toxinti B. cereus
V potravinach je klicem k tomu, aby nedochézelo k otravam a aby byly zachovany standardy
bezpec€nosti potravin. Pro fizeni bezpecnosti potravin se doporucuje chlazeni pii <4 °C
a omezeni vystavovani vysSim zvySenym teplotdm. Pro inhibici ristu je vhodné okyseleni
potravinarskych vyrobkd a snizeni aktivity vody. Baleni v modifikované¢ atmosféie za
neptitomnosti kysliku brani produkci cereulidu, ale mize naopak stimulovat produkci
enterotoxind (Ceuppens et al. 2011). Duilezité je zaméfit se na rizikové potraviny, které byly
zminény vyse. U naSich testovanych kment izolovanych z potravin byl patogenni profil velice
podobny, a vzhledem k nizkému poctu testovanych kmend se ani nedaji porovnat rozdily
Vv produkci toxinovych geni v zavislosti na potraving.

Antimikrobialni aktivita byla prokazana u tfech kmend, pficemz nejvice citlivy byl
zastupce skupiny B. cereus CCM 2010. Pouze jeden kmen byl aktivni proti Clostridum
perfringens DSMZ 11778 a proti Listeria monocytogenes ATCC 7644 nebyla aktivita zadna.
Je zname, Ze bakteriociny plsobi zejména proti grampozitivim a blizce ptfibuznym bakteriim,
protoZze jsou pro n¢ nejvice konkurencéni. Proto je pravdépodobné, Ze aktivni latka spada prave
do této skupiny antimikrobidlnich latek. Ze zndmych bakteriocinli produkovanych bakteriemi
skupiny B. cereus jsou proti Listeria monocytogenes aktivni hned tfi: Thusin, Cereiny, a Ticiny.
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Zadny ztestovanych kmeni tedy pravdépodobné neprodukuje litku obdobné povahy.
Z antibiotickych latek ma Siroké spektrum Gc¢innosti Zwittermicin A. Pro konkrétné;si vysledky
by bylo potteba povést detailngjsi analyzy. VSechny kmeny vykazujici néjakou antimikrobialni
aktivitu byly zaroveil hemolytické a pro vyuziti ve farmacii tedy mén€ vhodné.
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[ Zavér

Pfi testovani toxigenniho profilu se vétSina kmenti projevovala stejné. Kmeny byly
izolovany ¢aste¢né z krmiv, ¢asteéné z potravin, ale svou patogenni aktivitou byly vzajemné
dosti podobné. Vliv potraviny, ze které byly kmeny izolovany, nebyl tedy zpozorovan. VétSina
kmeni byla identifikovana jako B. cereus sensu stricto a mala ¢ast také jako B. thuringiensis.
U obou druhtl bylo potvrzeno patogenni ptisobeni. Projevily se hemolytickou i lecitindzovou
aktivitou a byly u nich potvrzeny patogenni geny pro prijmova onemocnéni. Studium
patogennich vlastnosti muze ale napomoci k lepsi kontrole nad témito organizmy
V potravinafstvi. Pfi testovani antimikrobidlni aktivity byl potvrzen piedpoklad, ze nejvice
inhibovany budou blizce ptibuzné druhy. Rust sbirkového kmene B. cereus CCM 2010 byl
inhibovan ve tiech ptipadech z 25. Zajimavou vlastnosti n€kterych kmena B. cereus sensu lato
je schopnost inhibovat quorum sensing jinych, pro ¢lov€ka patogennich, bakterii. Tato
schopnost byla zji§téna u dvou kmend, které¢ budou dale studovany. Do budoucna se uvazuje
0 vyuziti této vlastnosti a také o vyuziti antimikrobidlni aktivity ve farmaceutickém
| potravinaiském prumyslu. Problémem je ale patogenni ptsobeni vétSiny kmena B. cereus
sensu lato. Proto by bylo vhodné zaméfit se na nepatogenni kmeny. Dal§i moznosti je vyjmuti
genu pro faktory virulence anebo pfeneseni genii kodujicich antimikrobidlni latky do jinych
organizmi bez patogenniho potencialu. Zkoumani téchto moznosti by do budoucna mohlo byt
velkym pfinosem jak v medicing, tak v potravinarstvi.
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Seznam pouzitych zkratek a symbolu

AHL — Acyl-homoserinové laktony

AIP — Autoindukéni peptidy

Alo — Anthrolyzin O

AMP — Antimikrobialni peptidy

ATCC — Americka sbirka typovych kultur

BceT — Enterotoxin T

BLIS — zanglického bacteriocin-like inhibitory substances — inhibi¢ni latky podobné
bakteriocinlim

BMK — Bakterie Mlééného Kvaseni

CCM — Ceska sbirka mikroorganismii

CDC - Cholesterol-dependentni cytolyziny

CerAB — Cereolyzin AB

Clo — Cereolyzin O

CytK — Cytotoxin K

DNA — Deoxyribonukleova kyselina

DSMZ — Némecka sbirka pro mikroorganizmy a bunécné kultury

EFSA - z anglického European Food and Safety Authority — Evropsky tGfad pro bezpecnost
potravin

Ent FM — Enterotoxin FM

Hbl — Hemolyzin BL

Hly — Hemolyziny

HIyll — Hemolyzin 11

Hly 111 — Hemolyzin 11l

InhAL — Imunne inhibitor A

LDso — Letal Dose — davka toxické latky, ktera zptisobi thyn 50 % testovanych zivocichi do
24 h od expozice

MALDI-TOF — Matrix Assisted Laser Desorption/lonization — Time Of Flight: Hmotnostni
spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci v kombinaci s detektorem doby letu
MYP — Mannitol Yolk Polymyxine

Nhe — Nehemolyticky enterotoxin

NK bunky — z anglického Natural Killer cells

PCR - z anglického Polymerase Chain Reaction — Polymerazova fetézova reakce
PC-PLC — Fosfatidylcholin preferujici lecitinaza

PEMBA — Polymyxin Egg yolk Mannitol Bromothymol blue Agar

Pfo — Perfringolyzinem O

PI1-PLC — Fosfatidylinositol specificka lecitinaza

QS — Quorum sensing

QQ — Quorum quenching

QSI — Quorum sensing inhibitor

Tlo — Thuringiolyzin O

UV — Ultrafialové zareni
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