VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA

FACULTY OF CHEMISTRY

USTAV FYZIKALNI A SPOTREBNI CHEMIE

INSTITUTE OF PHYSICAL AND APPLIED CHEMISTRY

STANOVENI STAPHYLOCOCCUS AUREUS
A BACILLUS CEREUS V CUKRARSKYCH VYROBCICH

DETERMINATION OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS AND BACILLUS CEREUS
IN CONFECTIONERY PRODUCTS

BAKALARSKA PRACE
BACHELOR'S THESIS

AUTOR PRACE Monika Vdoleckova

AUTHOR

VEDOUCI PRACE doc. MVDr. Bursova Sarka, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2020



FAKULTA

VYSOKE UCENI

Zadani bakalarskeé prace

Cislo prace: FCH-BAK1550/2019 Akademicky rok: 2019/20
Ustav: Ustav fyzikalni a spotfebni chemie
Studentka: Monika Vdole¢kova

Studijni program:  Chemie a chemické technologie
Studijni obor: Chemie pro medicinské aplikace

Vedouci prace: doc. MVDr. Bursova Sarka, Ph.D.

Nazev bakalarské prace:
Stanoveni Staphylococcus aureus a Bacillus cereus v cukrarskych vyrobcich

Zadani bakalarské prace:

V ramci prace budou feSeny nasledujici diléi ukoly:

1. Vypracovani literarni reSerSe zamérené na problematiku Staphylococcus aureus a Bacillus cereus
v cukrarskych vyrobcich.

2. Odbér vzorkl cukrafskych vyrobka.

3. Prikaz S. aureus a B. cereus v cukrarskych vyrobcich plotnovou metodou.

4. Konfirmace suspektnich izolatu.

5. Detekce gen( kodujicich produkci toxinli metodou PCR.

6. Vyhodnoceni a diskuse vysledk.

Termin odevzdani bakalarské prace: 31.7.2020:
Bakalarska prace se odevzdava v dékanem stanoveném pocétu exemplari na sekretariat istavu. Toto

zadani je soucasti bakalarské prace.

Monika Vdole¢kova doc. MVDr. Bursovéa Sarka, Ph.D. prof. Ing. Miloslav Pekaf, CSc.

studentka vedouci prace vedouci Ustavu

prof. Ing. Martin Weiter, Ph.D.

dékan

Fakulta chemicka, Vysoké uceni technické v Brné / Purkyriova 464/118 / 612 00 / Brno



Abstrakt

Tato bakalaiska prace se v teoretické Casti zaméfuje na popis bakterii Bacillus cereus
a Staphylococcus aureus, jakozto bakterii, které mohou kontaminovat suroviny
at’ uz rostlinného ¢i zivoc¢isného pivodu. Obé tyto bakterie se mohou vyskytovat v pud¢,
ve vode, ale mizeme se s nimi i setkat na nasSi pokozce. Tato skutecnost mlize napomahat
kontaminaci pfi vyrob¢ cukrarskych vyrobkt.

V experimentalni ¢asti byly zpracovany odebrané vzorky vanocniho cukrovi. U vano¢niho
cukrovi byla sledovana pritomnost vySe zminénych bakterii a u vzorkd, kde byla pfitomnost
bakterii prokazana, byly dale detekovany geny kodujici produkci toxind. Ze stanovenych
vysledki vyplyva, Zze vanocni cukrovi z trzni sit€ 1 doméci vyroby neni hlavnim zdrojem
S. aureus, ale jsou moznym zdrojem toxigennich kment bakterie B. cereus.

Abstract

This bachelor thesis focuses in the theoretical part on the description of bacteria Bacillus cereus
and Staphylococcus aureus, as bacteria that can contaminate raw materials of either plant
or animal origin. Both of these bacteria can be found in soil, water, but we can also encounter
them on our skin. This fact can aid contamination in the manufacture of confectionery products.
In the experimental part, samples of Christmas sweets were processed. The presence
of the above mentioned bacteria was monitored in Christmas sweets and genes encoding toxin
production were the presence of bacteria was detected.
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1 Uvod

Obecné je vyroba potravin a jejich zpracovani spjato s pfitomnosti a moznou kontaminaci
mikroorganismy, které jsou schopné zpusobit i vazné zdravotni obtize, o to vice, je-li soucasti
zpracovani €1 Upravy potravin ru¢ni prace. Zejména ruce a sliznice jsou zdrojem mnoha
mikroorganismt a mize tak dochazet ke kontaminaci vyrobkd. Velmi znamymi, ale ne piili§
zadanymi mohou byt rody Staphylococcus a Bacillus. Vyznamnymi zastupci téchto roda jsou
patogenni druhy Staphylococcus aureus a Bacillus cereus.

Bacillus cereus hraje vyznamnou roli, jelikoz se vyskytuje ve formé spor, diky nim
je tato bakterie velmi odolna i vi¢i vysokym teplotam. Jeho pfitomnost je nezadouci nejen
z pohledu bezpecnosti potravin, ale také s ohledem na mozné ovlivnéni jakosti a trvanlivosti
vyrobkul. Zavaznym rizikem jsou diarhogenni enterotoxiny a emeticky toxin, schopné vyvolat
gastrointestinalni onemocnéni.

Staphylococcus aureus je patogenni bakterie, ktera produkuje termostabilni toxiny.
Asi u 1/3 obyvatel se tato bakterie vyskytuje na kiizi, sliznicich a ve vlasech. S. aureus je odolna
bakterie, kterd je rezistentni napiiklad k penicilinu a ampicilinu, 1é€ba onemocnéni
byva naro¢na a zdlouhava. Alimentarni intoxikace — otrava z potravin, vyvolana S. aureus
je oznacovana jako stafylokokova enterotoxikoza.

Mikrobiologické metody vyuzivaji k detekci bakterii jejich morfologické a biochemické
vlastnosti. Nov¢jsi metody vyuzivaji genotypové stanoveni za vyuziti molekuldrné
biologickych metod, béZné¢ se jedna napf. o metodu polymerazové ftetézové reakce.
Molekularné biologické metody nam umoznuji ziskat podrobnéjsi informace o vlastnostech
a piibuznosti bakterii a jejich evoluci.

Cilem bakalaiské prace je zhodnoceni vyskytu bakterii Staphylococcus aureus
a Bacillus cereus v tradi¢nim vano¢nim cukrovi domaci vyroby i z trzni sité. Dil¢im cilem
je zjisténi prevalence enterotoxigennich a emetickych kmend B. cereus a enterotoxigennich
kmenti S. aureus, a dale celkové posouzeni, zda je sledovana komodita potencialnim
rezervoarem toxigennich kmenti uvedenych bakterii.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Staphylococcus aureus

Alimentarni onemocnéni délime podle mechanismu piasobeni na infekce a intoxikace,
také je d€lime podle pivodu, a to na onemocnéni bakterialni, virové a parazitarni. Alimentarni
intoxikace mohou byt pfi¢inou vzniku velkych epidemii, zejména pokud dojde ke vzniku
onemocnéni ve stravovacich zafizenich. Toxin, ktery onemocnéni vyvolava je vytvofen
jiz v potravé v dusledku nespravné manipulace a wuchovani potravin nebo pokrmd.
Mezi nejvyznamngjsi bakterie, které produkuji toxiny patii S. aureus, B. cereus
a Clostridium botulinum [1].

Alimentarni intoxikace po konzumaci potravin kontaminovanych bakterii Staphylococcus
aureus patfi mezi nejéastéjsi pri¢iny gastroenteritidy na celém svété. Alimentarni intoxikace
vyvolana stafylokokovymi enterotoxiny patii mezi zavazna onemocnéni z potravin [2].

Prvni ptipad zaznamenané alimentarni otravy vyvolané S. aureus se datuje do roku 1914.
Bylo zjisténo, ze po opakovaném poziti kontaminované potraviny (mléka) byly pozorovany
typické piiznaky gastroenteritidy [3].

O objasnéni pfiin vzniku onemocnéni se zaslouzil Vroce 1930 Dack, ktery sam
a dobrovolné pozival supernatant (kapalina nad sedimentem) z kultur S. aureus. Po poziti u ngj
byly pozorovany ptiznaky gastroenteritidy, jako je prijem, zvraceni a kiece v bfise.
Nasledkem tohoto experimentu byl popsan prvni stafylokokovy enterotoxin. Zajimavé bylo
jeho srovnani s doposud znamym botulotoxinem, jelikoz aktivita enterotoxinu nebyla utlumena
ani po 30 minutach zahtivani pti 100 °C [4].

Pii nasledné charakterizaci S. aureus bylo zjisténo, Ze je schopen produkovat fadu
extracelularnich metabolitd schopnych vyvolat onemocnéni u lidi a zvifat. Dalsi onemocnéni,
které zptisobuje bakterie S. aureus je syndrom toxického Soku, stafylokokova enterokolitida,
syndrom opafené kuize, sepse, absces a je¢né zrno [4].

2.1.1 Charakteristika

wevr

vyskytuje na lidské i zviteci kazi. Je vSak nebezpecny a v nejhorsich ptipadech mtize zptisobit
poskozeni mnoha organi [5].

Rod Staphylococcus predstavuje skupina malych gram-pozitivnich, fakultativné
anaerobnich Kkokovitych bakterii, které v pfipadé S. aureus vytvaii typické hroznovité
shluky [5, 6], které jsou nepohyblivé a na neselektivnich pidach tvofi zlaté az zluté kolonie
v disledku tvorby karotenoidnich pigmentt [5]. Velikost bunék se pohybuje v rozmezi
0d 0,5do 1,5 um. Jedna se o katalaza pozitivni chemoorganotrofy. Jejich DNA je tvofena
z 3040 molarnich % guaninem a cytosinem [6]. Buné¢na sténa S. aureus je tvofena tfemi
hlavnimi slozkami, mezi které patii peptidoglykan, ktery obsahuje opakujici se jednotku
N-acetylglukosaminu p-1,4 vazaného na kyselinu N-acetylmuramovou, dale kyselina
teichoova, ktera se vaze na muramyl-6-fosfat a protein A (tim se li§i od ostatnich druht
stafylokokt), ktery se kovalentné vaze na peptidoglykan. Protein A zpusobuje shlukovani
krvinek a bakterii v plazmé [5].



Bergeyho manual systematické bakteriologie zarazuje rod Staphylococcus do celedi
Micrococcaceae, do niz jsou dale fazeny i rody Stomatococcus, Micrococcus a Planococcus.
Rod Staphylococcus je dale délen na 32 druhii a poddruhti. Kontaminace potravin stafylokoky
je velmi Castd, podili se na ni lidé, zvifata i zivotni prostfedi. I kdyz mnoho druhu stafylokoka
ma schopnost vyvolat gastroenteritidu [7], téméF vSechny piipady alimentarni
otravy — stafylokokové enterotoxikozy, jsou pfisuzovany praveé bakterii S. aureus.

V tabulce 1 je uvedena obecna charakteristika Staphylococcus aureus [8].

Tabulka 1: Vlastnosti bakterie Staphylococcus aureus a jeho rezistence a citlivost
vuci antibiotikim [9]

Staphylococcus aureus
Vlastnosti Rezistentni Citlivy
Koagulaza Methicilin B-laktamy
Termostabilni nukleaza Polyen Makrolidy
Faktor shlukovani Polymixin Tetracykliny
Zluty pigment Likosamid
Hemolyticka aktivita Novobiocin
Fosfataza Chloramfenikol
Hyaluronidaza Lysostapin
Fermentace mannitolu

2.1.2 Zdroje kontaminace potravin

Hlavnim zdrojem kontaminace potravin bakterii S. aureus jsou lidé, protoze stafylokoky,
vcetné S. aureus, jsou béznou soucasti kozni mikrofléry. S. aureus je hlavnim lidskym
patogenem, kolonizovani jedinci mohou byt jeho nositeli a pfispivat k jeho Sifeni.
Sifeni S. aureus mezi lidmi a nasledna kontaminace potravin miize byt zpiisobena pfimym
kontaktem nebo nepiimo vlivem ¢astecek kize [10].

Diulezitym zdrojem kontaminace jsou také pouzivané pomticky a zafizeni jako jsou noze,
mlynky na maso, skladovaci nacini atd. Vznik stafylokokové enterotoxikozy je ¢asto spojovan
s nedostateénym chlazenim, pfipravou potravin svelkym pfedstihem, $patnou hygienou
(nedostateéné myti rukou a nastroji), nedostate¢nou tepelnou tprava (vareni ¢i ohfivani)
¢i dlouhodobym zahtivanim, které umoziuji rist bakterie a naslednou produkci enterotoxint

[71.

2.1.3 Stafylokokova enterotoxikoza

Alimentarni intoxikace zptsobena S. aureus postihuje celosvétové velké mnozstvi 0Sob,
atoipfesto, ze se nejedna o oficialné hlaSené onemocnéni. Odhad, ktery pochazi
ze Spojenych stath  americkych, tika, Ze je hlaSeno asi pouze 1-5 % vSech piipadd
stafylokokové enterotoxikdzy. VétSinou nedochazi k hlaSeni této otravy v domécnostech,
pouze ve vysoce propagovanych ohniscich [11]. Studie realizovana Ministerstvem zeméd¢€lstvi
ve Spojenych statech americkych uvadi vice nez 1,5 milionti piipadii onemocnéni béhem
jednoho roku, 1 210 osob zemielo [12]. Otrava potravinami byva nejvice hlaSena v obdobi 1éta,
coz je zpusobeno zejména nevhodnym skladovanim potravin v tomto ro¢nim obdobi [13].



Po velmi kratké inkubacni dobé se asi u 50 % pacientll objevuji ptiznaky zvraceni.
Mezi dalsi ptiznaky se fadi nevolnost, kieCe v bfiSe, prijem a bolesti hlavy, dusevni a télesna
skleslost, slabost, zavraté¢ a zimnice. Symptomy se obvykle projevi do 6 hod od podani
kontaminované potraviny [12].

Stafylokokové enterotoxiny (SES) jsou stabilni molekuly. Studie prokazala netiplné zni¢eni
enterotoxini po vafeni. SES je obtizné inaktivovat zahiivdnim, maji zvySenou stabilitu,
pokud jsou pritomny ve vysokych koncentracich. Vlastnosti SES, ktera ma vyznam pro rozvoj
alimentarni intoxikace vyvolané S. aureus, je jejich odolnost proti inaktivaci proteazami
pfitomnymi v gastrointestinalnim traktu, odolnost vii¢i pepsinu, zejména v prostiedi s relativné
nizkym pH, je kli¢ovym pozadavkem na aktivitu SES in vivo [11].

2.1.3.1 Stafylokokové enterotoxiny

V soucasné dobé je znamo 22 typu stafylokokovych enterotoxini — SEs. Stafylokokové
enterotoxiny jsou oznacovany SEA-SEV. Pficemz SEC je mozné dale délit na jednotlivé
subtypy (SEC1, SEC2, SEC3, SEC-hovézi, SEC-ovéi, SEC-kozi), a to podle rozdilnych
izoelektrickych bodd. SEs se déli na klasické, mezi které se fadi SEA-SEE, ostatni jsou
oznacovany jako nové typy enterotoxint [1].

Stafylokokové enterotoxiny jsou proteiny, které maji molekulovou hmotnost v rozmezi
24-29 kDa. Jsou slozené zjednoduchych polypeptidovych fetézcl. Polypeptidové fetézce
obsahuji jednu disulfidickou vazbu a jsou bohaté na lysin, kyselinu asparagovou, glutamovou
a tyrosin [1].

Schopnost produkovat toxiny je mozné prokézat asi u 2 kment S. aureus izolovanych
z potravin. SEs jsou termostabilni a odolavaji travicim enzymam [1].

Ne vsechny SEs vyvolavaji u konzumenti intoxikaci z potravin. Schopnost vyvolat
gastroentericky syndrom byla prokazana u klasickych typt SEs (SEA-SEE), z novych typt
pouze u SEH. Enterotoxiny SEG a SEI vykazuji emetickou aktivitu [1].

2.1.4 Detekce toxinu

Schopnost produkovat toxiny lze prokazat asi u % kmend S. aureus izolovanych z potravin.
Toxiny S. aureus mohou byt stanoveny pomoci ptimych nebo nepfimych metod [14].

2.1.4.1 Piimé metody

K piimé detekci stafylokokovych enterotoxinil se pouZzivaji imunologické metody, které jsou
zalozeny na principu reakce specifické protilatky s antigenem (tim je Vtomto piipadé
stafylokokovy enterotoxin) [14].

Reverzni pasivni latexova aglutinace oznacovana zkratkou RLPA umoZiuje prostiednictvim
testovaci soupravy SET-RPLA detekovat toxiny SEA-SED piimo ve vzorcich potravin. Tato
souprava neobsahuje protildtku pro SEE, kmeny s produkci SEE jsou oznaceny jako SEA
produkujici (zkiizena reaktivita mezi SEA a SEE). Inkubace po naneseni vzorku a protilatek
do jamek mikrotitracni desticky trva pfti laboratorni teploté ptiblizné 20-24 hodin. Vysledky
je mozné hodnotit podle struktury vzniklé na spodni ¢asti jamek [14].

Enzyme linked immunosorbent assay oznaCovéana téz jako ELISA se také vyuziva
ke stanoveni SEs. Nej¢astéji je vyuzivana sandwich ELISA. Tato metoda vyuziva vazby
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antigenu a protilatky znacené enzymem, ktery St€penim substratu vyvola barevnou zmeénu
v jamkach desti¢ek. Casové je tato metoda nenaroéna, provedeni a vyhodnoceni metody trva
zhruba 3—4 hodiny [14].

Enzyme linked immunofluorescent assay (ELFA) je automatizovand imunofluorescencni
metoda, ktera slouzi k detekci klasickych typa stafylokokovych enterotoxiniSEA-SEE.
Tato metoda funguje na obdobném principu jako ELISA testy. Rozdil spoc¢iva ve vyhodnoceni,
kdy enzym, pouzity ke znaceni detekCnich protilatek katalyzuje konverzi fluorogenniho
substratu za vzniku pfistrojem métené fluorescence. Z vysledkii neni mozné rozpoznat, jaky typ
SEs je pfitomen. Tato metoda je Casové méné ndrocnd nez diive zminované testy ELISA,
hovotime o stanoveni béhem 2 hodin [14].

Mezi dalsi piimé metody stanoveni SEs se fadi vysokoucinna kapalinova chromatografie
(HPLC) nebo kombinace kapalinové chromatografie s detekci hmotnostni spektrometrii
(LC-MS) [14].

2.1.4.2 Nepiimé metody

Mezi nejcastéj$i pouzivané neptimé metody patii polymerazova fetézova reakce (PCR),
nebojeji  modifikace -  polymerazova  fetézova  reakce  vredlném  Case
(real-time PCR) [14]. Ob¢ tyto metody a jejich rozdily jsou dale popsany v Kkapitole 2.2.7
— Metoda PCR.

2.2 Bacillus cereus

Skupina Bacillus cereus se sklada ze sedmi druhii, mezi které patii B. anthracis, B. cereus,
B. mycoides, B. pseudomycoides, B. thuringiensis, B. weihenstephanensis a B. cytotoxicus.
Vsechny druhy jsou spolu uzce spjaty. Siroké spektrum toxicity B. cereus saha od avirulentnich
kment pouzivanych u lidi jako probiotika az po vysoce toxické kmeny, které jsou zodpovédné
za Gmrti zpusobené v souvislosti s konzumaci kontaminovanych potravin [15, 16].

Bacillus cereus muze zpisobovat dva typy alimentarniho onemocnéni. Prvnim typem
je prijmovy (diarhogenni) syndrom, poprvé byl rozpoznan v roce 1948, kdy postizeni touto
nemoci pozili kontaminovanou vanilkovou omacku [17]. Druhym typem je emeticky syndrom,
ktery byl popsan v roce 1968. Tato forma onemocnéni byla prokazana v n¢kolika ohniscich
spojenych se smazenou ryzi, ktera se podavala v Londyné [18].

Diarhogenni forma onemocnéni je zptisobena enterotoxiny, které jsou produkovany béhem
vegetativniho ristu bakterie Bacillus cereus v tenkém stevé [19]. Emeticka forma onemocnéni
je zpusoben toxinem, ktery vznika pti rustu B. cereus v potravinach [20]. U obou forem nemoci
jsou piezivajici spory zdrojem otravy z potravin. B. cereus po vafeni a ochlazeni pod cca 48 °C
v potravinach velmi dobie roste [21]. Prevladajici forma onemocnéni se lisi v jednotlivych
zemich [20, 22, 23], je to pravdépodobné zpuisobeno stravovacimi navyky v danych lokalitach.
U nékterych pacientd mohou soucasné probéhnout oba typy onemocnéni [24], jen vsak asi 5 %
kment B. cereus produkuje oba typy toxini [20, 25].

Tepelné zpracovani potravin podporuje kliceni spor, a pokud neni pfitomna konkurencni
flora, roste tato bakterie velmi dobfe, za optimalnich podminek se jednd o dobu kli¢eni mensi
nez 12 minut [21].
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Bacillus cereus je pudni saprofyt a snadno se S§ifi do riznych typd potravin,
zejména pak do potravin rostlinného ptivodu, masnych vyrobkd, potravin z vajec a mlé¢nych
vyrobki. Onemocnéni, které zpuisobuje B. cereus, trva obvykle maximalné 24 hodin [20].
kterou zpusobuje Bacillus cereus, zejména u prujmového syndromu [19]. Byly zaznamenany
tii umrti, které byly zptisobeny nekrotickym enterotoxinem [26], podobné byly hlaseny timrti
u emetické formy onemocnéni, a to Vv ptipad¢ poziti velkého mnozstvi emetického toxinu
[27, 28, 29].

2.2.1 Charakteristika

Bacillus cereus je aerobni bakterii, ktera ma schopnost tvofit endospory. Bakterie B. cereus,
B. anthracis, B. mycoides, B. thuringiensis, B. pseudomycoides [30], B. weihenstephanensis
[31] a B. cytotoxicus [15] maji velmi podobné sekvence rRNA (16S a 23S), to nam naznacuje,
ze se nedavno odchylily od bézné evoluc¢ni linie [32, 33] a mizeme pozorovat fenotypovou
podobnost v ramci tzv. skupiny B. cereus sensu lato [15, 16].

B. anthracis vykazuje vysokou virulenci a je tak nejvyraznéj$im ¢lenem z této skupiny.
Podobn¢ vsak B. cereus ma velmi podobné vlastnosti s B. anthracis [34], pravé proto je jesté
obtizng&jsi rozeznat tyto dva druhy od sebe [35].

Bacily jsou ty¢inkovité bakterie, Sitka bunék je vétsi nez 0,9 pum. Produkuji elipsoidni
nebo ovalné endospory [30, 31, 36].

Skupina B. cereus muize byt nejlépe rozlisena podle kritérii, které jsou uvedeny Vv tabulce 2.

Tabulka 2: Vybrana kritéria pro fenotypové rozliseni zakladnich druhii skupiny B. cereus sensu
lato [30, 31]

Morfologie . Citlivost
Druh g Hemolyza |Pohyblivost .,
kolonii K penicilinu
B. cereus Bila Pozitivni Vykazuje Nevykazuje
B. anthracis Bila Negativni | Nevykazuje Vykazuje
B. thuringiensis Bila/seda Pozitivni Vykazuje Nevykazuje
. . Slabé . .
B. mycoides Rhizoidni .a. © .| Nevykazuje Nevykazuje
pozitivni
. e, Slabé . .
B. pseudomycoides Rhizoidni ..., | Nevykazuje Nevykazuje
pozitivni
B. weihenstephanensis Bila Pozitivni Vykazuje Nevykazuje

222 Vyskyt

Bacillus cereus je v ptirod¢ rozsifenym druhem bakterie a vyskytuje se ve stievé Cloveka.
Casto je izolovan z pudy a rostlin, dale pak je piitomen v prachu, zvifeci srsti, povrchové vodé
av sedimentech [20, 60]. Z rostlin mize dochazet ke snadnému $iteni do potravin. Casty vyskyt
je zaznamenan v surovinach a slozkach pouzivanych v potravinaiském prumyslu,
jako je zelenina, Skrob, kofeni, dale pak je mozné rozsifeni na masné vyrobky [37], do mléka

a mlé¢nych vyrobki. Spory B. cereus piezivaji pasteraci mléka [38].
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2.2.3 Charakteristika alimentarnich onemocnéni (prijmovy a emeticky syndrom)

Na alimentarni onemocnéni kazdoro¢né v Ceské republice zemfe né&kolik pacientd.
Skute¢ny pocet nakazenych osob je vSak mnohonasobné vysSi, nez je hlaseno.
Mnoho dospélych osob pii mirném prubeéhu nenavstivi 1ékare a infekce unika systému hlaseni.
Nejvyssi pocet nakazenych byva hlaSen u malych déti (zejména kojencli a batolat),
a to z diivodu nedostatecné zralosti imunitniho systému, rychlé dehydrataci a moznému selhani
ob&hového systému [1].

Prijmovou formu onemocnéni z potravin zplsobuji enterotoxiny. Emeticka forma
onemocnéni je zpusobem emetickym toxinem (cereulidem), ktery vyvolava zvraceni. S malou
pravdépodobnosti je mozny vyskyt obou forem onemocnéni z potravin zaroven, to mtze byt
zpusobeno bakterii B. cereus, ktera produkuje ob¢ formy toxint [20].

V tabulce 3 je uvedeno srovnani obou forem alimentarniho onemocnéni.

Tabulka 3: Porovnani prujmového a emetického syndromu [20, 24, 39]

Forma alimentirniho onemocnéni Prijmovy Emeticky
. . o " 5 5 10°-108 bunék
Davka zptisobujici onemocnéni 10°-107 bunék (celkove) .
(na gram v jidle)
Produkce toxinu V tenkém stievé hostitele V potravinach
. . . Cyklicky peptid
Druh toxinu Protein (enterotoxiny) y 1, y’p p,l
(emeticky toxin)
Inkubaéni doba Obvykle méné nez 24 hod. 0-5 hod.
. 12-24 hod.,
Trvéani nemoci 6-24 hod.

vyjimeéné dny

Nevolnost, zvraceni,
. .. malatnost, (n€kdy prijem
Symptomy Bolesti bricha, prijem i

v dusledku produkce

enterotoxinu)

. ) ) ) Masné vyrobky, polévky, e L.
Nejcastéji kontaminované potraviny a . . . Smazené a vatfené ryze,
. zelenina, puding/omacky . ) ..
jidlo téstoviny, pecivo a nudle

a mléko/mlécné vyrobky

Mezi faktory, které mohou ovlivnit vznik otravy z potravin, patii: uchovavani potravin
pii pokojové teploté, konzumace potravin v syrovém stavu, nedostate¢né chlazeni a ohrati
potravin, nedostate¢né rozmrazeni potravin a v neposledni fad¢ pouziti zbytka [40].

VEtsi vyskyt otrav je pozorovan u malych déti a déti predSkolniho véku, dale pak u starSich
lidi, ktefi jsou nachylngjsi k onemocnéni [40].

2.2.4 Spory

Tvorba spor u bakterie B. cereus je vyznamnym faktorem, ktery piispiva ke vzniku
onemocnéni. Spory B. cereus jsou hydrofobnéjsi, nez spory jinych druht rodu Bacillus.
Tato vlastnost jim umoznuje ptilnuti k riznym povrchiim s naslednou tvorbou biofilmu [41].
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Spory jsou velmi odolné, odolavaji i ucinku béznych dezinfekénich prostfedkt. Povrchové
struktury (pilli) umoziuji lepsi adhezi a [41, 42] napomahaji tvorbé velkych agregatt spor.
Vyse uvedené vlastnosti napomdhaji bakteriim odolavat dezinfek¢nim prosttedkiim
a dale kontaminovat potraviny, u kterych doSlo ke kontaktu s infikovanymi pomiickami
a zafizenim. [42].

2.2.5 Toxiny
Konzumace potraviny, které jsou kontaminovany toxigennimi kmeny B. cereus,

Tepeln¢ stabilni emeticky toxin (cereulid) se tvofi béhem staciondrni faze rastu bakterii
Vv potravinach. Syntéza emetického toxinu muze byt vazana na sporulaci. Mezi rizikové
potraviny patii téstoviny, ryze, maso, mlé¢né produkty a kojenecka vyziva [14].

Diarhogenni enterotoxiny mohou byt tfi zakladni, patii mezi né HBL toxin, Nhe a CytK,
nové se hovoii o enterotoxinu T a FM. Tyto toxiny byvaji produkovany b&hem pozdni
exponencialni a na pocatku stacionarni faze ristu pfi mnozeni bakterii ve stieveé. Rizikovymi
potravinami jsou masné vyrobky, maso, ryby, omacky, zelenina, brambory a mlééné vyrobky
[14].

Piehled toxind produkovanych bakterii Bacillus cereus je uveden v nasledujici tabulce 4.

Tabulka 4: Toxiny produkované bakterii Bacillus cereus

Syndrom Typ toxinu Geny Podjednotky toxini | Geny
B-komponenta hblA
Hemolysin Hbl L-komponenta (L1) hblD
L-komponenta (L2) hbIC
Hemolysin | Clo
Hemolysin 11 hlyll
.. ) Hemolysin 1l1 hlylll
Priymovy
NheA nheA
Nehemolyticky enterotoxin He NheB nheB
NheC nheC
Cytotoxin K cytK
Enterotoxin T bceT
Enterotoxin FM entFM
Emeticky Cereulid ces, cer

2.25.1 Emeticky toxin

Emeticky toxin se skladd ze tfi opakovani ¢ty modifikovanych aminokyselin, které tvofi
kruhovou strukturu. Tento toxin je produkovan velkym enzymovym komplexem
S vice doménami, je vysoce hydrofobni a termostabilni (az 121 °C podobu 90 min).
Je aktivni vV pH rozmezi 2-11. Trypsinem nedochazi k jeho inaktivaci. Tento toxin vznika
pii dlouhodobém uchovavani potravin [5].
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2.2.5.2 Enterotoxiny

Diarhogenni enterotoxiny jsou obecné termolabilni a citlivé k u¢inku proteolytickych enzymd.
Do této skupiny fadime: hemolysin BL (HBL), nehemolyticky enterotoxin (Nhe),
cytotoxin K (cytK) a nove i enterotoxiny BceT a FM [5].

HBL se sklada z jedné slozky B a dvou slozek L (L1 a L2). VSechny tfi slozky jsou vysoce
heterogenni a vSechny tii jsou nutné pro maximalni aktivitu toxinu. Vytvaieji vzorec hemolyzy
charakterizovany pfitomnosti Cisté zoény a zdény nelplné hemolyzy na krevnim agaru.
Tato aktivita je nejvyssi v krvi morcat, prasat, telat, ovci, koz, kralik, clovéka a na poslednim
misté konti. Hemolysin BL je povaZzovan za duleZity virulen¢ni faktor [5].

Nehemolyticky enterotoxin je dal$im tfislozkovym toxinem, ktery je produkovan bakterii
B. cereus. Tento toxin je slozeny z podjednotek NheA, NheB a NheC. Bylo zjisténo,
ze NheB interaguje s receptorem hostitelské buiiky. Specificka role Nhe pii gastroenteritidé
vsak nebyla jasn¢ stanovena [5].

Cytotoxin K se tadi mezi toxiny, které¢ vytvareji pory. CytK se podili na propuknuti
nekrotické enteritidy a nasledkem je krvavy prujem [5].

Enterotoxin BeeT byl pivodné oznacovan jako enterotoxin T. Funkce BceT je v patogenezi
kontroverzni. Nékteré studie zastavaji ndzor, Ze ma tento toxin enterotoxickou aktivitu,
jiné studie to zpochybnuji [5].

Enterotoxin FM nebyl implikovan jako enterotoxin zodpovédny za vznik alimentarniho
onemocnéni, je vSak pfitomen U vétSiny kment B. cereus. Experimentalnébyla prokézana
zvysena vaskularni permeabilita, akumulace tekutin, pro mysi je tento toxin smrtelny [5].

2.2.5.3 Hemolysiny

Hemolysin I je také zndmy pod ndzvem cereolysin O (CLO). Jedna se o toxin,
ktery ma schopnost vazat cholesterol a tvofit pory. Jeho aktivita mize byt inhibovana
cholesterolem. Pfinos tohoto toxinu neni jinak blize objasnén [5].

Hemolysin II ozna¢ovany jako Hlyll, patii mezi toxiny, které tvoii kanaly a produkuje pory
S vnitinim primérem 1,5 — 2 nm a vné&j§im v rozmezi 68 nm [5].

Hemolysin III oznacovany jako HIyIII je toxin, ktery tvofi péry na membrané s primérem
pért 3 — 3,5 nm. Role tohoto toxinu v patogenezi neni znama [5].

Fosfolipazy jsou produkovéany bakterii B. cereus ve formé¢ dvou enzymi, a to fosfolipazy C,
ktera je znama také jako lecitinaza a je specifickda pro fosfatidylcholin (PC-PLC).
Druhym enzymem je fosfatidylinositol (PI-PLC). PC-PLC je enzym, ktery ma na svém
aktivnim misté tfi atomy zinku, ten pfispiva ke strukturnim a katalytickym vlastnostem enzymu.
Enzymy PC-PLC A PI-PLC hraji dtlezitou roli pfi infekcich dychacich cest, které vedou
k nekroze a krvaceni do tkani v dychacich cestach. Sfingomyelindza je enzym, ktery ma
na svém aktivnim misté¢ dva atomy hotciku [5].
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2.2.6 Detekce toxinu

2.2.6.1 Piimé metody

Nejpouzivanéj$imi metodami detekce diarhogennich enterotoxinu jsou testy ELISA a RPLA.
Reverzni pasivni latexova aglutinace je vhodna pro stanoveni diarhogennich enterotoxinti.
Dostupny BCET-RPLA test detekuje L> komponentu toxinu HBL [14].

Dalsi dostupny test, ktery vyrabi firma TECRA, funguje na principu sendvicové metody
ELISA. Tento test je uren pro detekci prijmového enterotoxinu, piesnéji komponenty A
(NheA). Vysledky tohoto testu je mozno ziskat béhem 4 hodin [14].

GLISA imunochromatograficky test je dal§i pfimou metodou, ktera slouzi k detekci
komponent NheB a Hbl-L2. V nejbéznéjsim provedeni se jedna o plosnou
imunochromatografii. Test se sklada z nitrocelul6zové membrany, na které jsou imobilizované
vazebné proteiny pro cilové detekované molekuly [1].

K detekci prijmovych toxinti se dale vyuzivda kombinace vysokoucinné kapalinové
chromatografie s detekci hmotnostni spektrometrii (HPLC — MS) [14].

2.2.6.2 Nepiimé metody

Obdobné jako u stanoveni stafylokokovych enterotoxinii se i zde, pro stanoveni gen,
které zodpovidaji za tvorbu toxinti, bézné pouziva metoda PCR. Emeticky toxin je kdédovan
cesgeny a jeho detekce byva zaloZzena na detekci genu cereulid syntetazy (cesB).
Nehemolytické enterotoxiny jsou kodovany geny nheA-nheC. U hemolysinu BL
se jedna o geny hblA (pro komponentu B), hbIC (pro komponentu L) a hblD (pro komponentu
L1). Metodou PCR mizeme ziskat informaci i o pfitomnosti genu cytK, ktery koduje
cytotoxin K nebo genu bceT, ktery koduje produkci enterotoxinu T [14].

2.2.7 Metoda PCR

Metoda polymerdzové ftetézové reakce je oznaCovana zkratkou PCR, kterd pochazi
z anglického Polymerase Chain Reaction. Tato metoda byla zavedena do praxe na konci
20. stoleti [43].

Detekce pomoci metody PCR je zalozena na sledovani ptitomnosti genii kodujicich tvorbu
toxini uvedenych v tabulce 4 a nabizi vysokou troven citlivosti a specifity. Metoda PCR
neodhaluje patogenitu kment. Detekci toxini pomoci metody PCR mize byt negativné
ovlivnéna pfitomnosti inhibitord v potravnich matricich, ztohoto diivodu je n¢kdy nutné
bakterialni bunky pied jejich analyzou oddélit [5].

2.2.7.1 Princip
Metoda PCR vyuziva enzym DNA-polymeraza, ktery opakované opisuje (amplifikuje)
vzorovou (templatovou) molekulu DNA. Syntézu §idi primery, jedna se o kratké
oligonukleotidy, které nasedaji na zacatek a konec kopirovaného tiseku DNA [14].
Mnohonasobné amplifikace je dosazeno tiemi kroky — denaturace, hybridizace a syntéza.
Denaturace probiha obvykle pfi teploté¢ 95 °C, kdy dochazi k denaturaci templatové DNA
v disledku rozruseni vodikovych mustki mezi jednotlivymi bazemi komplementarnich
nukleotidii a prechodu dvoufetézcové sroubovice DNA na 2 jednotfetézcové. Pii hybridizaci
se nejprve reakéni smés ochladi na teplotu piiblizné 50-60 °C. Poté dojde K navazani
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komplementarnich primertt na specifické misto. Tento proces se nazyva téz annaeling.
Dochazi k ohrani¢eni amplifikovaného tseku DNA zobou stran a je zabranéno vzniku
puvodni dvousroubovice. V posledni fazi, kterd se nazyva syntéza, nebo-li elongace,
dochdzi za pfitomnosti enzymu DNA-polymerdzy a zékladnich stavebnich kameni
DNA — nukleosidtrifosfatd, k prodluZzovani nov¢ vzniklého vlakna DNA podle ptivodni DNA.
Elongace probiha obvykle pfi teploté 72 °C [14].

Vsechny kroky se opakuji 25-35%. Pocet cykli by mél byt dostatecny pro nasyntetizovani
pozadovaného mnozstvi DNA. Proces amplifikace probiha v termocykleru — jedna se o piistroj,
ktery umoznuje nastavit cyklické stiidani teplot v reakéni smési v piesné definovanych
intervalech. K samotné detekci namnozenych usektt DNA je nejcastéji vyuzivana horizontalni
elektroforeticka separace Vv agarézovém gelu, ktery je nasledné obarven roztokem
ethidium bromidu, vizualizace se provadi pod UV svétlem [14].

Zakladni pojmy, které se vyuzivaji pii metodé PCR a nasledné detekci pii gelové
elektroforéze, jsou uvedeny a popsany v tabulce 5.

Tabulka 5: Zdkladni pojmy vyuzivané pri metodé PCR a jejich specifikace [14]

Zakladni pojmy | Popis

Reakéni smés, zajist'uje optimalni podminky pro pribéh reakce. Sklada
se z: koncentrovaného pracovniho pufru s Mg?* ionty (zajist'uji vhodné

Master mix .
podminky pro DNA-polymerazu), vlastni DNA-polymerazy, specifické
primery, PCR vody a templatovou DNA.

, DNA, ktera slozi jako $ablona pro syntézu novych fetézcii; koncentrace

Templat e x
priblizn¢€ 10 ng/ul.

DNA- Enzym, slouzi k syntéze nové DNA ve sméru 5'— 3" od mista navdzani

polymeraza primeru.

Primery Oligonukleotidy (obvykle 20-25 bazi), svou sekvenci odpovidaji DNA

templatu, vymezuji isek DNA, ktery ma byt pomnoZen.

Teplotni cyklator, zajistuje regulaci teploty pro dosazeni optimélnich

Termocykler
y podminek.

Velikostni standard; obsahuje rizné¢ dlouhé fragmenty DNA s piesné
Marker definovanym poctem paru bazi. Pouziva se k odhadu velikosti PCR
produktii na zdklad¢ pohyblivosti pii agardzové gelové elektroforéze.

2.2.7.2 Postup provedeni

Prvnim krokem v provedeni PCR je extrakce nukleonové kyseliny a jeji oddéleni od ostatnich
slozek. Kvalita izolované DNA rozhoduje o nasledném prubéhu PCR. Existuje fada extrakénich
a purifikacnich metod, kterymi se da ziskat DNA o rizné Cistote, integrit¢ a mnozstvi [14].

Nejjednodussim zpusobem izolace bakterialni DNA je lyza bakterialnich bunék varem.
Tento zplusob ziskdvani DNA jsem provadéla v laboratofi. Je dale blize popsan
v kapitole genotypova konfirmace izolata Bacillus cereus [14].
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Déle je mozné provést izolaci pomoci chelatacni iontoménicové pryskyftice. Izolace je
zaloZena na iontové vazbé molekuly DNA na nabity iontoméni€ v roztoku nebo na membrang,
promyti a uvolnéni DNA do roztoku. Jedna se o rychlou a rozsifenou metodu [14].

Jedna znejstarSich, ale stale pouzivanych metod je izolace DNA zaloZena
na fenol-chloroformové extrakci. Po smichani fenolu, chloroformu a lyzované buiky pomoci
lysozymu, SDS detergentu a proteinazy K a nasledné centrifugaci dojde k vytvotfeni dvou fazi.
Spodni faze je organicka, horni vodnd, ta obsahuje DNA a RNA. Fazové rozhrani je tvofeno
vysrazenymi proteiny. Jedna se o levnou metodu s vysSi a stabiln€j$i vytéznosti DNA,
neZ které poskytuji komeréné dostupné kity. Casové je tato metoda naro¢na, dalsi nevyhodou
je prace s fenolem a chloroformem [14].

V dnesni dob¢ se ¢asto vyuzivaji silikatové kolonky. Vyhodou je nenaro¢nost (pracovni
I Casova) a ziskdme pomérné Cistou DNA. Jedna se o metodu, ktera je zalozena na principu
afinitni chromatografie. DNA ma schopnost vazat se na silikatovy povrch, nachazi-li
se V pfitomnosti chaotropnich soli, DNA se uvolni po pouziti elu¢niho ¢inidla [14].

Metoda, kterd vyuziva naptiklad siran sodny, nebo chlorid sodny je tzv. technika vysolovani,
ktera je zaloZena na zméné rozpustnosti molekul DNA v zavislosti na zmén¢ koncentrace iontl
v roztoku [14].

2.2.7.3 Modifikace metody PCR

Béhem nékolika let vzniklo mnoho modifikaci PCR.

Mezi bézné pouzivanou modifikaci PCR patii mnohonasobna multiplex-PCR,
ktera umoznuje detekci vice genti soucasné. Master mix obsahuje pfislusny pocet part primert.
Tato metoda se ¢astou vyuziva pii detekei genti kodujicich stafylokokové enterotoxiny ¢i genti
rezistence [14].

Dals$i ¢asto vyuzivanou modifikaci této metody je real-time PCR, oznacovana zkratkou
gPCR. Tato metoda nam umoziuje ptimou detekci a kvantifikaci PCR produktu v prabehu celé
PCR reakce. VyuZiva se zde sledovani fluorescencéniho signélu, jeho intenzita je sniména
a analyzovana. Tato metoda je jednodussi a rychlejsi nez klasicka PCR metoda [14].

2.2.7.4 Vyuziti v mikrobiologii potravin

V oblasti mikrobiologie potravin ma metoda PCR Siroké uplatnéni. Vyuziva se k pomérné
rychlé detekci alimentdrnich patogent pifimo ze vzorkud. Vzorky Casto obsahuji jen malé
mnozstvi téchto mikroorganismi, proto je nutné jejich pomnoZeni. Pomoci PCR muzeme
prokéazat i mrtvé bakterie, také ji mizeme vyuzit pfi prikazu gent kodujicich rezistenci
k antimikrobialnim latkam, faktory virulence, atd [14].

2.2.8 Horizontalni gelova elektroforéza
Jak jiz bylo vySe zminéno, k vyhodnoceni vysledki PCR se velmi Casto vyuziva gelova
elektroforéza v agarézovém gelu [14].

Pripraveny gel se vklada do elektroforetické vany (gel musi byt umistén ve spravné orientaci,
aby elektroforéza prob&hla — vzorky musi byt umistény u katody) a je zality 0,5x TBE
(tris-EDTA-boratovym pufrem). Gel musi byt cely ponofen a hladina pufru by lehce méla
vystupovat nad povrch gelu. Do vytvofenych jamek se nanas$i malé mnozstvi PCR

18



amplifikované reak¢ni smési. Pokud neni vyuzita barevna polymeraza s vkladacim pufrem,
je nutné pied PCR produkt smichat s vkladacim pufrem v poméru 1:5. Vkladaci pufr obsahuje
stabiliza¢ni slozky a barvivo pro zviditelnéna migrace DNA v gelu. Do jedné jamky se nanasi
DNA marker. Rychlost migrace zavisi na molekulové hmotnosti [14].

Po ukonceni elektroforézy je gel obarven pomoci roztoku ethidium bromidu. Obarveny gel
se prohlizi na transiluminatoru pod UV svétlem a pozorujeme oranzovou fluorescenci.
Dalsi alternativou barveni produkti je latka Midori Green, kterda jiz podle nazvu
pod UV svétlem fluoreskuje zelené [14].
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3 Prakticka ¢ast

3.1 Material

3.1.1 Vzorky vanoéniho cukrovi

Piitomnost bakterii Staphylococcus aureus a Bacillus cereus byla sledovana ve vzorcich
vano¢niho cukrovi (drobné kusové cukraiské vyrobky), a to z domaci vyroby €i z trzni sité.
Celkem bylo odebrano 65 vzorki cukraiskych vyrobki, z tohoto mnozstvi pochédzi 60 vzorki,
tedy 92 %, z domaci vyroby a 5 vzorku, tedy 8 %, z trzni sité. VSechny vzorky z trzni sité
byly pe¢ené, u vzorki domaci vyroby bylo 11 vzorkd nepefenych a 49 vzorkd pecenych.
Jejich piehled je uveden v tabulce 6 a v tabulce 7.

Cukraiské vyrobky byly odebirany do sterilnich sackd za pomoci rukavic, aby nedoslo
ke kontaminaci vzorkd. Odebrané vzorky byly nasledné oznaéeny, popsany a zamrazeny.
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Tabulka 6. Pecené a nepecené cukrovi z domdci vyroby

Domaci vyroba

Pocet vzorku

Typ cukrovi Typ vzorku Celkovy P’odlev Napli
naplné
Pernicky 5 -
Vanilkové rohlicky 8 -
6 Marmelada
Linecké cukrovi 10 2 Nutella
2 Bez naplné
1 Puding, maslo
Ofechy 3 1 Cokoladovy krém
1 Maslovy krém
Moca 2 Kavovy krém
Trubicky 2 Maslovy krém
Mandlové rohlicky 1 -
Tlapky 1 -
Cukrovi s kakaem a kokosem 1 Marmelada
Séate¢ky plnéné ofechy 1 Oftechy
L. Kosic¢ek s ¢okoladou 1 Ofechovo-rumova
Pecené " N 1o
Kolecka s ofechy 1 Kakaovy krém
Rohli¢ky s ¢okoladou 1 Maslovy krém
Rohlicky 1 Maslovy krém s ofechy
Kornoutky 1 Karamelovy krém, ¢okolada
Ofechové tyCinky 1 -
Laskonky 1 Maslovy krém
Cigarety 1 Marmelada
Ovesné placky 1 -
Marokanky 1 -
Coko kokosky 1 Maslovy krém
Kokosky 1 -
Srdicka tlacena 1 Marmeléda
Ofechové hvézdicky 1 Marmelada
Biskupsky chlebicek 1 -
Tirolsky chlebicek 1 -
Kokosové kuli¢ky s kakaem 2 -
Kokosové kulicky 3 -
Oftechové kulicky 1 -
Nepecené 1 Citrénovo kokosovy
Suk 2 - -
1 Jable¢no kokosovy
Kmen ) 1 Jahodovy s pis’téciemi
1 Datlovy
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Tabulka 7: Pecené cukrovi z trzni sité

Trzni sit’
Pocet vzorki
Typ cukrovi Typ vzorku Podle Napli
Celkovy L.
naplné
Vanilkové rohlicky 1 -
Linecké cukrovi 1 Marmeldda
Pecené Cajové cukrovi 1 Marmelada
.. Krém, ¢okolada
Cajové cukrovi s kakaem 2 ;
Krém
3.1.2 Pristroje

Vahy BWL51 (Boeckel + Co (GmbH + Co), Hamburg, Némecko)

Kahan Fuego (WLD-TEC GmbH, Géttingen, Némecko)

Ttepacka OS-20 (Biosan, Riga, LotySsko)

Odstiedivka Z 233 M-2 (Herme laboratory technic, GmbH, Wehinger, Némecko)
Inkubator v suché lazni MD-01 (Major Science, USA)

Vortex MS1 Minishaker (IKA® Works, Inc., Wilmingtnon NC, USA)
Automatické mikropipety

Termocycler PTC-200 (MJ Research, Inc., Watertown, Massachusetts, USA)
Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu MP-300 N (Major Science, USA)
UV transluminator MUVB-15 (Ultra-Liim, Inc., Claremont, USA)

Pomiicky

Jednorazové sterilni pomucky

Plastové laboratorni pomucky

Standardni laboratorni sklo

Nuzky

Pinzety

Sterilni plastové sacky s filtrem pro stomacher
Mikrozkumavky Eppendorf

Chemikalie a roztoky

Ethanol (Penta s.r.0., Chrudim, Ceska republika)

Pufrovana peptonova voda (HiMedia Laboratories Pvtt. Ltd., Mumbai, Indie)
Fyziologicky roztok (Penta s.r.0., Chrudim, Ceska republika)

Ethidium bromid (Sigma-Aldrich, Inc., St. Luis, Montana, USA) — zasobni roztok
Agarosa (Serva Electrophoresis, GmbH, Heidelberg, Némecko)

TBE pufr (Duchefa, Haarlem, Holandsko)




3.1.5 Kultiva¢ni média

Mezi tradi¢ni metody detekce patii biochemické testy. Bakterie 1ze izolovat nanesenim
na selektivni, nebo diferencidlni médium obsahujici vajecny Zloutek a mannitol. Aktivita
lecitinazy se stanovi pozorovanim. Na miskach s agarem vajecného zloutku je pozorovana bila
srazenina, kterd obklopuje kolonie bakterie. U krevniho agaru je pozorovana hemolyticka
aktivita. Na takto pfipravenych pidach je mozZné stanovit poet spor — porovndvaji
se bakterialni kolonie, které byly vystaveny tepelnému Soku s koloniemi, které nebyly
vystaveny vysokym teplotam [5].

3.1.5.1 Baird-Parker agar

Jedna se o agar, ktery slouZi jako selektivni diagnosticka ptida pro izolaci, identifikaci a uréeni
poctu koagulaza-pozitivnich Staphylococcii z potravin [44].

-
-

Obrazek 1: Pripraveny Baird-Parker agar [45]

Pyruvat sodny, ktery je obsazeny v Baird-Parker agaru chrani poskozené buriky a napomaha
jejich zotaveni, podporuje selektivitu média vici Staphylococcus aureus. Teluri¢itan draselny
zpisobuje Cerné zbarveni kolonii koaguldza-pozitivnich stafylokoki, které pozorujeme.
Obsazeny vajecny zloutek slouzi k rozeznani lecitinazové aktivity, ktera je pozorovana
vznikem zoény projasnéni kolem kolonii (viz obrazek 2). Zoény projasnéni jsou typické
pro koagulaza-pozitivni stafylokoky [44].

typicka kolonie =

atypicka kolonie

Obrdzek 2: Smésna kultura - typické a atypické kolonie [45]

- Katalogové ¢islo M043
- pH se upravuje na 7,0 s moznou odchylkou 0,5 pii 25 °C a sterilizuje se v autoklavu
pii 121 °C po dobu 15 min
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- Po sterilizaci se agar ochladi na 45-50 °C, asepticky bylo ptfiddno 25 ml Zloutkové
emulze s teluri¢itanem draselnym (FD046 Egg Yolk Tellurite Emulsion).
- Ptipraveny agar byl rozlit do Petriho misek [46].

3.1.5.2 Mannitol Yolk Polymyxin B agar

Jednd se o klasickou metodu pouzivanou k identifikaci ¢lenti skupiny B. cereus. Zkracené
oznacovan jako MYP se skladd z mannitolu, vajecného zloutku a polymyxinu. Jedna se
0 médium, které bylo doporuceno jiz v roce 1967 pro vycet skupiny B. cereus v potravinach
[47].

Obrazek 3: Pripraveny Mannitol Yolk Polymyxine B agar [45]

Princip je zalozen na nedostatku mannitolu fermentace B. cereus a produkce lecitinazy
vétSinou kment skupiny B. cereus. Antibiotikum polymyxin B je pfidavan z ditvodu zamezeni
kontaminace jinymi mikroorganismy. Pozitivni kolonie se vyznauji rGzovym zbarvenim
a jsou obklopeny projasnénim [47].

Bacillus cereus

*

Precipitace \

mannitol pozitivni bakterie

Obrdazek 4: Smésna kultura - B. cereus a mannitol pozitivni bakterie [45]

Ptiprava:

- Katalogové ¢islo M1139 — agarovy zéklad, FD003 — selektivni suplement Polymyxin B,
FDO045 — Zloutkova emulze (HiMedia Laboratories Pvtt. Ltd., Mumbai, Indie).

- pH se upravuje na 7,1 s moznou odchylkou 0,2 pii 25 °C a sterilizuje se v autoklavu
pti 21 °C, 15 minut.

- Po sterilizaci se agar vychladi na 55 °C, asepticky byly pfidany 2 ml Polymyxinu B
(koncentrace 100 jednotek v mililitru) a 50 ml sterilni Zloutkové emulze.

- Takto pfipraveny agar se rozmicha a rozléva do Petriho misek.
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3.1.5.3 Krevni agar

Skrob obsazeny v krevnim agaru (KA) neutralizuje toxické metabolity, také slouzi jako zdroj
energie pro mikroorganismy, které produkuji alfa amyldzy. NaCl udrzuje osmotickou
rovnovahu. Krev je zdrojem rastového faktoru X (hemin), ktery je podstatny pro rust nékterych
patogennich mikroorganismu [48].

Obrazek 5: Pripraveny krevni agar [45]

Pozitivni kolonie drsnymi koloniemi Sedé barvy, kolem kolonii se vyskytuje zdéna
S-hemolyzy.

upina hemolyza s

Obrazek 6: Uplnd hemolyza krevniho agaru [45]

- Columbia Blood Agar 63784 (Bio-Rad, Marnes-la-Coquetta, Francie).
- Ready-to-use médium v Petriho miskach.

3.2 Metodika

3.2.1 lzolace Staphylococcus aureus a Bacillus cereus ze vzorka vano¢niho cukrovi

Z kazdého odebraného vzorku bylo odvazeno 25 g, bylo ptidano 225 ml pufrované peptonové
vody a provedena homogenizace na homogenizatoru peristaltického typu (stomacher). Vznikly
homogenat byl pfi teploté 37 °C inkubovan po dobu 16-20 hodin. Po provedeném pomnozeni
byly vzorky vyockovany na zivna média: Baird-Parker agar (B-P; S. aureus) a Mannitol Yolk
Polymyxine B agar (B. cereus). Naockované misky s MYP agarem byly inkubovany pfi teploté
30 °C po dobu 24 h, V piipadé B-P probéhla inkubace pfii teploté 37 °C po dobu 48 hodin.
Typické kolonie Staphylococcus aureus a Bacillus cereus pro kazdy vzorek byly
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subkultivovany, opét na totoznych zivnych médiich, pro ovéfeni Cistoty izolatt. Nasledovala
fenotypova konfirmace (viz niZe).

Suspektni izolaty Staphylococcus aureus a Bacillus cereus byly archivovany v glycerolovém
médiu a uchovavany pfi teploté -80 °C.

Obrdzek 8: Archivace Bacillus cereus a priprava k izolaci DNA
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3.2.2 Fenotypova konfirmace izolati Bacillus cereus

Jako prvni fenotypovy konfirmacni test byl pouzit rist kment na MYP agaru. Suspektni kolonie
vykazovaly ruzové zbarveni (nevyuziti mannitolu) a byly obklopeny rtizovou zéonou precipitace
(produkce lecithinazy).

Obrazek 9: Suspektni kolonie Bacillus cereus na MYP

Druhym fenotypovym konfirmacnim testem bylo hodnoceni tvorby uplné hemolyzy
na krevnim agaru. Izolaty z MYP agaru byly rozoc¢kovany sterilni bakteriologickou klickou
na krevni agar. Po inkubaci (30 °C, 24 h) byl pozorovan vznik uplné hemolyzy (f-hemolyza).

\J

Obrazek 10: Uplnd hemolyza okolo kolonii Bacillus cereus na krevnim agaru
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3.2.3 Fenotypova konfirmace izolata Staphylococcus aureus

Suspektni kolonie koagulazopozitivnich stafylokokd na Baird-Parker agaru vykazuji ¢erné
zbarveni, které¢ je zplsobeno pifitomnym teluri¢itanem draselnym. V nékterych piipadech
byly pozorovany zoény projasnéni kolem kolonii (lecitinazova aktivita). Ke konfirmaci

byly odebrany jak kolonie se zonou (typické kolonie), tak ¢erné kolonie bez zony projasnéni
(atypické kolonie).

Obrdazek 11:Suspektni kolonie Staphylococcus aureus na Baird-Parker agaru

Zakladni konfirmace spoc¢iva v provedeni aglutina¢niho testu (Staph Test Latex Reagent).
Aglutina¢ni test vyuziva latexové Castice senzibilizované fibrinogenem krali¢i plazmy. Pokud
ma testovany izolat stafylokoki vazanou koagulazu a/nebo protein A, dochazi po smichani
s testovacim latexem K viditelnému shlukovani (aglutinaci) [49].

Na testovaci destiCku byla nanesena jedna zhomogenizovana kapka latexové reagencie
a byla piidana testovana kultura S. aureus. Kultura byla rozettena v kapce reagencie tak,
aby vzniklo mlé¢né zakaleni. Karticka byla jemné naklapéna a smés byla pielévana po celé
testovaci oblasti. Do 2 minut bylo pozorovéano, zda dochézi k projasnéni suspenze a vzniku
bilych shluka [50].

3.2.4 Genotypova konfirmace a charakterizace izolata Bacillus cereus

Izolace bakterialni DNA byla provedena varem.

K ptfipravé suspenze bunck byla vyuzita kultura bakteridlniho kmene z krevniho agaru.
Sterilni bakteriologickou klickou byla odebrana c¢ast kolonie, kterda byla uvolnéna
do mikrozkumavky Eppendorf s 1 ml sterilniho fyziologického roztoku. Mikrozkumavky
s bakterialni suspenzi byly odstiedény 10 minut pii 11 000 rpm. Po odstiedéni
byly supernatanty slity. K sedimentu v mikrozkumavce bylo piidano 200 pl fyziologického
roztoku a nésledné byly zkumavky protfepany na vortexu, dokud nedoslo k uvolnéni sedimentu
do roztoku. Eppendorfky byly vlozeny do suché 1azn¢ a zahfivany na teplotu pfiblizného varu,
tedy 100 °C po dobu 20 min. Nésledné byly mikrozkumavky opét odstfedény po dobu 6 min
pii 12 000 rpm. Jako vzorek DNA byl vyuzit supernatant.
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3.2.4.1 Postup reakce PCR BC-01

Ke genotypové konfirmaci izolati B. cereus byla vyuzita metoda polymerdzové fetézové
reakce. PCR bylo zaloZzeno na detekci genu gyrB, ktery koduje podjednotku
B DNA-gyrasy [51]. Metoda byla koncipovana jako multiplex PCR, kdy soucasné
dochazelo k detekci genu kodujiciho produkci neribozomalni peptid syntetazy pro tvorbu
emetického toxinu — cereulidu [52]. V tabulce 8 je uvedeny pichled, v¢etné sekvenci, pouzitych
primert a inertni kontroly.

Tabulka 8: Prehled pouzitych primeri

. Produkt .
Primer Sekvence ) Zdroj
[base pairs]

BC1 5’ — ATT GGT GAC ACC GAT CAAACA -3’
gyrB 365 bp [51]
BC2 5 —~TCATAC GTATGG ATGTTATTC -3’

CERL | 5’ ATC ATA AAG GTG CGA ACA AGA — 3’
NRPS 188 bp [52]
CER2 | 5~ AAG ATC AAC CGA ATG CAA CTG — 3’

InKol | 5’ — GGA GGA AGG TGG GGA TGA CG — 3’
16SrRNA 241 bp [53]
InKo2 | 5’ — ATG GTG TGA CGG GCG GTG TG — 3’

Amplifikace (program BCEM-CER) probihala za nasledujicich podminek: pocate¢ni
denaturace 95 °C / 10 minut, vlastni amplifikace 30 cyklu (denaturace 94 °C / 1 minuta,
annaeling 54 °C / 1 minuta a extenze 72 °C / 1 minuta), zavére¢na extenze 72 °C / 5 minut.
Nasledné probihalo chlazeni pii 4 °C po dobu 2 hodin. Ziskané produkty byly analyzovany
gelovou elektroforézou v 2 % agar6zovém gelu, pii podminkach 100 V / 90 mA / 45 min.
Nasledné bylo provedeno barveni pomoci roztoku ethidium bromid a vizualizace oranzové
fluorescence pod UV lampou. Gen gyrB byl detekovan jako produkt o velikosti 365 bp.
Pfi negativni reakci byl pozorovan pouze produkt o velikosti 241 bp, ktery odpovida interni
kontrole. Gen pro emeticky toxin byl detekovan jako produkt o velikosti 188 bp.

Tabulka 9: Komponenty pro pripravu reakcni smési — reakce PCR BC-01

Reakéni smés
Objem [pl] Vyrobce
12,50 PPP Master Mix . N
Top-Bio s.r.o0., Praha, CR
7,00 PCR H,0O
1,00 Primer BC1
1,00 Primer BC2
0,50 Primer CER1 N
: GENERI BIOTECH s.r.o., Hradec Kralové, CR
0,50 Primer CER2
0,25 Primer InKol
0,25 Primer InKo2
2,00 DNA templat /
Celkovy objem [ul] 25,00
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Vyhodnoceni gelové elektroforézy — metody PCR BC 01 je popsano na obrazku 12.

365 bp — Bacillus cereus (druhova identifikace); gen — gyrB
241 bp — interni kontrola
188 bp — emeticky toxin, gen — cer

[doc. MVDr. Sarka Bursova, Ph.D.]

Obrazek 12: Vyhodnoceni gelové elektroforézy PCR BC 01

(13) nepotvrzeny B. cereus — jableény kokosovy suk, (14) potvrzeny B. cereus — kokosky,
(15) potvrzeny B. cereus s genem pro emeticky toxin — moca, (16) DNA marker 970-155
(Top-Bio s.r.o., Praha, CR)

3.2.4.2 Postup reakce PCR BC-02

Ke genotypové konfirmaci izolati B. cereus byla vyuzita metoda polymerdzové fetézové
reakce. PCR bylo zaloZzeno na detekci geni kddujicich produkci vybranych komponenti
hemolyzinu BL. Jednalo se o geny hblA (komponent B) a hblC (komponent L2). V tabulce 10
je uvedeny ptehled pouzitych primeri véetné jejich sekvenci.

Tabulka 10: Prehled pouzitych primerii

. Produkt .
Primer Sekvence ) Zdroj
[base pairs]
5’ -~ GCT AAT GTAGTT TCA CCT GTAGCAAC -
HBLA1 3
hblA 873 bp
5’ — AAT CAT GCC ACT GCG TGG ACA TAT AA —
HBLA2 54
30 [54]
bl HBLC-N 5’ — AAT AGG TAC AGA TGG AAC AGG -3
C 399
HBLC-C 5’-GGC TTT CAT CAGGTCATACTC-3

Amplifikace (program BCTOX1) probihala za nasledujicich podminek: pocatecni
denaturace 94 °C / 4 minuty, vlastni amplifikace 36 cykli (denaturace 94 °C /% minuty,
annaeling 62,5 °C /1 minuta a extenze 72 °C /1 minuta), zavére¢na extenze 72 °C /7 minut.
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Nasledné probihalo chlazeni pfi 4 °C podobu 1 hodiny. Ziskané produkty byly analyzovany
gelovou elektroforézou za pfitomnosti 2 % agardzového gelu, pii podminkach
120 VV /90 mA / 45 min. Nasledné bylo provedeno barveni pomoci roztoku ethidium bromid
a vizualizace fluorescence pod UV lampou. Gen hblA byl detekovan jako produkt o velikosti
873 bp. Gen hblC byl detekovan jako produkt o velikosti 399 bp.

Pro tento postup byla pfipravena reakéni smés o sloZeni, které je uvedeno v tabulce 11.

Tabulka 11: Komponenty pro pripravu reakcni smési — postup PCR BC-02

Reakéni smés
Objem [pl] Vyrobce
12,5 PPP Master Mix ) .
Top-Bio s.r.o0., Praha, CR
8,5 PCR H20
0,4 Primer HBLA1
0,4 Primer HBLA2 "
: GENERI BIOTECH s.r.o., Hradec Kralové, CR
0,6 Primer HBLC-N
0,6 Primer HBLC-C
2,0 DNA templat /
Celkovy objem [ul] 25,0

Vyhodnoceni gelové elektroforézy — metody PCR BC 02 je vysvétleno na nasledujicim
obrazku 13.

873 bp — gen hblA

399 bp — gen hbIC

[doc. MVDr. Sarka Bursova, Ph.D.]
Obrazek 13: Vyhodnoceni gelové elektroforéezy PCR BC 02

(14) B. cereus — hblA, hblC — vanilkové rohlicky, (15) B. cereus — hblA, hblC — kosicek
s &okoladou, (16) DNA marker 970-155 (Top-Bio s.r.o., Praha, CR)
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3.2.4.3 Postup reakce PCR BC-03

Ke genotypové konfirmaci izolati B. cereus byla vyuzita metoda polymerdzové fetézové
reakce. PCR bylo zalozeno na detekci genti kodujicich produkci komplexu nehemolytickych
enterotoxind bakterie B. cereus. Jednalo se o geny nheA (komponent A) a nheC (komponent C).
V tabulce 12 je uvedeny piehled pouzitych primert v¢etné jejich sekvenci.

Tabulka 12: Prehled pouzitych primerii

Produkt
Primer Sekvence ! . Zdroj
[base pairs]
nheA344S 5’ —TAC GCT AAG GAG GGG CA-%
nheA 499 bp [55]
nheA843A 5’-GTTTTTATT GCT TCATCG GCT -3’
NCF 5’—TGG ATT CCAAGATGTAACG-3
nheC 683 bp [56]
NCR 5’ ATT ACGACTTCTGCT TGTGC -3’

Amplifikace (program BC-TOX2) probihala za nasledujicich podminek: pocate¢ni
denaturace 94 °C /2 minuty, vlastni amplifikace 35 cyklt (denaturace 94 °C /1 minuta,
annaeling 54 °C /1 minuta a extenze 72 °C /2 minuty), zavérecna extenze 72 °C /5 minut.
Nasledné probihalo chlazeni pti 4 °C podobu 1 hodiny. Ziskané produkty byly analyzovany
gelovou elektroforézou za pfitomnosti 2 % agarézového gelu, pifi podminkach
120 V /90 mA / 45 min. Nasledné bylo provedeno barveni pomoci roztoku ethidium bromid
a vizualizace fluorescence pod UV lampou. Gen nheC byl detekovan jako produkt o velikosti
683 bp. Gen nheA byl detekovan jako produkt o velikosti 499 bp.

Pro tento postup byla pfipravena reakéni smés o sloZeni, které je uvedeno v tabulce 13.

Tabulka 13: Komponenty pro pripravu reakcni smési — postup PCR BC-03

Reakéni smés
Objem [pl] Vyrobce
12,5 PPP Master Mix . N
Top-Bio s.r.o., Praha, CR
8,5 PCR H20
0,5 Primer nheA344S
0,5 Primer nheA843A N
) GENERI BIOTECH s.r.o0., Hradec Kralové, CR
0,5 Primer NCF
0,5 Primer NCR
2,0 DNA templat /
Celkovy objem [ul] 25,0

Vyhodnoceni gelové elektroforézy — PCR BC 03 je zobrazeno na nasledujicim obrazku 14.
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13 14 15 16

683 bp — gen nheC
499 bp — gen nheA

[doc. MVDr. Sarka Bursova, Ph.D.]

Obrazek 14: Vyhodnoceni gelové elektroforézy PCR BC 03

(13) nepotvrzeny B. cereus — jableény kokosovy suk, (14) B. cereus — nheA — kokosky,
(15) B. cereus — nheA, nheC — moca, (16) DNA marker 970-155 (Top-Bio s.r.o., Praha, CR)

3.2.4.4 Postup reakce PCR BC-04

Ke genotypové konfirmaci izolati B. cereus byla vyuzita metoda polymerdzové fetézové
reakce. PCR bylo zalozeno na detekei geni nheB (komponent B komplexu nehemolytickych
enterotoxini) a hblD (komponent L1 hemolyzinu). V tabulce 14 je uvedeny piehled pouzitych
primert vcetné jejich sekvenci.

Tabulka 14: Prehled pouzitych primerii

Produkt

Primer Sekvence . Zdroj
[base pairs]
NBF 5°—TTT AGT AGT GGATCT GTACGC -3’
nheB 743 bp [56]
NBR 5 -TTAATGTTCGTT AATCCTGC -3’
HBLD-N 5°—AAT CAAGAG CTGTCACGAAT -3’
hbID 439 bp [54]
HBLD-C 5>~ CACCAATTG ACCATGCTAAT -3

Amplifikace (program BC-TOX2) probihala za nasledujicich podminek: pocate¢ni
denaturace 94 °C /2 minuty, vlastni amplifikace 35 cykld (denaturace 94 °C /1 minuta,
annaeling 54 °C /1 minuta a extenze 72 °C /2 minuty), zavérecna extenze 72 °C /5 minut.
Nasledné probihalo chlazeni pii 4 °C podobu 1 hodiny. Ziskané produkty byly analyzovany
gelovou elektroforézou za pfitomnosti 2 % agarézového gelu, pifi podminkach
120 V / 90 mA /45 min. Nasledn¢ bylo provedeno barveni pomoci roztoku ethidium bromid
a vizualizace fluorescence pod UV lampou. Gen nheB byl detekovan jako produkt o velikosti
743 bp. Gen hblD byl detekovan jako produkt o velikosti 439 bp.
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Pro tento postup byla pfipravena reakéni smés o slozeni, které je uvedeno v tabulce 15.

Tabulka 15: Komponenty pro pripravu reakcni smési — postup PCR BC-04

Reak¢ni smés
Objem [pl] Vyrobce
12,5 PPP Master Mix . N
Top-Bio s.r.0., Praha, CR
8,5 PCR H20
0,5 Primer NBF
0,5 Primer NBR .
: GENERI BIOTECH s.r.0., Hradec Kralové, CR
0,5 Primer HBDL-N
0,5 Primer HBLD-C
2,0 DNA templat /
Celkovy objem [ul] 25,0

Vyhodnoceni gelové elektroforézy — PCR BC 04 je uvedeno na obrazku 15.

743 bp — gen nheB
439 bp — gen hbID

[doc. MVDr. Sarka Bursova, Ph.D.]
Obrdazek 15: Vyhodnoceni gelové elektroforézy PCR BC 04

(14) B. cereus — nheB, hblD — kokosky, (15) B. cereus — nheB — moca, (16) DNA marker
970-155 (Top-Bio s.r.0., Praha, CR)

3.2.5 Genotypova konfirmace a charakterizace izolata Staphylococcus aureus

3.2.5.1 Postup reakce PCR MRSA

Ke genotypové konfirmaci izolatd S. aureus byla vyuZita metoda polymerazové fetézové
reakce. PCR bylo zaloZeno na detekci genu SA a mecA. Pouzité primery jsou uvedeny
v tabulce 16.
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Tabulka 16: Prehled pouzitych primerii

. Produkt .
Primer Sekvence . Zdroj
[base pairs]
4421 5~ AAT CCT TGT CGG TAC ACG ATATTC
TTCACG -3’
SA 108 bp [57]
4422 5’ — CGT AAT GAG ATT TCA GTA GAT AAT
ACAACA-3
P4 5>~ TCCAGATTACAACTTCACCAGG-%
mecA 162 bp [58]
P7 5>~ CCACTTCATATCTTIGTAACG-3
InKol 5’ — GGA GGA AGGTGG GGATGACG-%
16SrRNA 241 bp [53]
InKo2 5’-ATGGTGTGACGGGCGGTG TG -3

Amplifikace (program MRSA) probihala za nasledujicich podminek: pocate¢ni denaturace
94 °C / 5 minut, vlastni amplifikace 30 cykla (denaturace 94 °C / 0,5 minuty, annaeling 59 °C
/ 1 minuta a extenze 72 °C / 1 minuta), zdvérecna extenze 72 °C / 10 minut. Ziskané produkty
byly analyzovany gelovou -elektroforézou v 2 % agar6zovém gelu, pifi podminkach
120 V /40 min. Nasledné bylo provedeno barveni pomoci roztoku ethidium bromid
a vizualizace fluorescence pod UV lampou. Gen SA byl detekovan jako produkt o velikosti
108 bp. Pti negativni reakci byl pozorovan pouze produkt o velikosti 241 bp, ktery odpovida
interni kontrole. Gen mecA byl detekovan jako produkt o velikosti 162 bp.

Pro tento postup byla pfipravena reak¢éni smés o slozeni, které je uvedeno v tabulce 17.

Tabulka 17: Komponenty pro pripravu reakéni smési — metoda MRSA

Reakéni smés

Objem [pl] Vyrobce
12,50 PPP Master Mix . .
Top-Bio s.r.o., Praha, CR
6,00 PCR H,0
1,00 Primer SA 442-1
1,00 Primer SA 442-2
1,00 Primer mecA P4 .
) GENERI BIOTECH s.r.o., Hradec Kralové, CR
1,00 Primer mecA P7
0,25 Primer InKo1l
0,25 Primer InKo2
2,00 DNA templat /
Celkovy objem [pl] 25,00

3.2.5.2 Postup reakce PCR SES1

Ke genotypové konfirmaci izolati S. aureus byla vyuzita metoda polymerazové fetézové
reakce. PCR bylo zalozeno na detekci genii sed, see, seg, seh a sei.
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Tabulka 18: Prehled pouzitych primerii

. Produkt .
Primer Sekvence ) Zdroj
[base pairs]
1 5~ GTG GTG AAATAG ATAGGACTGC-3
Sed 384 bp
2 5~ ATATGAAGGTGCTCTGTGG -3’
See 1 5°—~TAC CAATTAACT TGT GGATAGAC -3 170 b
2 5’—CTCTTT GCACCTTACCGC-3 P
1 5’-CGTCTCCACCTGTTGAAGG-3
Seg 327 bp [59]
2 5’—CCAAGTGATTGT CTATTGTCG -3’
1 5’-CAACTGCTGATT TAGCTCAG -3
Seh 360 bp
2 5’-GTCGAATGA GTAATCTCT AGG-%
Sei 1 5>~ CAACTCGAATTTTCAACAGGTAC-3 465 b
2 5’—~CAGGCAGTCCATCTCCTIG-% P

Amplifikace (program SES1) probihala za nasledujicich podminek: pocate¢ni denaturace
95 °C / 10 minut, vlastni amplifikace 15 cyklt (denaturace 95 °C / 1 minuta, annaeling
64 °C / 45 sekund a extenze 72 °C / 1 minuta) a 20 cykla (denaturace 95 °C / 1 minuta,
annaeling 56 °C / 45 sekund a extenze 72 °C / 1 minuta), zavéreéna extenze 72 °C / 10 minut.
Ziskané produkty byly analyzovany gelovou elektroforézou v 2 % agarézovém gelu,
pii podminkach 120 V / 40 min. Nasledné¢ bylo provedeno barveni pomoci roztoku
ethidium bromid a vizualizace fluorescence pod UV lampou. Geny byly detekovan
jako produkty o urcité velikosti, které jsou popsany v tabulce 18.

Pro tento postup byla pfipravena reakéni smés o sloZeni, které je uvedeno v tabulce 19.

Tabulka 19: Komponenty pro pripravu reakcni smési — metoda SES1

Reak¢ni smés
Objem [pl] Vyrobce
10,00 QIAGEN Multiplex Oiagen, Hilden, Germany
5,50 PCR H20 Top-Bio s.r.0., Praha, CR
) GENERI BIOTECH s.r.o.,
0,75 Vsechny primery L
Hradec Kralové, CR
2,00 DNA templat /
Celkovy objem [pl] 25,0

3.2.5.3 Postup reakce PCR SES2
PCR bylo zalozeno na detekci gent Sea, seb-sec, sec, seh a sej.
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Tabulka 20: Prehled pouzitych primerii

. Produkt .
Primer Sekvence ) Zdroj
[base pairs]
cen 1 5°-GCA GGG AACAGCTTTAGGC-% 520 b
2 5’ —GTT CTG TAG AAG TAT GAAACACG -3 P
1 5’ ACATGT AAT TTT GATATT CGCACT G -3’
seb-sec 667 bp
2 5’ —-TGC AGG CAT CATGTCATACCA-3
1 5’ —CTT GTATGT ATG GAG GAATAACAA -3’
sec 283 bp [59]
2 5’ —TGC AGG CAT CAT ATCATACCA-3
seh 1 5’-CAACTGCTGATTTAGCTCAG -3 360 b
2 5’-~GTC GAATGA GTAATCTCT AGG -3 P
i 1 5~ CAT CAG AACTGT TGT TCC GCT AG -3’ 142b
: 2 5~ CTGAATTTT ACCATC AAAGGTAC-3’ P

Amplifikace (program SES2) probihala za nasledujicich podminek: pocate¢ni denaturace
95 °C / 10 minut, vlastni amplifikace 15 cyklt (denaturace 95 °C / 1 minuta, annaeling
68 °C / 45 sekund a extenze 72 °C / 1 minuta) a 20 cyklu (denaturace 95 °C / 1 minuta,
annaeling 60 °C / 45 sekund a extenze 72 °C / 1 minuta), zavére¢na extenze 72 °C / 10 minut.
Ziskané produkty byly analyzovany gelovou elektroforézou v 2 % agarézovém gelu,
pii podminkach 120 V / 40 min. Nasledné¢ bylo provedeno barveni pomoci roztoku
ethidium bromid a vizualizace fluorescence pod UV lampou. Geny byly detekovan

jako produkty o urcité velikosti, které jsou popsany v tabulce 20.
Pro tento postup byla pfipravena reak¢éni smés o slozeni, které je uvedeno v tabulce 21.

Tabulka 21: Komponenty pro pripravu reakcni smési — metoda SES2

Reak¢ni smés
Objem [pl] Vyrobce
10,00 QIAGEN Multiplex Oiagen, Hilden, Germany
5,50 PCR H20 Top-Bio s.r.o., Praha, CR
. GENERI BIOTECH s.r.0.,
0,75 Vsechny primery .
Hradec Kralové, CR
2,00 DNA templat /
Celkovy objem [ul] 25,0




4 Vysledky a diskuse

V prvni ¢asti prace jsme se zamé&fily na zhodnoceni vyskytu sledovanych bakterii ze vzorki
vanocniho cukrovi. Vzorky byly zpracovany kultivaénimi metodami. Kvalitativni stanoveni
bylo zamé&feno na prikaz pfitomnosti nebo absence bakterie B. cereus a S. aureus v navazenych
vzorcich.

V druhé ¢asti jsme se zaméfily na genotypovou identifikaci a typizaci suspektnich izolatt
B. cereus a S. aureus pomoci metody polymerazové fetézové reakce.

4.1 Vyskyt bakterie Bacillus cereus

Z celkového poctu 65 vzorki byly suspektni izolaty B. cereus zachyceny u 54 vzorki (tj. 83 %).
B. cereus nebyl fenotypové prokdzan u 11 vzorkli véno¢niho cukrovi (tj. 17 %).
Z 54 suspektnich vzorkt je 47 vzorki pecenych (tj. 87 % z celkového poctu pe¢eného cukrovi)
a 7 nepecenych vzorku (tj. 64 % z celkového poctu nepeceného cukrovi). Celkem bylo ziskano
62 fenotypoveé suspektnich izolatl. Vyhodnoceni vyskytu a zastoupeni miizeme pozorovat
v grafu 1.
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Graf 1: Vyskyt B. cereus ve vzorcich vanocniho cukrovi, zastoupeni peceného a nepeceného
cukrovi

V tabulce 22 mizeme pozorovat, ze z celkového poctu 65 odebranych vzorka (tj. 100 %)
je 54 vzorku pecenych (tj. 83 % z celkového poctu odebranych vzorkt) a 11 vzorkii nepecenych
(tj. 17 % z celkového poctu odebranych vzorkit).
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Z téchto dat vyplyva, Ze i ptesto, Ze cukrovi bylo tepeln¢ zpracovano, bakterie B. cereus
muze témto vysokym teplotdm odolat (tento zavér vSak neni Upln€ piesny, dalSimi faktory
pro vneseni bakterie je dalsi podil ruéni prace po upeceni vzorku — naplné, zdobeni, slazeni
a podobng).

Z celkového poctu 54 fenotypove pozitivnich vzorkl je 32 vzorki, které dale po upeceni
(21 ks) nebo pouze po rucni pripravé za studena (11 ks) podlehly dalsimu kontaktu s rukama
cukréfe.

Tabulka 22: Srovndni zastoupeni pecenych a nepecenych vzorkii

Vzorky Odebrané Suspektni
Pocet 65 (100 %) 54 (83 %)
Typ cukrovi Pecené Nepecené Pecené Nepecené
Pocet 54 (83 %) 11 (17 %) 47 (87 %) 7 (64 %)

4.2 Vyskyt bakterie Staphylococcus aureus

Obdobneé jako u bakterie B. cereus jsme se v prvni ¢asti praktické prace zaméfily na zhodnoceni
poctu pozitivnich vzorki testovaného vano¢niho cukrovi. Z celkového poctu 65 vzorku
bylo vyhodnoceno 20 vzorkt jako podezielé na ptitomnost S. aureus (tj. 31 %) (viz graf 2).
Celkem bylo ziskano 22 fenotypové suspektnich izolatu.

Z celkového poctu fenotypove suspektnich vzorki (tj. 20 vzorkl) je 18 vzorkil peenych
a 2 nepecené.
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Graf 2: Vyskyt S. aureus ve vzorcich vanocniho cukrovi, zastoupeni peceného a nepeceného
cukrovi
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V porovnani s procentudlnim zastoupenim pfitomnosti bakterie B. cereus a S. aureus
muzeme fict, ze bakterie S. aureus se vyskytuje ve vanoc¢nim cukrovi v mnohem mensim
mnozstvi nez pravé zminéna bakterie B. cereus.

Z celkového poctu 20 podezielych vzork bylo 19 wvzorkli vanoéniho cukrovi
dale zpracovavano (dalsi vliv ru¢ni prace a mozné kontaminace).

Tabulka 23: Srovndni zastoupeni pecenych a nepecenych vzorkii

Vzorky Odebrané Suspektni
Pocet 65 (100 %) 20 (31 %)
Typ cukrovi Pecené Nepecené Pecené Nepecené
Polet 54 (83 %) 11 (17 %) 18 (33 %) 2 (18 %)

4.3 Genotypova konfirmace bakterie Bacillus cereus

U ziskanych fenotypové suspektnich izolati byla provedena genotypova konfirmace.
Pouze u 8 vzorki (tj. 15 %) z celkového poctu 54 vzorkd nebyla metodou PCR potvrzena
pritomnost bakterie B. cereus.

V nasledujicim grafu 3 muzeme pozorovat, ze z 62 fenotypové suspektnich izolatt
(izolovanych z 54 vzorki) byla genotypové stanovena bakterie B. cereus u 51 izolatd, tedy u
82 % (tj. 46 vzorkl). Na zaklad¢ genotypové konfirmace lze konstatovat, ze pozitivnich na
vyskyt bakterie B. cereus bylo 71 % testovanych vzorkd.

Emeticky toxin byl prokézan u 4 izolatd, zbylych 47 izolati bylo ur¢eno jako diarhogenni.

Pro maximalni aktivitu hemolyzinu BL a nehemolytického toxinu je nutné, aby mél dany
kmen geny pro produkei vSech tii podjednotek. Pro produkci hemolyzinu BL se jedna o geny
hblA, hbIC a hbID. Pro produkci nehemolytickych toxini hovofime o genech nheA, nheB a
nheC. U vsech emetickych kmend byla soucasné detekovana i ptitomnost vSech 3 geni pro
tvorbu Nhe (nheA-nheC). U 33 diarhogennich kmenti byla pozorovana piitomnost gent pro
tvorbu Hbl i Nhe, 14 kmenti vykazovalo pouze pritomnost genti pro tvorbu Nhe (z toho 6 kment
obsahovalo geny nheA-nheC, u zbylych 8 kmenti néktery z genti chybél).

Zdrojem spor B. cereus mize byt mimo jiné mouka [62]. Ze stanovenych vysledkd mizu
tuto skuteCnost potvrdit. Mouka je u vétSiny cukrovi hlavni surovinou, pokud je tedy
kontaminovana sporami, mtize byt zdrojem toxigennich kment B. cereus.
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Graf 3: Zastoupeni genotypové pozitivnich izolatii s emetickym a diarhogennim toxinem
Z celkového poctu fenotypove suspektnich izolatu

V grafu 4 je uvedena cetnost vyskytu bakterie B. cereus u vano¢niho cukrovi,
které bylo ziskano z trzni sité, kdy veskeré cukrovi bylo tepelné zpracovano. V grafu mizeme
vidét, Ze veskeré odebrané vzorky byly kontaminovany bakterii B. cereus.

U 4 diarhogennich kment byly pozorovany geny pro tvorbu Hbl i Nhe, u zbylych 2 kmeni
byly pozorovany nékteré geny nheA-nheC.

OFenotypove suspektni izolaty

Podet izolata
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(diarhogenni toxin)

0

Graf 4: Zastoupeni genotypove pozitivnich izolatii ze ziskanych fenotypové suspektnich izolatu
z komercné dostupné trzni site

V grafu 5 je znazornéna shoda fenotypové a genotypové konfirmace u ziskanych izolatd
B. cereus (n = 62).
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U nepeceného cukrovi bylo z 8 fenotypové suspektnich izolati genotypové potvrzeno
5 z nich. Vzdy se jednalo o bakterii B. cereus s pfitomnym diarhogennim toxinem. U 2 kmeni
byly prokazany geny pro tvorbu Hbl i Nhe, u zbyvajicich 3 kmeny byly prokazany pouze geny
pro tvorbu Nhe (1kmen obsahoval vSechny tii geny nheA-nheC, zbyvajici 2 kmeny
neobsahovaly jeden gen z fady nheA-nheC).

V piipad¢ domaciho peceného vano¢niho cukrovi bylo fenotypové suspektnich 48 izolat,
ztoho 40 izolatd (tj. 83 %) bylo genotypové potvrzeno. Pritomnost genu pro produkci
emetického toxinu byla potvrzena u 4 izolatd, a to soucasné s geny nheA-nheC. Zbylych
36 izolatu bylo diarhogennich, z toho u 27 izolatl byly soucasné detekovany geny pro produkci
Nhe i Hbl. 9 izolatd neslo geny pouze pro produkci Nhe, u 5 z nich byly detekovany vSechny
téi sledované geny nheA-nheC.
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Graf 5: Zastoupeni genotypové pozitivnich izolati ze ziskanych fenotypové suspektnich izolati
Z domacich vyrobkii — pecené i nepecené cukrovi

4.4 Genotypova konfirmace bakterie Staphylococcus aureus

Genotypova konfirmace byla provedena u fenotypové suspektnich izolati. Z celkového poctu
22 suspektnich izolati byla metodou PCR bakterie S. aureus potvrzena pouze u 4 izolatd
(. 18 %). VSechny vzorky s prokdzanou pfitomnosti této bakterie byly vzorky pecené,
které byly po upeceni opét ruéné¢ zpracovavany — promazavany, obalovany v cukru.
Nejvice zastoupené cukrovi s pfitomnosti bakterie S. aureus bylo linecké cukrovi, jednalo se
0 2 vzorky, déle se jednalo o ofechové hvézdi¢ky s marmelddou a vanilkové rohlicky.

U pozitivnich izolath byla dale stanovena pfitomnost gent kodujicich produkcei
stafylokokovych enterotoxind. Pouze u jednoho vzorku z lineckého cukrovi, byly stanoveny
geny sea a seg, ostatni 3 izolaty byly vyhodnoceny jako netoxigenni.

Zajimavym zjiSt€nim je skutecnost, ze ze vSech vzorkl s potvrzenym vyskytem S. aureus
byly soucasné izolovany také enterotoxigenni kmeny B. cereus nesouci geny pro produkci
enterotoxind Hbl a Nhe.
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Celkem bylo odebrano 5 vzorkli vanoc¢niho cukrovi z trzni sit€, narozdil od bakterie
B. cereus, ktera byla prokazana u vSech vzorkd, S. aureus nebyl prokazan u zadného vzorku.

Pouze u jednoho izolatu byly detekovany geny pro tvorbu stafylokokovych enterotoxind,
konkrétn¢ se jednalo o geny seA a seG. Z celkového poctu 65 vzorkt hovotime o prevalenci
1,5 %.

Na vyskyt bakterii S. aureus v pekatskych a cukratskych vyrobcich poukazuje fada studii.
Naptiklad v Turecku byly enterotoxigenni kmeny S. aureus izolovany u 0,32 % z celkového
poctu 309 cukrovinek, medu a pekaiskych vyrobku, jednalo se o kmeny produkujici enterotoxin
SED [61].

Naproti tomu v dalsi studii nebyla u 65 vzorku (jednalo se o suroviny potiebné pro vyrobu
cukraiskych vyrobku jako cukr, mouka, maslo, vejce, korpusy, krémy) pfitomnost S. aureus
prokazana [62].

ZnaSich vysledkd jednoznaéné vyplyva, ze vyskyt S. aureus v drobnych kusovych
cukrarskych vyrobcich neni pfili§ Casty. Vzhledem k tomu, Ze se ve vSech ptipadech jednalo
0 pecené vyrobky lze predpokladat, ze hlavnim zdrojem kontaminace byla nasledna manipulace
s vyrobky po upeceni. V souvislosti s potvrzenym vyskytem toxigenniho kmene lze usuzovat,
Ze 1 tyto vyrobky mohou piedstavovat za urcitych okolnosti potenciélni riziko pro konzumenty.
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S5 Zavér

Staphylococcus aureus je piirozenym mikroorganismem lidského a zviteciho t&la. Casto byva
spojovan s infekcemi, které mohou mit u nemocnych osob fatilni néasledky. Za rizikové,
sohledem na mozny vznik alimentirni intoxikace, jsou povaZovany mimo jiné vyrobky
s vysokym podilem ru¢ni prace.

Z 65 vySetfenych vzorkil vano¢niho cukrovi byly u cca tfetiny z nich (31 %) detekovany
fenotypove suspektni izolaty S. aureus. Genotypove byl vSak vyskyt S. aureus potvrzen pouze
u 4 vzorki, ve vsech ptfipadech se jednalo o vzorky peceného, ale néasledn¢ upravovaného
cukrovi. Z jednoho vzorku byl izolovan toxigenni kmen nesouci geny pro tvorbu
stafylokokového enterotoxinu typu A a G.

B. cereus je casto izolovan zrlznych potravin rostlinného i zivociSného plivodu.
Po konzumaci kontaminovanych potravin miuze dojit ke vzniku alimentarniho onemocnéni
dvojiho typu — emeticky nebo prijmovy syndrom.

Z celkového mnozstvi 65 vzorkt vanocniho cukrovi byly fenotypové suspektni izolaty
B. cereus detekovany u 54 vzorkl (83 %), z toho 47 vzorkl bylo tepelné upraveno a 7 vzorkt
neproslo tepelnou Upravou. U 48 vzorkl (71 %) byl vyskyt B. cereus nasledné potvrzen
I genotypove.

Z celkového poctu 51 potvrzenych izolati B. cereus byl gen pro produkci emetického toxinu
detekovan u 4 izolati, tyto kmeny soucasné nesly geny pro produkci Nhe. U 33 diarhogennich
kmeni byla pozorovéana piitomnost genti pro tvorbu Hbl i Nhe, 14 kment vykazovalo pouze
ptfitomnost genti pro tvorbu Nhe.

Na zéklad¢ dosazenych vysledkil 1ze konstatovat, Ze vano¢ni cukrovi z domaci vyroby i trzni
sit¢ neni vyznamnym zdrojem toxigennich kment S. aureus. Na druhou stranu potvrzeny
zachyt enterotoxigenniho kmene naznacuje, ze tyto produkty nelze povazovat za zcela
bezpecné. Oproti tomu lze uvedené vyrobky oznacit za potencidlni rezervoar toxigennich
kmeni B cereus. Vyssi riziko je zejména u vyrobku, které jsou po upeceni dale rucné
upravovany.
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Seznam pouzitych zkratek a symboli

S. aureus Staphylococcus aureus

B. cereus Bacillus cereus

PCR Polymerazova fetézova reakce

NaCl Chlorid sodny

MYP Mannitol Yolk Polymyxin B agar

BP Baird-Parker agar

KA Krevni agar

SEs Stafylokokové enterotoxiny

HPLC Vysokoucinné kapalinova chromatografie

hbl Hemolyzinu BL

hblA Gen pro tvorbu hemolyzinu BL — komponenta B

hbIC Gen pro tvorbu hemolyzinu BL — komponenta L»

hblD Gen pro tvorbu hemolyzinu BL — komponenta L

nhe Diarhogenni enterotoxin

nheA Gen pro tvorbu diarhogenniho enterotoxinu — komponenta A
nheB Gen pro tvorbu diarhogenniho enterotoxinu — komponenta B

nheC Gen pro tvorbu diarhogenniho enterotoxinu — komponenta C



