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Mikrobiologicka kvalita jedlého hmyzu v zavislosti na
teploté odchovu

Souhrn

Vzhledem ke stile rostouci svétové populaci roste 1 zdjem o vyuzivani hmyzu jako
alternativniho zdroje zivin pro lidskou vyzivu predevsim diky jeho nutricnim vlastnostem, ale
také z hlediska environmentdlniho. Hmyz obsahuje nutricné cenné latky a pro sviij vysoky
obsah bilkovin je povazovan za jejich kvalitni alternativni zdroj. Nicméné, kromé téchto
cennych latek miize obsahovat alergeny, toxiny a patogenni mikroorganismy.

Tato diplomova prace se zabyva vlivem teploty odchovu jedlého hmyzu na jeho
mikrobiologickou kvalitu. Vybranym druhem hmyzu byl potemnik mouény (Tenebrio molitor),
ktery byl odchovan v kontrolovanych podminkach pii teplotach 22 °C a 25 °C. Cilem této prace
bylo stanovit po¢ty mikroorganismi a identifikovat vybrané izolaty pomoci kultivaénich metod
a MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie u obou odchovt.

Bylo zjisténo, Ze teplota odchovu statisticky vyznamné ovliviiuje rust celkovych pocti
aerobnich mikroorganismt (P < 0,05) a enterokokti (P < 0,01). U zbylych testovanych
mikroorganismi se mnozstvi narostlych kolonii v zavislosti na teplot¢ odchovu liSilo pouze
statisticky nevyznamné (P > 0,05). Celkovy pocet aerobnich mikroorganismi v larvach
potemnika mou¢ného pfi teploté odchovu 22 °C ¢inil 7,93 + 0,11 log KTJ/g, zatimco u teploty
25 °C 7,32 +£ 0,59 log KTJ/g. Celkovy pocet anaerobnich mikroorganismii klesl ze
7,63+ 0,10 log KTJ/g (22 °C) na 6,98 + 0,93 log KTJ/g (25 °C). Rod Bacillus spp. ptedstavoval
u teploty odchovu pii 22 °C 4,03 + 0,62 log KTJ/g, naproti tomu u 25 °C 3,69 + 0,46 log KTJ/g.
Pocet kolonii rodu Enterococcus spp. byl stanoven na 6,89 + 0,06 log KTJ/g pfti teploté odchovu
22 °C, kdezto pti 25 °C klesl na 5,84 + 0,61 log KTJ/g. U obou skupin nebyl zaznamenan vyskyt
patogennich bakterii Salmonella spp. a E. coli, avsak byla zjisténa ptitomnost Clostridium spp.
Po vyhodnoceni identifikace pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie bylo prokazéano,
ze teplota odchovu ovliviiuje bakterialni diverzitu. Ve vzorcich hmyzu chovaném pii1 22 °C
byly identifikovany rody Lactococcus a Enterococcus. Naopak tomu bylo u vzorki hmyzu
odchovaném pfi teplot¢ 25 °C, kdy doslo k identifikaci rodt Acinetobacter, Bacillus,
Enterobacter, Enterococcus a Proteus.

Z nami ziskanych vysledkd vyplyva, teplota odchovu ma ¢astecny vliv na druhovou skladbu
I pocet nékterych skupin mikroorganismi. Zaroven bylo prokazano, ze hmyz muze byt
rezervoarem potencialné patogennich bakterii roda Bacillus a Clostridium. Pfitomnost zejména
téchto sporulujicich bakterii by méla byt predmétem dalsiho vyzkumu.

Klic¢ova slova: jedly hmyz, bakterie, vyziva ¢loveka, bezpecnost potravin



Microbiological quality of edible insect in relation to
rearing temperature

Summary

Due to growing global population, the interest in use of edible insect as an alternative source of
nutrients is rising, primarily due to their nutritional properties, but also an from enviromental
point of view. Edible insect contains important nutrients and thanks to their high protein content
are considered as a good alternative source of protein. However, in addition to these valuable
substances, the insects may contain allergens, toxins and/or pathogenic microorganisms.

The present thesis evaluates the impact of temperature on microbial quality of edible insects.
The selected insect species was mealworm larvae (Tenebrio molitor), which were reared under
controlled conditions at 22 °C and 25 °CThe counts of microorganisms were analyzed by
cultivation methods and identified by MALDI-TOF mass spectrometry.

The results have shown that the rearing temperature significantly affects the counts of total
aerobic bacteria (P < 0,05) and enterococci (P < 0,01). The counts of remaining tested groups
of bacteria, differed only statisticallnon-significantly (P > 0,05). The counts of total aerobic
microorganisms in mealworm at reared temperature of 22 °C were 7,93 + 0,11 log CFU/qg,
while at 25 °C were 7,32 + 0,59 log CFU/g. The total counts of anaerobic microorganisms
decreased from 7,63 + 0,10 log CFU/g (22 °C) to 6,98 + 0,93 log CFU/g (25 °C). Genus
Bacillus represented at 22 °C 4,03 + 0,62 log CFU/g and at 25 °C 3,69 + 0,46 log CFU/g. Counts
of Enterococcus spp. colonies at 22 °C were 6,89 + 0,06 log CFU/g and dropped at 25 °C to
584 + 0,61 log CFU/g. There were no pathogenic microorganisms of Salmonella spp.
and E. coli detected. However, the presence of Clostridium spp. was discovered.

Identification by MALDI-TOF mass spectrometry demonstrated that the rearing temperature
has impact of bacterial diversity. The genera of Lactococcus and Enterococcus were identified
as most abundant in samples at rearing temperature of 22 °C. In contrast, at 25 °C the genera
of Acinetobacter, Bacillus, Enterobacter, Enterococcus and Proteus were identified as most
abundant.

The results show that rearing temperature has partial impact on genus and species composition
and their abundance. Alongside it has been proved that insect can be a resevoir of potentially
pathogenic microorganisms of Bacillus spp. and Clostridim spp. The presence of these spore—
forming bacteria should be the subject of further research.

Keywords: edible insect, bacteria, human nutrition, food safety
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1 UVOD

Z demografického odhadt vime, Ze do roku 2050 bude na svété kolem deviti miliard lidi.
Vzhledem k takto pfibyvajici populaci ubyva zemédélské pudy, ktera navic ztraci svou kvalitu
a udrzitelnost. Diky nadmérnému lovu ve svétovych oceanech dochazi k rapidnimu snizovani
rybi populace, a to se zménami Klimatu a nedostatkem vody muze mit velké dasledky na
produkci potravin. I diky témto skute¢nostem roste poptavka po novych zdrojich potravy.
Jednim z té€chto zdroji mize byt hmyz, ktery je jiz po staleti v mnoha zemich vyuzivan jako
potravina. Jedly hmyz obsahuje nutri¢né cenné latky, které mohou byt vyuzity ve vyzivé
Clovéka. Ve spousté zemi je konzumace hmyzu velice popularni a oblibena. Hmyz je
konzumovan v mnoha formach — syrovy, smazeny, prazeny nebo je ve formé prasku pridavan
do pekarenskych vyrobku ¢i v této dobé velice popularnich proteinovych ty¢inek. Pfi chovu
hmyzu pro lidskou spotiebu v kontrolovanych podminkach a pii jeho zpracovani je podstatné
dodrzovani dulezitych opatieni. Podle Evropského Gfadu pro bezpecnost potravin mohou pii
jeho konzumaci vznikat urcita rizika, ktera maji negativni vliv na zdravi ¢lovéka. Mezi velice
diskutovanymi tématy je mikrobiologicka kvalita jedlého hmyzu a moznost, jak ji ovlivnit.
Jednim z téchto vlivii by mohla byt okolni teplota pfi odchovu. V této praci se budeme zabyvat,
zda ma tento parametr vliv na mikrobiotu hmyzu jak z kvalitativniho, tak z kvantitativniho
hlediska.



2 VEDECKA HYPOTEZA A CILE PRACE

2.1 Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo ovéfit, zda ma teplota vliv na bakterialni mnozstvi a diverzitu
Vv jedlém hmyzu v zavislosti na teploté odchovu.

2.2 Hypotéza

Teplota bude mit vliv na mnozstvi a riznorodost bakterii v jedlém hmyzu.



3 PREHLED LITERATURY

3.1 Hmyz jako potrava

Vyuzivani hmyzu jako potraviny je odborné znamé pod terminem entomofagie. Pochazi
z feckého slova ,,éntomon*, které doslova znamena ,,rozdéleni na segmenty* a ,,phagein®, coz
ptedstavuje proces stravovani (Dunkel & Payne 2016). Mnoho zvifat, jako jsou plazi nebo
ptaci jsou entomofagni, stejné je tak tomu i u hmyzu. Obecné je vSak tento termin pouzivan
v souvislosti s lidskou vyzivou. V posledni dobé se mulzeme setkat i snové
zavedenym terminem antropoentomofagie, ktery se vztahuje na pouziti hmyzu nebo z nich
vytvorenych produktii vyhradné pro lidskou vyzivu (Costa-Neto & Dunkel 2016).

3.1.1 Historie konzumace hmyzu

Hmyz hral daleko vétsi roli v kulturnich déjinach lidstva, nez je obecné uznavano. V nejstarsich
civilizacich najdeme zminku o pouziti hmyzu od zakladnich potieb, jako jsou potraviny a 1é¢iva
az po aplikaci v kosmetice, estetice, nabozenstvi nebo védé (Bodenheimer 1951).

Jeden z nejstarSich spojeni ¢lovéka s hmyzem je jeho vyuziti jako potravy. Spotfeba hmyzu
lidmi je historicky a geograficky starym, rozsifenym jevem (Costa-Neto & Dunkel 2016). Na
zéklad¢é archeologickych a fosilnich nalez hral hmyz vyznamnou roli jiz ve stravé ranych
hominidu. Dokazuje to i nalez ve Francii v departementu Ariége, kde byla nalezena bizoni kost,
na které byla kromanonskym ¢lovékem vyfezana kobylka (Troglophilus spp.) (Obrazek 1) a to
pred vice nez 10000 lety (Bellés 1997). Existuje dokonce dtikaz, ze n€které prvni nastroje byly
vyvinuty pro ziskani termiti z termitisté¢ (Dunkel & Payne 2016).

Obrazek 1 Fotografie bizoni kosti, na které byla kromaiionskym ¢lovékem vyfezana kobylka
(Troglophilus spp.) (Di Russo & Shordoni 1998).



Pisemné zminky o entomofagii se objevuji také v nejstarSich Cinskych kronikatrskych
zaznamech, mexickych kodexech, kronikach pfirodovédci a na starém papyru starobylého
Egypta (Costa-Neto & Dunkel 2016). Praxe jist hmyz je rovnéz citovana v nabozenské
literatuie — v kiest’anské, zidovské a islamské. Bible hovoii o kobylkéach jako o potravé jak ve
Starém, tak v Novém zakoné, kde je popisovano, Zze pokrmem Jana Kititele byly kobylky a lesni
med, nejspiSe s odkazem na poustni kobylku Schistocerca gregaria. V islamské tradici je
nékolik odkazii na pojidani kobylek, mravenci, v$i a termiti (Van Huis et al. 2013; Costa-Neto
& Dunkel 2016). Zidovska literatura zaroveti odkazuje na pfijeti entomofagie, a to ve formé
konzumace koSer kobylky. Tato tradice pfeZila pouze v ¢astech severni Afriky (Kemenczei et
al. 2016).

3.1.2 Soucasna konzumace hmyzu ve svété

V soucasné dobé€ je vyuziti hmyzu jako potravniho zdroje pfijiméno a praktikovdno mnoha
kulturami po celém svété a je odhadovano, ze hraje hlavni roli ve stravé dvou milionu lidi,
Z nichz vétSina se nachazi na jizni polokouli (Nonaka 2009; Dunkel&Payne 2016). Existuje
| fada vyzkumu, které podporuji hmyz jako alternativni zdroj bilkovin spole¢né s rostlinnymi
zdroji a produkty tzv. bunééného zemédélstvil. Diky nimz se entomofigie rozsifuje do
rozvinutych zemi s konvek¢ni Zivoc¢iSnou vyrobou, coz zaroven slibuje lepsi budouci
potravinovy systém (Sexton et al. 2019).

Konzumované tady hmyzu

Brouci I 659
Motyli I 36
Blanokiidli . 321
Rovnokiidli HE 0/
Polokiidli . 37
Vazky mE 61
Termiti = 59
Dvouktidli mmm 37
Svabi mmm 37
Ostatni . 60
0 100 200 300 400 500 600 700

Graf 1 Pocet celosvétoveé konzumovanych druhtt hmyzu (Karas et al. 2019).

Mezi miliony druhti hmyzu je celosvétoveé konzumovano asi 2111 druhtt hmyzu (Graf 1), z toho
547 druhti v Mexiku (Siemianowska et al. 2013). Mezi nejcastéj$i konzumované druhy patii

Vedecké vyzkumy zabyvajici se hledanim novych alternativnich zdroja bilkovin. Zamé&fuje se na produkci
zemé&délskych produktt pomoci molekularni biologie, tkafiového inZenyrstvi a biotechnologie.



fady brouci (Coleoptera), motyli (Lepidoptera) a blanokiidli (Hymenoptera) (Kara$ et al.
2019). Historie spotfeby hmyzu je velice bohata, hlavné v Africe, Asii, Americe a Australii.
VétSina hmyzu je konzumovana v chudych zemich, kde je nedostatek vyzivnych potravin
(Siemianowska et al. 2013).

3.1.2.1 Afrika

Hmyz lze hojné nalézt na celém africkém kontinentu a pro mnoha africkych obyvatel se tak
stava dulezitym zdrojem potravy (Van Huis et al. 2013).

Dle Kitsa (1989) je v hlavnim mésté Demokratické republiky Kongo v Kinshase spotiebovano
zhruba 96 tun housenek ro¢n¢. Housenky zde konzumuje asi 70 % z 8 milioni obyvatel
Kinshasy, a to nejen kvuli jejich nutricnimu sloZeni, ale hlavné kviili chuti.

V subsaharské Africe je konzumovano ptiblizné 250 druhi hmyzu. Mezi nejvice konzumovany
fad patti motyli (Lepidoptera), ktery zaujima az 30 % ze spotiebovaného hmyzu. Dale jsou to
fady rovnoktidli (Orthoptera) az 29 %, lomenokiidli (Cleoptera) 19% aze22 %
spotiebovaného hmyzu tvoii fady termiti (Isoptera), stejnokiidli (Homoptera), blanokiidli
(Hymenoptera), plostice (Heteroptera), dvouk#idli (Diptera) a vazky (Odonata) (van Huis
2003).

V oblastech vychodni a jizni Afriky je jako bézny zdroj potravy uvadéna kobylka (Ruspolia
differens). Hlavné v oblasti Viktoriina jezera, kde jsou kobylky znamé pod pojmem ,,nsenene
a jsou povazovany za delikatesu (Huis et al. 2013). Z divodu modernizace v 18. a 19. stoleti
doslo ve vychodni Africe ke kulturnimu potlaceni domorodych kmeni a jejich zvykl obyvateli
zapadnich zemi. Kvili tomu doslo v téchto oblastech k ¢aste¢nému potlaceni entomofagie (Van
Huis et al. 2013).

3.1.2.2 Latinskid Amerika

Na americkém kontinentu jsou pouze jen nékteré zeme jako Kolumbie, Mexiko nebo Brazilie,
které uznavaji entomofagii jako tisiciletou praxi (Maria et al. 2017). V téchto oblastech je
nejvice oblibena larva brouka Rhynchophorus ferrugineus znama pod oznacenim ,,palm
weevil“ (Obrazek 2). Tyto larvy jsou proslulé svoji lahodnou chuti, a to diky vysokému obsahu
tuku (Costa-Neto & Dunkel 2016). V Mexiku poptavka po jedlém hmyzu neustale roste, a to
jak na doméci, tak i na mezindrodni Grovni. Mezi komercializovany a vyznamny druh hmyzu
je zde povazovana larva no¢niho motyla Comadia redtenbacheri. Ta je znama i tim, Ze je
ptidavana do destilovaného alkoholového napoje vyrabéného z agave — mezcal (Hernandez-
Flores et al. 2015).

3.1.2.3 Asie a Tichomoii

Pouziti hmyzu v oblasti Asie a Tichomoii ma dlouholetou historii. Jedna se zde o jednu
z tradi¢nich snadno dostupnych a vyzivnych potravin (Adamkova et al. 2017). V soucasné dob¢
se Vv této oblasti stal sbér hmyzu dal$im zdrojem piijmu (Van Huis et al. 2013).

Japonska, Cinska, vietnamska a thajska kuchyné patii mezi nejpopularnéjsi na svété. Tyto
kultury zahrnuji tradi¢né pokrmy vyhradné zjedlého hmyzu a mistnimi obyvateli jsou
povazovany za lahtidku (Dunkel & Payne 2016). V soucasnosti je v Thajsku pies 20 000



cvrccich farem, které zasobuji venkov i mésto. I pfes zménu zdejsi kultury doSlo na tomto Gizemi
k zachovéni entomofagie, a to navzdory pfichodu ,,V}'Ivoj éf'ﬁ“ ze zépadniho svéta \Y Japonsku
prodavany hmyz larvy bource moruSového (Bombyx mori) a véeli plod (Costa-Neto & Dunkel
2016).

Mezi australskymi domorodymi kmeny jsou nejvice oblibené tzv. ,,witchetty grubs®, coz je
mistni oznaéeni pro velké bilé larvy brouka Endoxyla Ieucomochla které se Zivi dfevem J edné
a déti. Dalsi vyhledavanou lahtidkou jsou mravenci rodu Myrmecocystus, kteti jsou znami pod
terminem ,,honeypot ants“. Tito medovi mravenci jsou konzumovany ptedevsim pro svoji
sladkou chut’ (Costa-Neto & Dunkel 2016).

3.1.2.4 Zapadni civilizace

Vyuziti hmyzu se v evropském potravinaiském pramyslu objevuje jen ziidka(Schliiter et al.
2016). Béhem neolitu se z oblasti tzv. urodného pulmésice (1zemi dne$niho Egypta, Turecka,
Iraku, Jordanska, Syrie, Izraele a Libanonu) rozsitilo zemédé€lstvi a domestikace zvifat i rostlin
do oblasti Evropy. Nejvice cennymi druhy volné Zijicich zZivocichi byli velci bylozravci
a vSezravci, kteti se v tehdejSi dobé hojn€ v této oblasti vyskytovali. Tato zvifata pfinasela
nejen znaéné mnozstvi masa, ale 1 kizi, vinu, mlé¢né vyrobky nebo pomoc pii zeméedélstvi.
Diky uzitec¢nosti téchto zvifat se domestikace hmyzu (kromé vcel) nerozsitila, protoze hmyz
nemohl nabidnout stejné vyhody. Z tohoto diivodu doslo v Evrop¢ ke ztrat¢ zajmu o hmyz jako
potravinu, nez je tomu V jinych ¢astech Zemé (Van Huis et al. 2013).
V soucasnosti je v§ak hmyz pfedmétem rostouciho zajmu jako alternativniho zdroje potravin
(Schliiter et al. 2016). Evropsky ufad pro bezpecnost potravin (EFSA) proto vydal védecké
stanovisko ,,Rizikovy profil tykajici se produkce a spotieby hmyzu jako potraviny a krmiva“.
V této zpravé zvetejiiuje seznam druhti hmyzu, u kterych bylo zjiSténo, Ze maji nejvéetsi
potencidl vyuziti jako potraviny a krmiva v Evropé¢:

1. moucha domaci (Musca domestica);
moucha branénka (Hermetia illucens);
potemnik mouc¢ny (Tenebrio molitor);
potemnik brazilsky (Zophobas atratus);
potemnik stajovy (Alphitobius diaperinus);
zavije¢ voskovy (Galleria mellonella);
zavije¢ maly (Achroia grisella);
bourec morusovy (Bombyx mori);
cvréek domaci (Acheta domesticus);
10 cvrcek kratkoktidli (Gryllodessigillatus);
11. sarance stéhovava (Locusta migratoria);
12. saranCe americka (Schistocerca americana) (Karas et al. 2019).
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Nékolik evropskych zemi, jako je Belgie, Nizozemi nebo Svycarsko, prohlasilo, ze zatne
s produkci a spotiebou nekterych druht jedlého hmyzu. V roce 2015 fetézec supermarkett
v Nizozemsku s vice nez 500 obchody zacal s prodejem hamburgeri, fizk a nugget, které



obsahuji asi 16 % mouky z larev potemnika mou¢ného (Tenebrio molitor). V Nizozemi lze
hmyz zakoupit i v supermarketech nebo objednat na internetu, ackoliv ceny za tyto produkty
jsou stale pomérné vysoké, v priméru 18,33 dolarti (zhruba 413 K¢) za 30g porci (Dunkel
&Payne 2016; Van Huis 2016). V soucasné dobé prodava 13 britskych firem hmyz
V neochuceném, kofenéném nebo kandovaném stavu, vcetné obtich opékanych mravencu
a cvréka (Dunkel & Payne 2016). Rovnéz byly vyrobeny fady knih o vafeni, které obsahuji
recepty hmyzu z celého svéta nebo s mistnim hmyzem (Van Huis 2016).

V severni Americe neni hmyz jesté zcela zahrnout do pravidelné stravy spotiebitelt (van der
Fels-Klerx et al. 2018). Nicméné v USA byl zaveden vyvoj produktd za pouziti cvrcka —
proteinové ty¢inky, cvr¢¢i mouka a susenky (Van Huis 2016). Cvrcei mouka je zde komeréné
dostupna jiz od konce roku 2013 (Dunkel & Payne 2016).

Ovsem pro zapadni civilizaci jsou potraviny z hmyzu nebo jedly hmyz jako takovy stale
neobvyklé a nevhodné, hlavné z etického hlediska (House 2018). Vétsina téchto obyvatel ma
spojenou konzumaci hmyzu se znechucenim a primitivnim chovanim, coz vyrazné ovliviiuje
stravovaci navyky (Van Huis et al. 2013). Bylo v$ak zaznamenano, Ze v poslednich péti letech
se za¢ina nazor, ze hmyz je ,,néco nechutného a primitivniho* v USA, Kanad¢ a Evropé pomalu
meénit (Costa-Neto & Dunkel 2016).

3.1.3 Nutri¢ni aspekty jedlého hmyzu

Vyzivna hodnota hmyzu miize byt velice riznorodd. Vzdy zéalezi na druhu hmyzu, stadia
vyvoje, chovu (teplota, vlihkost) a vyzivé (Kemenczei et al. 2016). Stejné jako u vétSiny potravin
ovlivituje nutriéni sloZeni i zptisob ptipravy hmyzu (smazeni, vateni, suseni) (Van Huis et al.
2013). Obecné lze vsak fici, Ze je hmyz velice bohaty na obsah zivin (Schliiter et al. 2016).

3.1.3.1 Proteiny

Proteiny piestavuji v jedlém hmyzu hlavni makro nutriéni slozku (Rumpold & Schliiter 2013).
V nékterych piipadech je obsah proteini daleko vy$$i v porovnani s jinymi zivo¢iSnymi
produkty jako je veptové, hovézi nebo dribezi maso (Schliiter et al. 2016). Mnoho druht hmyzu
je tvoteno piiblizné ze 60 % bilkovinami (Van Huis 2016). V Tabulce 1 je pro srovnani uveden
obsah proteinu jednotlivych fadi hmyzu. Bessa et al. (2017) uvadi, Zze 100 g suSeného hmyziho
masa obsahuje 148 % doporuc¢ené denni davky bilkovin pro dosp€lého ¢lovéka (pii 50
g/kg/den). Stravitelnost bilkovin je velmi variabilni, ¢astecné proto, Ze je ¢ast aminokyselin
vazéana na chitin, polysacharid a slozku exoskeletu hmyzu (Van Huis 2016). Proteiny nalezené
u vétSiny druhtt hmyzu jsou vysoce kvalitni a obsahuji esencidlni aminokyseliny, které
odpovidaji referenénim normam stanovenymi Organizaci pro vyzivu a zemédélstvi (FAO)
a Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO) (Payne et al. 2016). Bylo ovSem zji$téno, ze
bilkoviny z larvy bource morusového vykazovaly niz$i kvalitu proteinti nez kasein (Rumpold
& Schliiter 2013). 1 pfes to hmyz spliiuje poZadavky WHO pro aminokyseliny s vysokymi
hodnotami fenylalaninu, tyrosinu, tryptofanu, lysinu a threoninu, zejména hmyz z fadu
Orthoptera (Schliiter et al. 2016).



Tabulka 1 Srovnani procentualniho zastoupeni proteinu v jednotlivych fadech jedlého hmyzu
(Van Huis et al. 2013).

Rad Stadium vyvoje Obsah proteinu (%)
Lomenokiidli (Coleoptera) Dospélec, larva 23 - 66
Motyli (Lepidoptera) Kukla, larva 14 - 68
Poloktidli (Hemiptera) Dospélec, larva 42 - 74
Stejnokiidli (Homoptera) Dospélec, larva, vajicko 45 - 57
Blanoktidli (Hymenoptera) Dospélec, kukla, larva, vajicko 13-77
Vazky (Odonata) Dospélec, nymfa 46 - 65
Rovnokf#idli (Orthoptera) Dospélec, nymfa 23 - 65
3.1.3.2 Lipidy

Lipidy pfedstavuji druhou nejvétsi ¢ast nutricniho slozeni hmyzu. Jejich obsah se pohybuje
v rozmezi od 4,6 — 73,9 g tuku na 100 g susenych larev rizného druhu hmyzu (Bessa et al.
2017). Uvadi se, Ze v larvalnich stadii hmyzu je zastoupeni tuku obecné vyssi, nez ve stadiu
dospélce (Rumpold & Schliiter 2013). Podle van Huise et al. (2016) ptedstavuje podil lipidi
v susiné larvy druhu Rhynchophorus ferrugineus 67 %, coz je vyssi nez u béznych potravin,
jako je hovézi a dribezi maso nebo vejce a mléko. Nejvyssi mnozstvi tuku je obsazeno
v housence rodu Paraneritatri angularis, a to 77,00 % - 77,13 % (v sus$iné¢) (Rumpold &
Schliiter 2013). Z dalSich analyz vyplyvé, Ze hmyz obsahuje zna¢né mnoZstvi nenasycenych
mastnych kyselin, srovnatelnym s dribezim masem. Zaroven obsahuje vysoké zastoupeni
esencialnich omega-6 a omega-3 masnych kyselin (Bessa et al. 2017).

Stejné jako slozeni mastnych kyselin se obsah cholesterolu u hmyzu lisi podle jejich stravy.
Rumpold & Schliiter (2013) popisuji studii obsahu cholesterolu na 100 g vzorku (Cerstvé
hmotnosti) hmyzu shroméazdéného v Thajsku. Uvedli, ze nejvyssi obsah cholesterolu se
nachazel ve cvré¢ku domacim (105 mg / 100 g), bombajské kobylce (Patangas uccincta) (66 mg
/ 100 g) a brouka z ¢eledi vrubounoviti (Scarabaeidae) (56 mg / 100 g). Naproti tomu 100 g
Cerstvych vajec obsahuje 372 mg cholesterolu. To je vice nez tikrat tolik cholesterolu vici
zminovanému hmyzu.

3.1.3.3 Sacharidy

Kromé¢ bilkovin a lipidi obsahuje 1 velké mnozstvi sacharida a to ve formé vlakniny
(Kemenczei et al. 2016). Jak jiz bylo uvedeno vySe, vSechny druhy hmyzu obsahuji
polysacharidovy chitin, polymer N-acetyl-D-glukosamin, jako soucast exoskeletu (Krishnan et
al. 2014). Obsah chitinu se pohybuje v rozmezi od 2,7 mg do 49,8 mg na kg ¢erstvého hmyzu.
Chitin je fazen mezi vlakninu, ktera je ¢lovékem nestravitelna. Avsak v tropickych zemich, kde
je hmyz pravidelné konzumovan, je aktivita chitinazy vysoka. V zapadnich zemich bohuzel
chitin ve straveé chybi, a proto je aktivita chitinazy nizka (Van Huis et al. 2013).



3.1.3.4 Mikronutrienty

Obsah mineralnich latek se od jednotlivych druhti hmyzu vyrazné 1isi. Vétsina hmyzu obsahuje
malo vapniku z divodu nemineralizovaného exoskeletu (Van Huis 2016). Vyjimku tvoii larvy
mouchy domaci (Musca domestica), jejichz podil vapniku tvoii 2010 mg/ 100 g suSiny. Ostatni
jedlé druhy hmyzu doporucenou denni davku vapniku pro dospélé nespliuji (Rumpold &
Schliiter 2013). Naproti tomu bylo zaznamenano vysoké mnozstvi zinku a zeleza u cvrckd,
termitu, tarantuli a housenek (Van Huis 2016). U cvrckt analyza prokazala také vysoky obsah
sodiku, manganu, fosforu a drasliku (Mlcek et al. 2014). Dalsi mineralni latky obsahlé ve
hmyzu jsou selen, méd’ a hoi¢ik (Kemenczei et al. 2016). Rumpold & Schliiter (2016) udavaji,
7e brouci z fadu polok¥idli (Hemiptera) a rovnokiidli (Orthoptera) jsou obzvlast’ bohati na
obsah hot¢iku. Nicméné je zapotiebi vice studii, které by pojednéavaly o biologické dostupnosti
mineralnich latek z hmyzu pro ¢lovéka (Van Huis 2016).

Z vitamind jsou nejvice zastoupeny vitaminy skupiny B (riboflavin, biotin, kyselina listova
a kyselina pantothenova), vitamin A, D, E a C (Kemenczei et al. 2016; Van Huis 2016).

3.1.4 Technologicka tiprava jedlého hmyzu

Navzdory nékterym piipadiim konzumace syrového hmyzu, je hmyz obvykle konzumovan jiz
tepeln¢ upraveny. V tradi¢ni entmofagii je jedly hmyz upravovan vafenim, praZzenim nebo
smazenim. Stejn¢ jako u jinych druhd potravin je tepelna Uprava piinosna diky eliminaci
nékterych patogennich mikroorganismi. Zadouci je také u nékterych jedovatych druht hmyzu,
kde dochazi tepelnou upravou k inaktivaci jejich jedu (Grabowski et al. 2018). Nicméné tepelna
Uprava miZe negativné ovlivnit nutricni hodnotu hmyzu, hlavn€ ztratu néckterych
termolabilnich vitamin®i a mineralnich latek (Caparros Megido et al. 2018).

V tropickych zemich je obycejné konzumovan cely tepeln€ upraveny hmyz a je zde povazovan
za lahidku. Zapadni spotiebitelé vSak davaji prednost produktiim, kde neni hmyzi ptisada
viditelna. Mezi typické technologické Upravy patii mleti hmyzu na mouku, extrakce proteint,
tuku nebo chitinu (Karas et al. 2019).

3.1.5 Benefity konzumace jedlého hmyzu

3.1.5.1 Vliv na zdravi ¢lovéka

Pro svilij cenny obsah nutricnich latek ma spotieba hmyzu pfiznivy vliv na nase zdravi.
Z hypotéz Costa-Neto & Dunkel (2016) vyplyva, ze by hmyz mohl byt cennou funkéni
potravinou. Byla totiz prokazana existence imunologickych, analgetickych, antibakterialnich,
diuretickych, anestetickych a antirevmatickych vlastnosti v télech hmyzu. To by mohlo mit
pfiznivy U€inek na nase zdravi a v boji proti onemocnéni.

Gessner et al. (2019) uvedli studii, kde byl zkouman t¢inek konzumace hmyzu na hladinu lipidia
v Krvi. Z vyzkumu vyplynulo, ze doslo k jejimu vyraznému snizeni u hyperlipidemickych
potkanil, a to diky profilu aminokyselin. Yoon et al. (2015) uvedl, Ze po podavani larev
japonského nosorozika (Allomyrina dichotoma) mysim trpicich obezitou doslo ke snizeni
viscelarniho tuku. Tyto studie by mohly mit farmaceuticky potencial ve vyvoji vyzivovych
dopliikli proti obezité a poruchach metabolismu lipida.



V Asii je bézné pouzivan brouk Ulomoides dermestoides z ¢eledi potemnikoviti. Ten je
konzumovan pro své 1é¢ivé tcinky proti astmatu, potenci, artritidé, tuberkuloze a podrazdéni
o¢i. Jeho protizanétlivé ucinky byly laboratorné potvrzeny (Costa-Neto & Dunkel 2016).
Obyvatelé Ciny pouzivaji pecené pijaky tropické (Rhipicephalus microplus) jako 1ék pro déti
proti planym nestovicim (Costa Neto 2005).

V brazilské lidové mediciné je bézné pouzivan tzv. americky Svab (Periplaneta americana)
k 1é¢b¢ nékolika chorob. Z opékaného hmyzu se uvaii Caj, ktery je podavan proti astmatu,
kolice a zacpé. V oblasti Matinhados Pretos a Feira de Santana je pii 1é¢bé bolesti v krku
a astmatu podavan opékany stiiha¢ (Atta) (Costa Neto 2005).

3.1.5.2 Vliv na zivotni prostiedi

Rychly rist svétové populace predstavuje té¢zkou zatéz pro zemédélstvi a vyrobu potravin.
Spolu s ristem poctu obyvatel se poptavka po zivoc¢isnych bilkovinach vyrazné zvysSuje, av§ak
zvySeni produkce masa ma vyznamny vliv na Zivotni prostfedi. Témé&f celé mnozstvi amoniaku,
které zpusobuje okyseleni pudy a eutrofizaci vody, je produkovano zemédélskym sektorem,
a to az ze dvou tretin. Naproti tomu chov jedlého hmyzu pfedstavuje velmi nizkou ekologickou
zatéZ. Oproti konvencné chovanym zvifatim nepotiebuje hmyz rozsadhlé zemédelské oblasti
a diky odolnosti vii¢i suchu je chov Setrny i vici spotiebé vody (Kemenczei et al. 2016). Navic
muze byt jako krmivo pouzito druhotnych produktd, nebot hmyz hraje zasadni roli
Vv biodegradaci organické hmoty, jako je bioodpad a hntij (Van Huis et al. 2013; Gessner et al.
2019).

Mnoho druhti jedlého hmyzt je povazovano za Skidce a predstavuje hrozbu pro zemédélské
plodiny. Proto jsou pesticidy a insekticidy bézné v mnoha ¢astech svéta. Manualni sbér téchto
Skiideti by mohl nejen slouZit jako potrava a Setfit plodiny, ale také prospé&t Zivotnimu prostiedi
tim, Ze snizi potiebu pesticidi (Van Huis et al. 2013).

3.1.6 Rizika konzumace jedlého hmyzu

Bezpecnost potravin (Food Safety) ma zvlastni vyznam pfi feSeni novych zdroji potravin.
S pfinosem pouziti hmyzu pii vyrobé potravin a jejich slozek jsou spojena mnoha rizika.
Dokonce i pii pouziti nevhodnych druhti ¢i stupnd vyvoje hmyzu, Spatné kulinarské uprave
nebo sbéru hmyzu z nevhodnych oblasti mtize dojit k problémtm (Mlcek et al. 2014). Nicméné
oblast bezpec¢nosti potravin a legislativa jsou stale jest¢ omezené (Vandeweyer et al. 2018).
Evropsky ttad pro bezpecnost potravin (EFSA) a ¢lenské staty Evropské Unie, které toleruji
jedly hmyz jako potravinu, vypracovali v roce 2015 studie, které se témito riziky zabyvaji
(Kemenczei et al. 2016; Van Huis 2016). Rizikovy profil se sklada z biologickych rizik
(bakterie, parazité, houby, priony), chemickych rizik (t¢zké kovy, toxiny, rezidua pesticida
a léciv), fyzikalnich rizik, alergenti a nebezpeci souvisejicich s zivotnim prostiedim (EFSA
Scientific Committee 2016; Schliiter et al. 2016).

3.1.6.1 Alergie

Stejné jako jiné potraviny z rostlin nebo ostatnich zivoCichi miize mit hmyz a z n¢j vyrobené
produkty alergenni potencial. Symptomy alergickych reakci zptisobenych hmyzem se projevuji
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jako peroralni alergie, svédéni, ekzémy, dermatitidy, angioedém, kongescenebo astma, které
muze vyustit az k anafylaktickému Soku (Huis et al. 2013; van der Fels-Klerx et al. 2018).
Potravinova alergie ma dvé faze. V prvni fazi se ¢lovék stava citlivy na specificky potravinovy
alergen. Tato faze je bézné bez priznakl. Ve druhé fazi, kdy je danéd osoba opétovné vystavena
pfislusnému alergenu, mize byt vyvolana alergicka reakce (Verhoeckx et al. 2016).

U jedlého hmyzu byl také potvrzen vyskyt tzv. zkiizenych alergii. Tento jev vznika na zéklad¢
podobnosti (v sekvenci aminokyselin) danych alergenti. Z tohoto divodu mohou IgE protilatky
imunitniho systému, které byly vytvoreny proti ur¢itému alergenu, reagovat stejné (Van Huis
2016). Naprtiklad lidé s alergii na motské plody mohou po konzumaci hmyzu pocitovat stejné
alergické reakce. Stejné tak lidé alergicti na roztoce. Tento jev je dan svalovym proteinem
trypomyosinem, coZ je nejvice obsazeny protein v téle ¢lenovet (Bessa et al. 2017). Tato latka
je dobfe znamym panalergenem (latka velice podobnd ostatnim alergeniim) u téchto zivocichi
(van der Fels-Klerx et al. 2018). Van der Fels-Klerx et al. (2018) uvedli studii, ktera potvrdila
souvislost pfitomnosti tohoto proteinu s vyvolanou alergickou reakci pii konzumaci potemnika
moucného (Tenebrio molitor) a potemnika brazilského (Zophobas morio). Kontrolované testy
citlivosti ktize pouzivajici sedm rtiznych extraktd hmyzich bilkovin ukazaly, ze 30 % piedtim
alergickych pacient a 25 % nealergickych pacient vykazuje citlivost alespon na jeden extrakt
Zz hmyzu. Pacienti v této studii nikdy pfedtim nekonzumovali hmyz, proto se predpoklada, ze
jejich citlivost byla v disledku ptedchozi expozice alergenim hmyzu (inhalace, kontakt,
nahodna spotfeba) nebo zkiizené reaktivity mezi alergenem hmyzu a potencialni alergen koryst
(Bessa et al. 2017). V Cing, kde je spotieba hmyzu povaZovana za pochoutku, byly hlaseny
ptipady alergickych reakci po konzumaci larev bource morusového, od mirnych reakci az po
zavaznéjsi piipady anafylaktického Soku (Bessa et al. 2017). Kromé téchto ptipadi byl objeven
novy alergen ucvréka polniho, nazvan prekurzor hexamerin 1B. Strukturou je podobny
hemokyaninu, coz je alergen bézné se vyskytujici u krevet (Kara$ et al. 2019). Naproti tomu
mezi dobfe znamé patii alergie na vceli a vosi jed. Larvy v€el se nedoporucuji konzumovat
jedinciim alergiCti na pyl, protoze ho mohou samy obsahovat (Huis et al. 2013).

Predpoklada se, Ze by né€které tepelné upravy hmyzu mohly snizit alergenitu bilkovin, ale této
problematice je jest¢ nutné vénovat dalsi vyzkum. Je vSak dillezité rozliSovat, zda se jedna
skute¢né o potravinovou alergii nebo moznou chemickou kontaminaci hmyzu (van der Fels-
Klerx et al. 2018).

3.1.6.2 Biologicka rizika

Hmyz obsahuje Sirokou $kdlu mikroorganismt, které¢ mohou byt patogenni pro ¢lovéka. Kromé
toho se v ném mohou vyskytovat parazité nebo jejich larvy. Doposud vsak neexistuji dikazy,
ze by hmyz obsahoval patogenni viry nebo priony (van der Fels-Klerx et al. 2018).
Mikrobiologie potravin je rozhodujicim faktorem v bezpecnosti potravin jedlého hmyzu
(Grabowski et al. 2018). Této problematice bude vénovana samostatna kapitola.

3.1.6.3 Fyzikalni rizika

Nejvétsi fyzikalni riziko spojené s konzumaci hmyzu je nebezpeci uduSeni ¢astmi jeho téla.
Proto je doporucovano, obzvlasté détem a seniorim, nekonzumovat hmyz jako celek, ale ve
form¢ mouk (Marone 2016).
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V Demokratické republice Kongo bylo zaznamenano, ze konzumace kobylek a sarancat bez
odstranéni nohou zptsobuje zacpu. Podobné€, ve vychodni Javé v Indonésii, bylo zjisténo, Ze
pacienti, kteti konzumovali velké mnozstvi prazenych broukut (Lepidiota spp.), trpéli Gplnou
zacpou. Diky nahromadénym nestravitelnym zbytktim chitinu uvniti sttev museli podstoupit
chirurgicky zakrok, coz je v téchto ptipadech jediné mozné feSeni (Van Huis et al. 2013).

3.1.6.4 Chemicka rizika

N¢kolik studii naznacilo, Ze hmyz je vysoce citlivy na bioakumulaci chemickych kontaminanta
z krmiva, substratu nebo vody (Purschke et al. 2017). Takové chemické latky zahrnuji mimo
jiné tézké kovy, zbytky veterinarnich 1é¢iv nebo organohalogenové slouéeniny (van der Fels-
Klerx et al. 2018). Krom¢ toho mize jedly hmyz obsahovat vyssi nez piijatelné tirovné rezidui
v disledku castého pouzivani pesticidi (Mlcek et al. 2014). V dusledku bioakumulace
toxickych latek mize dochazet ke kontaminaci potravin a krmiv z hmyzu. Hlavni chemicka
cesta expozice je prostfednictvim substratu, na kterém se hmyz chova, a proto se pfislusné
chemické latky lisi (van der Fels-Klerx et al. 2018). Bylo prokazano, ze u larev potemnika
moucného chovaného na znecisténé pudée byl vysoky vyskyt koncentrace olova a kadmia, ktera
se linearn¢ zvySovala s dobou expozice. Dalsi vyzkum o bioakumulaci téZkych kovl potvrdil,
ze larvy krmeny kukufi¢nou potravou s obsahem kadmia, olova a zinku obsahuji kadmium.
Uroveii nahromadéného kadmia byla dokonce vy$si nez v substratu, zatimco olovo a zinek
nahromadény nebyly (Purschke et al. 2017). Studie u larev zavijeCe voskového (Galleria
mellonella) také prokazala rizna mnozstvi toxickych latek. Ve vzorcich byla zjisténa
ptitomnost polychlorovanych bifenyli, dioxinti, pesticidi, toluenu, médi a zinku (Murefu et al.
2019). Problém by mohl také nastat u hmyzu chovaného na zemédélském odpadu, kde by mohl
byt vystaven mykotoxiniim, stejné jako rezidui veterinarnich 1é¢iv z chovu na hnoji (van der
Fels-Klerx et al. 2018). Byly zaznamenany piipady, kdy doslo po konzumaci hmyzu k otravam
nebo botulismu, a to z dvodu obsahu aflatoxint (Karas et al. 2019). Ov$em studie Purschke et
al. (2017) prokazala, Ze se vlarvalni tkani potemnika moucného chovaného na
kontaminovaném substratu mykotoxiny ani pesticidy neakumulovaly. Ur¢ity hmyz mize
produkovat toxiny jako obranny mechanizmus (Kara$ et al. 2019). Latky, které souvisi se
zabarvenim povrchu té€la hmyzu ziejmé slouZi jako obranna Zlazova sekrece. Tyto latky mohou
byt potencionalné toxické a piedstavuji nebezpeci pro citlivé jedince. Ptikladem mulize byt
karminové barvivo (znamé pod oznacenim E120) ziskdvané ze suSenych tél samicek Cervce
nopalového (Dactylopius coccus), které se ¢asto pouziva v dzusech, jogurtech, cukrovinkach
a kosmetice. Jeho konzumace je Casto spojovana s anafylaktickym Sokem (Marone 2016). Dalsi
ptiklady chemickych latek produkovanych hmyzem jsou kyanogenni glykosidy, steroidy,
pedein, inhibi¢ni enzymy nebo piirodni neurodepresiva (Celed’ tesatikoviti). Spotieba tohoto
hmyzu miize vést k nevolnostem, zvracenim nebo porucham zraku (Rumpold & Schliiter 2013;
Marone 2016).

3.2 Mikrobiologicka kvalita jedlého hmyzu
Utelem zpracovani a piipravy potravin je poskytovat spotiebiteli bezpetné, zdravé a vyzivné

potraviny. Bezpec¢nost potravin ohledné mikrobialni aktivity v jedlém hmyzu je velice dulezita,
a to zdavodu primyslového wvyuziti celého téla vcetné traviciho traktu. VétSina
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mikroorganismu pfitomnych v jedlém hmyzu je totiz povazovdna za Skodlivé pro clovéka
a jsou pricinou znehodnocovani a kazeni potravin (Marshall et al. 2016). Na zaklad¢é nedavnych
védeckych poznatkii Evropsky ufad pro bezpecnost potravin (EFSA) uvedl, ze mozna
mikrobiologicka hrozba hmyzu pfijatého pro spotiecbu je srovnatelna s ostatnimi hrozbami
spojenymi s zivociSnymi bilkovinami (Karas et al. 2019).

Podle mnoho pruzkumnych studii bylo dokazano, Ze Cerstvy hmyz obsahuje nepieberné
mnozstvi zivotaschopnych mikroorganismu (archea, bakterie, plisn¢, kvasinky, prvoky). Tyto
mikroorganismy spole¢n¢ tvoii mikrobiotu jedlého hmyzu (Marshall et al. 2016; van der Fels-
Klerx et al. 2018). Tato mikrobiota je nezbytna pro metabolismus a pieziti hmyzu a je odrazem
zivotniho stylu v pfirod¢ nebo v chovu (EFSA Scientific Committee 2016).

Obecné plati, ze tomuto riziku lze do jisté miry predchazet dodrzovani hygienickych opatieni
pfi chovu hmyzu (pouzity substrat a zeméd¢lské prostiedi), zpracovani a skladovani. Dale je
dualezité tepelné opracovani pied samotnou konzumaci a vyprazdnéni traviciho traktu hmyzu
(EFSA Scientific Committee 2016).

3.2.1 Bakterie

Dle ¢lanku EFSA Scientific Committee (2016) je mikrobiota jedlého hmyzu obvykle nejvice
tvofena bakteriemi rodu Acinetobacter, Bacillus, Escherichia, Lactobacillus, Micrococcus
Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Staphylococcus a Streptococcus. V nasledujicich
podkapitolach bude uvedena obecnd charakteristika zminénych rodd bakterii a konkrétni
ptipady vyskytu v jedlém hmyzu.

3.2.1.1 Obecna charakteristika vybranych rodi bakterii

Acinetobacter

Rod Acinetobacter piedstavuje striktné aerobni gram-negativni psychrofilni tycinky
(Bendinelli et al. 2008; Rossi 2016). Dokazi rust v Sirokém rozsahu teplot, nejlépe vsak pfi
teplotach 20 °C — 30 °C. Acinetobakterie se vyskytuji v pud¢, vodé, odpadnich vodach a Siroké
Skale potravin, vcetn¢ driibeziho a ¢erveného masa a mlécnych vyrobki. Byly izolovany
I zlidské kize (Kampfer 2014). Tyto bakterie zplsobuji onemocnéni mocovych cest,
pneumonii nebo vznik infekce pii poranéni kize (Bendinelli et al. 2008). Diky této skupiné
bakterii dochazi ke znehodnoceni masa provazeno zapachem a slizem na povrchu (Rossi 2016).

Bacillus

Bakterie rodu Bacillus jsou Siroce zastoupeny v zivotnim prostiedi a jsou béznymi
kontaminanty potravin. Jedna se o grampozitivni, aerobni ty¢inky, nékteré druhy vSak mohou
byt fakultativné anaerobni. Jsou sporulujici, tzn., Ze tvoii endospory, které jsou odolné vici
teplotam, UV zafeni, vysokému hydrostatickému tlaku, chemickému osetfeni apod. (Carlin
2016). Vétsina druhu (B. clausii, B. coagulans, B. licheniformis, B. pumilus, B. subtilis) je
nepatogennich pro ¢lovéka a nekteré jsou vyuzivany jako probiotické kultury v komerénich
vyzivovych doplicich. Mezi patogenni druhy se napt. tadi B. cereus, B.anthracis,
B. weihenstephanensis, B. cytotoxicus, B. thuringiensis (Delbrassinne & Mahillon 2016). Tyto
druhy produkuji toxiny, diky nimz muze dochézet po pozieni kontaminované potraviny
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K prijmim a zvraceni. B. anthracis zptsobuje onemocnéni zvané antrax, které je predevsim
onemocnénim zvitat, nicméné mize dochazet k pienosu na ¢lovéka po poziti mléka ¢i masa
z infikovanych zvifat (Jenson 2014).

Escherichia

Escherichia je rod bakterii, ktery je fazen do celedi Enterobacteriaceae. Jedna se
0 gramnegativni, nesporulujici tyCinky, které jsou dulezitymi potravinovymi patogeny
a indikatory fekalné znecisténé vody (Batt 2014). Mezi nejznaméjsi druhy se fadi E. coli, dale
jsou pak popsany napft. E. albertii, E. fergusonii, E. hermannii, a E. vulneris (Fanning et al.
2016). E. coli se fadi mezi komenzalni organismus, ktery tvofi souc¢ast mikrobioty lidi a zvitat.
Tyto mikroorganismy typicky kolonizuji gastrointestinalni trakt déti béhem nékolika hodin po
porodu a ziidkakdy zptuisobuji onemocnéni. Existuje vSak né€kolik vysoce adaptovanych kmenti
E. coli, které ziskaly specifické virulentni atributy. Diky tomu maji zvySenou schopnost
pfizptisobit se novému prostiedi a umoziuji jim vyvolat Siroké spektrum onemocnéni jako
otravy z kontaminovaného jidla s t€zkymi zalude¢nimi kiecemi, vodnaté nebo krvavé prijmy,
zvraceni a nevolnost (Kaper et al. 2004). Mezi zavazné komplikace, které se mohou objevit,
patii selhani ledvin, zachvaty a mrtvice (Fanning et al. 2016). Patogenni E. coli jsou rozdéleny
do ¢tyf hlavnich kment, a to podle zptisobu virulence. Nejbéznéjsi je enteropatogenni (EPEC)
E. coli, ktera je spojend stézkymi prijmy kojenci. Jiné virulentni skupiny zahrnuji
enteroinvazivni (EIEC) E. coli, enterotoxigenni (ETEC) E. coli a enterohemoragicka (EHEC)
onemocnéni, coz zpisobuje hemolyticko-uremicky syndrom. Tyto kmeny produkuji
enterohemolysin a shiga toxiny. Kmeny EIEC zase zpusobuji zavaznou formu onemocnéni tim,
Ze jsou schopny pronikat do stfevnich bun¢k (Batt 2014).

Lactobacillus

Lactobacillus je rod grampozitivnich, fakultativné anaerobnich ¢i mikroaerofilnich
nesporulujicich bakterii (J. B. Wood & Holzapfel 1995). Laktobacily jsou znamy jako bakterie
mlécného kvaSeni. Diky nim dochézi k fermentaci sacharidil (glukozy a laktozy) na kyselinu
mlé¢nou. Proto jsou intenzivné vyuZivany Vv potravinaiském primyslu pii vyrobé
fermentovanych vyrobka (jogurt, kefir, acidofilni mléko, tvaroh, syry apod.) (Mozzi 2016).
Tyto mikroorganismy bézné tvoii mikrobiom ¢lovéka (J. B. Wood & Holzapfel 1995). Druh
L. acidophilus je obvykle pouzivan jako soucast probiotik (Neish 2017).

Micrococcus

Tento rod zastupuji grampozitivni, nesporulujici, aerobni bakterie z ¢eledi Micrococcaceae.
Maji kokovité bunky, které jsou uspofadany v tetradach a nepravidelnych shlucich a vykazuji
pozitivni reakci na katalazovy test (Kocur et al. 2006). Druhy mikrokoki se bézné vyskytuji ve
velkém mnozstvi vV suchozemskych a vodnich ekosystémech, véetné pudy, sladké a motské
vody nebo pisku. Primarnim prostfedim mikrokokt je pokozka teplokrevnych zvitat, véetné
lidi (Nunez 2014). Rod Micrococcus neni povazovan za patogenni. Bylo ovSem popsano, Ze
mikrokoky jsou ¢asto spojeny s infekci mocového méchyte (Kocur et al. 2006). Fyziologické
vlastnosti tohoto rodu, kdy dokéazi rtst pii vodni aktivité¢ 0,85 a piezivaji pasterizaci mléka
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(75 °C po dobu 15 s), umoziuji kolonizaci zpracovanych potravin, jako jsou konzervovana
masa, fermentované vyrobky a mlééné vyrobky (Nunez 2014).

Proteus

Bakterie rodu Proteus se obvykle vyskytuji v pfirod¢ a jsou ¢asto spojeny s lidmi, jelikoZ ptisobi
jako oportunni patogeny a zptisobuji fadu infek¢nich onemocnéni (infekce mocovych cest,
meningitida, gastroenteritida) (Kushwaha et al. 2014). Tento rod patfi do celedi
Enterobacteriaceae, proto se jedna o gramnegativni, nesporulujici, oxidazové negativni
a fakultativn¢ anaerobni bacily (Barson & Antonara 2018). Druhy téchto bakterii jsou v piirodé
Siroce zastoupeny a tvoii dillezitou roli pfi rozkladu organické hmoty. Vyskytuji se v odpadnich
vodach, vykalech a ve shnilém mase (Kushwaha et al. 2014).

Pseudomonas

Rod Pseudomonas, patiici do ¢eledi Pseudomonadaceae, piedstavuje gramnegativni aerobni
ty¢inky (Dodd 2014). Tento rod je uzce spojovan s kontaminaci a tvorbou biogennich amint
V mase, masnych vyrobcich, vejcich, ovoci, zelenin€ a fermentovanych potravinach (Nufiez &
Medina 2016). Vzhledem ke schopnosti vytvareni biofilmu mohou byt tyto mikroorganismy
problémem v potrubnich systémech, dokonce i v systémech chlorovanych vod. Mezi
nejvyznamnéjsi lidsky patogen patéi druh P. aeruginosa (Dodd 2014). Druhy P. syringae
a P. morsprunorum jsou zndmymi patogeny ovocnych stromil, které zptisobuji bakteridlni
korovou nekrozu peckovin (Loescher 2016).

Salmonella

Rod Salmonella patii do celedi Enterobacteriaceae. Jedna se o velkou skupinu
gramnegativnich, fakultativné anaerobnich tyCinek, z nichz mnohé jsou znamy jako lidské
patogeny. V soucasné dobé jsou znamy dva druhy — S. enterica a S. bongori. Vétsina
patogennich salmonel patii do druhu S. enterica, ktery je dale rozdé€len do n€kolika poddruhi
(Dykes 2016). Salmonely mohou rust v rozmezi 2 az 54 °C, optimalni teplota pro rist je vSak
37°C (Cox & Pavic 2014). Salmonela je celosvétové vyznamny lidsky patogen a ma
za nasledek vyskyt ¢etnych onemocnéni a imrti kazdy rok. Toto onemocnéni je znamé jako
salmoneldza. Mezi ptiznaky patii vodnaty prijjem, nevolnost, bolest bficha, horecka a bolest
hlavy (Dykes 2016). Potencialni zdroje infekce jsou Cetné, jelikoz bylo zjisténo, ze tyto bakterie
pfetrvavaji v Sirokém spektru prostiedi a hostitelli, véetné€ potravin Zivo¢isného pitvodu, ovoce
a zeleniny, lusténin, ofechti, domacich zvitat a plazi (Lynne et al. 2016).

Staphylococcus

Rod Staphylococcus je vyznamny zastupce celedi Staphylococcaceae. Tyto grampozitivni
bakterie maji tvar kokd a jsou fakultativné anaerobni (vyjimku tvofi druh S. aureus subsp.
anaerobius a S. saccharolyticus, u kterych je uvadén rychlejsi rist za aerobnich podminek)
(Heyrman et al. 2009). Tyto bakterie jsou vSudyptitomné a Siroce rozsifené v ptirodé, pficemz
nekteré obyvaji jako komenzalové kizi a sliznici teplokrevnych zivocichii a lidi. Mohou byt
také izolovany ze Sirokého spektra potravin, jako je maso, mléko, syry, ale také z povrcha
nabytku a nadobi (Morente et al. 2016). Mezi nejvyznamnéjsi druhy se fadi S. aureus
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a S. epidermidis (Heyrman et al. 2009). S. aureus je druh dulezitych patogennich bakterii, které
mohou svoji produkci enterotoxinti vyvolat otravy z kontaminovanych potravin (Walker-York-
Moore et al. 2017). Heyrman et al. (2009) uvadi, ze v padesatych letech minulého stoleti
zpusobil znacnou uUmrtnost pacienti. Mezi hlavni infekce zplsobené timto druhem patii
impetigo, pneumonie, meningitida, akutni andokarditida, furunkl, hnisavé zanéty ktze apod.
Druhy S. xylosus, S. carnosus a S. equorum maji pozitivni vliv na fermenta¢ni procesy
a senzorické vlastnosti potravin. Casto jsou vyuZivany jako souéast startovacich kultur pii
fermentaci masa a syrt (Morente et al. 2016).

Streptococcus

Tyto grampozitivni, fakultativn¢ anaerobni, nesporulujici bakterie maji tvar koku, které jsou
typicky uspotadany v fetizcich. Patii do ¢eledi Streptococcacae. Mnoho ze znamych druhti jsou
dulezitymi patogeny zvifat i ¢lovéka (J. B. Wood & Holzapfel 1995). Druh S. termophylus se
vyuziva jako hlavni startovaci kultura pii vyrob¢ jogurti a syrii. Spole¢né s rody Bifidobacteria
a Lactobacillus se pouziva jako probiotikum, kde zvysuje jejich G¢innost (Delorme 2008).

3.2.1.2 Mikrobiota jedlého hmyzu

U cvr¢ka domaciho (Acheta domestica L.) byly nalezeny bakterie rodu Citrobacter, Klebsiella,
Yersinia, Bacteriocedes, a Fusobacterium. Tato mikrobiota mize mit u cvréka vyznamny vliv
na traveni sacharidi, proteinti a lipidd. Nicméné se toto zastoupeni odviji od zplisobu stravy
(Marshall et al. 2016).

Dalsi studie analyzovala vzorky cvrcki (susené, v prasku), kobylek (susené) a larvy potemnika
mouc¢ného (susené). Z mikrobiologické analyzy vyplynulo, Ze zde byly pfitomné bakterie celedi
Enterobacteriaceae a druhu Clostridium perfringens, zatimco testy na Salmonella spp.
a Listeria monocytogenes byly negativni (Garofalo et al. 2017).

Ve hmyzu, ktery byl v kontaktu s infikovanou dribezi, byl izolovan rod Campylobacter.
Nicméné z experimenti vyplynulo, Ze tento rod bakterii miize u hmyzu pteZzit jen kratkodobé
(EFSA Scientific Committee 2016).

Z mikrobiologické analyzy smazeného a okofenéného sarance stéhovavého (Locusta
migratoria) vyplynulo, Ze nalezené po¢ty mikroorganismu byly vyrazné nizsi oproti susenému.
Vzorky vSak stale obsahovaly ¢eled” Enterobacteriaceae (1,0 log KTJ/g), Staphylococcus
(2,5 log KTJ/g) a Bacillus (3,0 log KTJ/g). Tyto vzorky byly ovSem negativni na Salmonella
spp., Escherichia coli, Listeria monocytogenes a Staphylococcus aeureus (Grabowski & Klein
2017a).

Marshall et al. (2016) uvedl, ze z larev potemnika stajového (Alphitobius diaperinus) byly
izolovany bakterie E. coli, Citrobactersedlakii, Micrococcus spp., Streptococcus spp. a Bacillus
subtilis.

U larvy potemnika mouc¢ného (Tenebrio molitor) byly identifikovany rody Actinobacillus,
Propionibacterium, Citrobacter, Serratia, Bacillus, Escherichia, Pseudomonas, Coxiella,
Dermabacter, Brachybacterium, Clavibacter, Staphylococcus a Exiguobcacterium (Marshall et
al. 2016; Garofalo et al. 2017; Fasolato et al. 2018).
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Pfi studii cvréka dvojskvrnného (Gryllus bimaculatus) a larvy potemnika brazilského (Zophoba
satratus) byla zjisténa ptitomnost bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae, rodu Staphylococcus,
Bacillus a druhu Pseudomonas aeruginosa (Grabowski & Klein 2017b).

V bézné konzumovanych druzich nosoroziki (Oryctus monocerus, Oryctus owariensis
a Oryctus boas) v zapadni Africe byly nalezeny patogenni bakterie Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa a Bacillus cereus (Huis et al. 2013).

3.2.2 Plisné

Plisné produkuji entomopatogenni toxiny, které obvykle zplsobuji umrtnost hmyzu. Hmyz
vSak muze byt nositel plisni a kvasinek, které mohou byt potencionalnim patogenem pro zvitata
i ¢lovéka (EFSA Scientific Committee 2016). Obvykle se vyskytujici plisné v jedlém hmyzu
byvaji rodu Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Fusarium a Candida, které mohou byt soucasti
povrchu hmyzu nebo jeho traviciho traktu (Schliiter et al. 2016). V nasledujici podkapitole bude
uvedena stru¢nd charakteristika téchto roda plisni a konkrétnich ptipadi vyskytd v jedlém
hmyzu.

3.2.2.1 Obecna charakteristika vybranych rodi plisni

Alternaria

Rod Alternaria (Cesky Cern) je fazen mezi bézné plisn€. Kolonie jsou obvykle olivové ¢erné
barvy. Tento rod napadé a zptisobuje Skody na zemédélskych produktech, v€etné obilnych zrn
(zejména pSenici, jeCmen, Cirok), ovoce a zeleniny. Kromé toho je né€kolik druht schopno
produkce sekundarnich metabolitl, které jsou povazovany za fytotoxiny a mohou byt Skodlivé
jak pro zvifata, tak i pro ¢lovéka (Patriarca et al. 2014). Ty mohou zpisobovat slinéni, zvraceni,
kieCe nebo gastrointestinalni krvaceni (Moretti & Sarrocco 2016).

Aspergillus

Tento rod (Cesky kropidlak) patii do fadu Eurotiales a zahrnuje celou fadu vSudypfitomnych
hub, které casto kontaminuji skladovana obilna zrna a §irokou skalu dalsich potravin (Moretti
& Sarrocco 2016). Tvofi rychle rostouci kolonie obvykle zbarvené bile, zluté, hnéd¢ az ¢erné.
Pro ¢lovéka patogenni jsou druhy A. flavus a A. parasiticus, které jsou schopny produkovat
karcinogenni aflatoxiny (Chang et al. 2014). Mezi tyto latky se fadi aflatoxin B1, B2, G1 a G2,
které mizeme nalézt v celé fadé komodit jako jsou ofechy, kukufice nebo suSené fiky.
A. ochraceus, ktery se vyskytuje hlavné na obilnych a kavovych zrnech, produkuje ochratoxin
A, ktery je silnym neurotoxinem (Moretti & Sarrocco 2016). Naproti témto druhtim ma
A. oryzae (Cesky kropidlak ryZovy) mnoho komerénich vyuziti v potravinarstvi. Hraje dilezitou
roli pfi vyrobé tradiCnich asijskych fermentovanych potravin, jako je saké, s6jovd omacka
a miso. Kromé toho se také vyuziva pii vyrobé primyslovych enzymi pro zpracovani potravin
(Gomi 2014).

Candida

Rod Candida (¢esky kandida) je rod z fadu Saccharomycetales tvorici kolonie s krémovym az
nazloutlym zbarvenim. Rozmnozuje se vegetativné (d€lenim, pucenim) a vytvaii pravé
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mycelium nebo pseudomycélium (Hommel 2014). Tyto kvasinky jsou Siroce rozSifeny
Vv prirodnich a umélych stanovistich. Dlouhodobé se vyuzivaji pfi zpracovani potravin, véetné
vyroby vina, kvasku, mléénych vyrobkl, masa a uzenin. Dulezitou roli hraji 1 pfi kazeni
potravin (Sutherland et al. 2014).

Fusarium

Fusarium (Cesky srpatka) je rod zfadu Ascomycetes zahrnujici vysoky pocet rostlinnych
patogennich druhti. Tvoii vicebunécné zaktivené makrokonidie. Kolonie druhti Fusarium jsou
charakteristickymi rychlym ristem a sametovym flok6znim myceliem (Thrane 2014). Tyto
druhy zptsobuji onemocnéni nékolika zemédélsky vyznamnych plodin, vcetné obilovin.
Mnoho z nich produkuje Sirokou Skalu mykotoxind (Moretti & Sarrocco 2016). Toxiny
produkované timto rodem jsou deoxynivalenol, zearalenon, fumonismy B1 a B2 a toxiny T-2 a
HT-2 (Pic6 2016). T-2 toxin je jeden z nejvice akutné jedovatych, produkovany hlavné
F. sporotrichioidesa F. langsethiae b&zn¢ se vyskytujicich na obilovinach (napf. je¢men
a pSenice). Nemoci spojené s konzumaci obilovin kontaminovanych T-2 zahrnuji nevolnost,
zvraceni, nekrotické 1éze, t¢zky hemoragicky priijjem a hemoragii v mnoha télesnych organech.
T-2 toxin je také silnym imunosupresivem(Moretti & Sarrocco 2016).

Penicillium

Penicillium (Cesky $tétickovec) je velice dulezity rod plisni fazen do fadu Eurotiales. Kolonie
tohoto rodu jsou obvykle sametové a bile zbarvené s tmavym stfedem (Pitt 2014). Stétickovec
je v piirodé Siroce rozsifen. Obvykle se nachazi jako saprotrof v ptid€, ¢astech rostlin nebo
v rozkladajici se organické hmoté¢ (Moretti & Sarrocco 2016). Tento rod je vyznamnym
producentem mykotoxinlii a zpUsobuje kazeni potravin (Pitt 2014). Dokaze kontaminovat
ulozené potraviny pfi nizkych teplotach, jelikoz se jednd o psychrofilni rod schopen rastu pfi
0 °C. Penicillium zahrnuje kolem 100 toxigennich druhti a rozsah zndmych produkovanych
mykotoxint je §ir$i nez u jinych toxigennich plisnovych rodd, jako je Aspergillus a Fusarium
(Moretti & Sarrocco 2016). Nejznaméj$im mykotoxinem je patulin, ktery byl nalezen
vV kontaminovanych jablkach, hruskach, zeleniné, obilovindch a syrech. Je povaZovan
za karcinogen (Pic6 2016). Kromé téchto kontaminanti jsou nékteré druhy po staleti vyuzivany
pii vyrobé plisnovych syria (P. camemberti) a fermentovanych salama (P. nalgiovense, P.
chrysogenum) (Frisvad 2014). Druh P. chrysogenum je znamy produkci penicilinu (Pitt 2014).

3.2.2.2 Plisné a kvasinky v jedlém hmyzu

V Cerstvém, lyofilizovaném a zmrazeném hmyzu (potemnik mouc¢ny, sarance st€hovava) bylo
nalezeno zna¢né mnozstvi kvasinek a plisni (EFSA Scientific Committee 2016).

Mikrobiologicky rozbor susenych tzv. mopanovych housenek (Imbrasia belina), které jsou
casto konzumovany v mnoha africkych zemich prokézal ptitomnost plisni. Nejcastejsi izolaty
plisni byly druhy Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Cladosporium a Phycomycetes

(Mpuchane et al. 1996).
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Z vysledki studie provedené na housenkach motyla druhu Bunaeaalcinoe se ukazalo, ze
obsahuji plisné rodu Aspergillus, Penicillium, Fusarium a jejich mykotoxiny (Murefu et al.
2019).

Ze studii, kdy byly analyzovéany vzorky cvrckl a kobylek vyplynulo, ze vétSina nalezenych
plisni pattila do rodu Aspergillus a Tetrapisispoda. V piipadé larvy potemnika mou¢ného byly
izolovany nejbéznéjsi rody Candida, Pichia a Debaromyomyces (Roncolini et al. 2018).
Roncolini et al. (2018) zaroven uvadi, ze doposud existuje jen malo studii tykajici se plisnové
kontaminace jedlého hmyzu.

3.3 Vybrany druh jedlého hmyzu

3.3.1 Potemnik mouény

3.3.1.1 Charakteristika

Pro samotnou analyzu byl vybran jako zastupce jedlého hmyzu potemnik moucny. Potemnik
moucny (Tenebrio molitor Linnaeus), jehoz larvalni stadium je ¢asto oznacovano pod pojmem
moucny Cerv, je fazen do ¢eledi potemnikoviti (Tenebrionidae) (Mariod et al. 2017). Jedna se
o synantropni druh, ktery se v ptirod¢ vyskytuje v ptacich hnizdech a ve starych listnatych
stromech. Tento druh prochazi ¢tyfmi vyvojovymi stadii zivota — vajicko, larva, kukla a imago.
Pivodem evropsky hmyz je v soucasnosti pfitomny po celém svété. Jeho larva a imago je
povazovana za Skidce obili, mouky a mou¢nych produktii. Nejen, Ze se Zivi skladovanymi

potravinami, ale zaroven je kontaminuji exkrementy, benzochinony nebo alkeny (Halloran et
al. 2018).

3.3.1.2 Potemnik mou¢ny jako potravina

Potemnik se snadno rozmnoZuje a ma cenny proteinovy profil. Z téchto ditvodii byvaji larvy
soucasti krmiv pro domaci zvifata, hlodavce, ptaky, ryby a plazy. Obvykle je jako krmivo pouzit
ve formé prasku, v konzervach nebo susenych ¢i zivych larev (Mariod et al. 2017). Dle
Oonincxe et al. (2012) je evropska produkce tohoto hmyzu vyss§i nez produkce mléka nebo
kuteciho masa a obdobna jako u vepfového a hovéziho masa.

Diky vysokému obsahu nutri¢nich a mineralnich latek je jeho vyuziti rovnéz rozsiteno i do
oblasti lidské vyzivy. Dle Mariod et al. (2017) se vyZivova hodnota Zivé larvy potemnika
moucného sestava z 20 % bilkovin, 13 % tuku, 2 % vlakniny a 62 % vlhkosti. Zatimco
u susenych larev je to 53 % bilkovin, 28 % tuku, 6 % vlakniny a 5 % vlhkosti. V larvach byl
nalezen i vysoky obsah mineralnich latek - hoi¢ik (87,5 mg / 100 g), zinek (4,2 mg / 100 g),
zelezo (3,8 mg / 100 g), méd’ (0,78 mg / 100 g) a mangan (0,44 mg / 100 g). Obsah nutri¢nich
latek je ve srovnani s hovézim masem témét podobny (Tabulka 2) (Van Huis et al. 2013). Larvy
se konzumuji pecené, smazené nebo jako soucast salatd, dezertt ¢i peciva (Mariod et al. 2017).
Na internetu lze nalézt z potemnika rozsahly vybér receptl od palacinek, hamburgert po pizzy
nebo tacos.
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Obrazek 2 Dospélec

(vlevo)

a

larva  (vpravo)
https://en.wikipedia.org/wiki/Mealworm#/media/File:Tenebrio_molitor MHNT .jpg;
http://www.rainbowmealworms.net/500-mealworms/ .

potemnika

moucného.

Zdroj:

Tabulka 2 Porovnani nutri¢nich latek v potemniku mou¢ném a hovézim mase (Huis et al. 2013;

Mariod et al. 2017).

Tenebrio molitor

Hovézi maso

Celkova energie (kcal/kg)
Proteiny (% podil suSiny)
Esencialni aminokyseliny (g/kg suSiny)

Tuky (% podil susiny)
Esencidlni mastné kyseliny (g/kg susiny)

Neesencialni mastné kyseliny

(g/kg susiny)

Isoleucin
Leucin

Lysin
Methionin
Phenylalanin
Threonin
Tryptofan
Valin

Linolova
Linolenova
Arachidonova

Stearova
Myristova
Palmova
Olejova

2056
53,0
24,7
52,2
26,8
6,3
17,3
20,2
3,9
28,9
28,0
91,3
3,7

10,2

7,6
60,1
141,5

2820
55,0
16,0
42,0
45,0
16,0
24,0
25,0
20,0
41,0
10,2
3,9
0,63

48

13
99
159
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3.4 Legislativa

V Clenskych zemich Evropské unie je od 1.1.2018 uvedeno v platnost nafizeni Evropského
parlamentu a Rady (EU) 2015/2283 o novych potravinach. To jasné definuje hmyz a vyrobky
zn¢j jako novou potravinu (Bezpecnost potravin 2018). ,,Novou potravinou se rozumi
potravina, kterd nebyla pied 15.5.1997 uvedena na trh a pouzita pro lidskou spotiebu bez ohledu
na datum pfistoupeni ke ¢lenskym statim Evropské unie* (Turck et al. 2016). V soucasné dobé
(k datu 7. 6. 2018) jsou mozné uvadét na trh tyto druhy hmyzu:

1. cvréek domaci — Acheta domesticus;
cvréek kratkoktidly — Gryllodes sigillatus;
larvy potemnika mouéného — Tenebrio molitor;
larvy potemnika stajového — Alphitobius diaperinus;
saranCe pustinna — Schistocerc agregaria;
saran¢e stéhovava — Locusta migratoria (Bezpecnost potravin 2018).

o s LN

Ministerstvo zeméd¢lstvi publikovalo ptirucku ,,Zasady spravné zemédélské a vyrobni praxe
produkce hmyzu uréeného pro lidskou spotiebu®, kde uvadi doporu¢ena mikrobiologicka
kritéria v chovném hmyzu, ktera vychazi z diive platnych evropskych pravnich piedpisi. Ty
jsou uvedeny v Tabulce 3. Dale jsou zde uvedena opatieni pfi chovu a zpracovani hmyzu pro
lidskou spotiebu (Ministerstvo zemédélstvi 2018).

Tabulka 3 Piipustna doporucena mikrobiologicka kritéria v jedlém hmyzu (Ministerstvo
zemédelstvi 2018).

Maximalni pfipustnd  Mnozstvi vyrobku [g]

Mikroorganismus hodnota [KTJ] nebo [ml]
Salmonella spp. 0 25
Mezofilni aerobni bakterie 10° 1
Enterobacteriaceae 102 1
Staphylococcus aureus 0 1

21



4 MATERIAL A METODY

4.1 Kultivace

Kultivace je proces rozmnozovani organisml poskytovanim spravnych podminek prostfedi.
Rostouci mikroorganismy si vytvaieji repliky samy sebe a k tomu vyzaduji ptitomnost prvki,
které k tomuto kroku potfebuji. Ziviny musi tyto prvky poskytovat v metabolicky piistupné
formé. Kromé& toho organismy potiebuji metabolickou energii k syntéze makromolekul a
udrzeni nezbytnych chemickych gradientii pfes jejich membrany. Faktory, které musi byt
béhem rustu kontrolovany, zahrnuji Ziviny, pH, teplotu, provzdusnovani, koncentraci soli a
iontovou silu média (Brooks et al. 2012).

4.1.1 Piiprava vzorki hmyzu

Jako vzorek analyzovaného hmyzu byly vybrany larvy potemnika mouc¢ného (Tenebrio
molitor) (Obrazek 3), které byly odchovany v Narodnim referencnim pracovisti v centru
epidemiologie a mikrobiologie Statniho zdravotniho ustavu v Praze. Larvy byly odchovany pfi
teploté 22 °C a 25 °C.

Obrazek 3 Larvy potemnika mouc¢ného, které byly vybrany pro samotnou analyzu (Autor
2019).

Larvy Vv kontrolni skupiné byly usmrceny mechanicky ve tfeci misce, larvy v pokusnych
skupinach byly usmrceny pielitim vrouci vodou. Poté byly larvy zhomogenizovany ve tieci
misce a po 1 g byly asepticky pievedeny do sterilnich zkumavek s fedicim médiem (5 g/ I;
Oxoid), tryptonem (5 g / 1; Oxoid), kvasnicnym extraktem (2,5 g / I; Oxoid), Tweenem 80
(0,5ml/ I; Sigma-Aldrich) a L-cysteinem (0,25 g / I; Sigma-Aldrich). Z téchto vzorka byla
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nasledné vytvorena decimalni fedici fada, ze které bylo odebrano po 1 ml z kazdého tfedéni
atoto mnozstvi bylo zaockovano na Petriho misku s kultivaénim médiem (vyjma rozboru
klostridii, ktery je uveden nize). Pouzité typy kultiva¢nich médii pro jednotlivé druhy bakterii
jsou znazornény v Tabulce 4. O¢kovani na Petriho misky probihalo bud’ pielitim (celkovy pocet
anaerobnich a aerobnich bakterii, bakterii mlé¢ného kvaSeni a stafylokokl) nebo roztérem
(pocet enterokoku, bacilii, Escherichia coli a Salmonella spp.) na pfisluSnou pidu.

Pro stanoveni Clostridium spp. bylo pouzito pomnozovaci metody, nejprve bylo odebrano
0,1 ml z prvniho fedéni a poté naoCkovano do lahvicky, ktera obsahovala Cooked meat
medium.

Tabulka 4 Typy pouzitych kultivaénich médii u ptislusnych mikroorganisma.

Mikroorganismy Kultivaéni médium

Celkové pocty aerobnich mikroorganismu Nutrient agar

Celkové pocty anaerobnich mikroorganismi Wilkins + Soyabean agar
Bakterie mlé¢ného kvaseni MRS agar

Stafylokoky Staphylococcus medium

Bacily Bacillus cereus selective agar
Entorokoky Slanetz and Bartley agar
Escherichia coli Tryptone Bile X-Glucunoride agar (TBX)
Salmonella Salmonella Shigella agar (SS)
Klostridie Cooked Meat Medium

4.1.2 Kultivace

Samotna kultivace probihala bud’ aerobné€ nebo anaerobné v zavislosti na analyzované skupiné
mikroorganismi. Vzorky pro zjisténi vyskytu celkovych poctli anaerobnich mikroorganismti,
bakterii mlécného kvaSeni a klostridii byly kultivovany anaerobné pomoci AnaeroGen Plus
3,51 (Oxo0id™) 48 hod pii 37 °C. Ostatni mikroorganismy byly kultivovany aerobné
v termostatu po dobu 48 hod pti 37 °C. S vyjimkou E. coli (24 hod pti 37 °C), bacilt (24 hod
pti 30 °C) a plisni 1 kvasinek (48 hod pii 30 °C).

Pro analyzu klostridii byly lahvi¢ky se vzorky inkubovany 2 dny pti 37 °C a nasledné 14 dni
pfi pokojové teploté za ucelem sporulace potencialné ptitomnych klostridii. Dochézi tak
k vytvoteni endospor, které produkuji Clostridium spp. produkuje. Poté byly lahvicky se vzorky
pasterovany pii teploté 80 °C po dobu 30 min. Po pasteraci byly vzorky naockovany na
selektivni médium Reinforced Clostridial Agar (Oxoid) a dale kultivovany anaerobné pfii
teploté 37 °C po dobu 48 hodin.

Po kultivaci byly v jednotlivych vzorcich vyhodnoceny pocty kolonii (Obrazek 4). Vybrané
kolonie byly izolovany (kazda kultura pfenesena zvlast’ sterilni klickou do Zzivného média)
a pomnozeny pii 37 °C po dobu 24 hod. Jako zivné médium pro izolované anaerobni
mikroorganismy byl pouzit Wilkins-Chalgren Anaerob Agar (43 g/l; Oxoid) s piidavkem
Veggietones Soya Peptone (5 g/l; Oxoid), L-Cysteinu (0.5 g/l; Sigma-Aldrich) a Tweenu 80
(1 ml/l; Sigma-Aldrich). Pro izolované aerobni mikroorganismy byl pouzit Nutrient Broth
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s pridavkem glukosy (10 g/l). Nasledn¢ byla provedena identifikace pomoci MALDI-TOF

hmotnostni spektometrie.
i '

Obrazek 4 Petriho misky po kultivaci s narostlymi koloniemi, piipraveny pro vyhodnoceni
(Autor 2019).

4.1.3 Kultivace a stanoveni Salmonella spp.

Ke stanoveni ptitomnosti rodu Salmonella spp. bylo pouzito modifikované metodiky podle
normy CSN EN ISO 6579-1:2017. Vzorky byly inokulovany po 1 g do Erlenmayerovy baiiky
S pufrovanou peptonovou vodou. Tato smés byla nésledné¢ inkubovana pii 37 °C po dobu 24
hod. Z této smési bylo pfeockovano 0,1 ml inokula do banky se selektivni piidou (Rappaport-
Vassiliadis bujon), a nasledovala inkubacce pti 37 °C po dobu 48 hod. Poté bylo 0,1 ml inokula
rozetifeno na SS agar (Tabulka 3) a misky byly kultivovany aerobné v termostatu pii 37 °C po
dobu 48 hod.

Po kultivaci byl pro stanoveni pouzit latexovy aglutina¢ni test pomoci testovaci soupravy
Salmonella Test Kit (Oxo0id™) (Obrazek 5). Principem této metodiky je vznik srazeniny,
jestlize vzorek obsahuje specificky antigen ¢i protilatku, ktera je navazana na povrch
latexovych castic (Wanger et al 2017). Pti pokojové teploté doslo k promiseni lahvicky
s reagenty. Dale byla na jednu pozici testovaci karty nanesena kapka testovaciho ¢inidla a na
druhou kontrolni ¢inidlo. Narostlé kolonie byly nasledn€ naneseny a smiseny S témito reagenty
po dobu 2 minut se sou¢asnym krouzivym pohybem karty za u¢elem promichani. Po uplynuti
této doby bylo mozné pozorovat pozitivni ¢i negativni reakci. Pfi negativni reakci nevznika
zadna srazenina a pfi pozitivni dochazi k aglutinaci s testovacim ¢inidlem a k zadné aglutinaci
s kontrolnim ¢inidlem. Pokud dochéazi ke vzniku srazeniny na obou kruzich, jedna se
0 neinterpretovanou reakci a test se musi provést znovu.
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Obrazek 5 Testovaci souprava Salmonella Test Kit pro stanoveni Salmonella spp. Zdroj:
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/DR1108A#/DR1108A.

4.2 Identifikace pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie

K identifikaci byl pouzit MALDI-TOF hmotnostni spektrometr AutoFlex Speed (Bruker
Daltonik, Némecko) pomoci metody extrakce ethanolem a kyselinou mravenci (Schulthess et
al., 2013).

4.2.1 Priprava vzorki

Do ¢isté Eppendorfky bylo napipetovano 300 pl 70% ethanolu, nasledné pieneseno pudy 5 mg
— 10 mg narostlé kolonie a vSe dilkkladné promichano pomoci vortexu. Déle tato smeés
centrifugovana pii 14000 otackach/ min po dobu 3 min. Ze stoCenych vzorki byl slit
supernatant a pelet byl ponechan nékolik minut schnout pti laboratorni teploté. K peletu bylo
nasledné pfidano 30 pl kyseliny mravenci (70%) a stejné mnozstvi acetonitrilu (100%) a celé
dikladné¢ promichano. Takto pfipraveny vzorek se po dobu 3 min centrifugoval pfi
14000 ot. / min. Vznikly supernatant se v mnozstvi 1 pl nanesl na ¢istou MALDI desticku MTP
384 Polished Steel TF Target a nechal zaschnout na vzduchu pti laboratorni teploté. Poté se
ihned zaschnuty supernatant piekryl 1 pl roztokem MALDI matrice (kyselina a-kyano-4-
hydroxycinnamova rozpusténa v acetonitrilu, vodé a kyseliné trifluoroctové - 50: 47,5: 2,5)
a po zaschnuti byl pfipraven k identifikaci.
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4.2.2 ldentifikace

Identifikace byla provedena pomoci hmotnostniho spektrometru MALDI-TOF (Bruker
Daltonik, Némecko) za vyuziti softwaru MALDI Biotyper RTC 3.0 (Bruker Daltonik). Pomoci
této ionizacni techniky, ktera vyuziva laserovou energii k ionizaci vzorku smichaného
s odpovidajici matrici, je mozné vypocitat rychlost letu jednotlivych molekul ve vzorku
obsazenych a diky tomu analyzovat ptislusny vzorek (Obrazek 6) (Hillenkamp et al. 1991).

‘ ' Detector ‘ ' Detector

Laser » Laser )

Q.

_h Sample A& 3 Sample
¥
‘-0—" Detector ‘ W oW Detector J
¥ \
Laser /\ /\ « Laser 0 —/\
A& 3 Sample A& 3 Sample

Obrazek 6 Princip hmotnostniho spektometru MALDI-TOF. Po ionizaci vzorku je
zaznamenana rychlost jednotlivych molekul na detektor a zanalyzovana pomoci softwaru

MALDI Biotyper RTC 3.0. Zdroj:
https://www.shimadzu.com/an/lifescience/maldi/princpl1.html.

Po vysuseni pti pokojové teploté byla desti¢ka vlozena do hmotnostniho spektrometru a méfena
V pozitivnim linearnim rezimu v detek¢nim hmotnostnim rozsahu 2 — 20 KDA.

Pro kvalitativni vyhodnoceni byly vylouceny vzorky, které nebyly spravné identifikovany
a vzorky, které dosdhly méné nez 1 800 MALDI Biotyper skore. Vylouceny byly také vzorky
s vice nez 1 800 skore, které ale obsahovaly identifikacni skore pro jiné druhy, které se lisilo
0 méné nez 0,200.

Tento pfistup byl pouzit na zakladé¢ pokynt vyrobce. MALDI Biotyper skore mezi 1.700
a 1.999 oznacoval pravdépodobnou identifikaci rodu, skore mezi 2.000 a 2.299 oznacoval
bezpecnou identifikaci rodu a pravdépodobnou identifikaci druhu a skore nad 2 300 znacil
bezpecnou identifikaci rodu i druhu (Svejstil et al. 2018).
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V této praci je mira pravdépodobnosti znacena:
1. 1,700 — 1,999 = pravdépodobna identifikace rodu,
2. 2,000 — 2,299 = bezpecna identifikace rodu, pravdépodobna identifikace druhu,
3. 2,300 = 3,000 = vysoce pravdépodobna identifikace na tirovni druhu.

4.3 Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni pro urceni existence statisticky vyznamnych rozdilti mezi jednotlivymi
vzorky mikrobiologického rozboru bylo provedeno pomoci statistického programu Statgraphic
Centurion XV za pouziti dvouvybérového t-testu s rovnosti rozptylt Snejmensi hladinou
vyznamnosti P = 0,05.
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5 VYSLEDKY

5.1 Kultiva¢ni stanoveni mikroorganismu

Na zakladé uvedené metodiky byly po ukonceni kultivace stanoveny a zaznamenany pocty
kolonii mikroorganismi v log KTJ/g do Tabulky €. 5.

Tabulka 5 Stanoveny pocet mikroorganismi po ukonceni kultivace v larvach potemnika
mouc¢ného uvedeny v log KTJ/g. Hvézdicka (*) znaci statisticky vyznamny rozdil mezi
teplotami odchovu, pficemz * je pro P < 0,05 a ** je pro P < 0,01. Pfesné P hodnoty jsou
uvedeny v pravém sloupci.

log KTJ/g
Stanoveny ukazatel 22 °C 25°C P
Celkovy pocet aerobnich mikroorganismu 792+0,11 * 7,32+0,59 0,021
Celkovy pocet anaerobnich mikroorganismtt 7,63 = 0,10 6,98+0,93 0,091
Bacillus spp. 4,03 +0,62 3,69+0,46 0,068
Enterococcus spp. 6,89 0,06 ** 584+0,61 0,001

Z vysledki z tabulky €. 5 je patrné, ze dosSlo k redukci v poctu mikroorganismu pii teploté
odchovu 25 °C oproti nizsi teploté odchovu (22 °C). Jednotlivé vysledky u testovanych skupin
mikroorganismil budou popsany v nasledujicich podkapitolach.

5.1.1 Celkovy pocet aerobnich mikroorganismu

Po ukonceni kultivace byl zaznamenan nejvyssi narlist u kment aerobnich mikroorganismd.
Jejich vyskyt ¢inil u vzorki larev odchovanych pfi teploté 22 °C 7,92 + 0,11 log KTJ/g oproti
teploté odchovu 25 °C, kde tento pocet ¢inil 7,32 + 0,59 log KTJ/g. Dle statistického Setfeni byl
mezi témito vzorky zaznamenan vyznamny statisticky rozdil (P = 0,021). Mezi zkoumanymi
kmeny mikroorganismi zde doslo k nejnizsi redukci narostlych kolonii v zavislosti na teploté
odchowvu.

5.1.2 Celkovy pocet anaerobnich mikroorganismi

U kmend anaerobnich mikroorganismti doslo k nartstu kolonii pii 22 °C odchovu larev
potemnika mouc¢ného na 7,63 + 0,10 log KTJ/g. Pti vyssi teploté odchovu (25 °C) dosahoval
narust 6,98 + 0,93 log KTJ/g. Pfestoze byl nartst kolonii po kultivaci niz$i, byl tento rozdil
statisticky nevyznamny (P = 0,091).

5.1.3 Bacillus spp.

W

Z vysledki v tabulce ¢. 5 je zfejmé, Ze u rodu Bacillus také nedoSlo dle statistického
vyhodnoceni k prokazani vyznamného statistického rozdilu (P = 0,068) mezi vzorky
odchovanych pfi nizsi teploté (22 °C) oproti vyssi teploté odchovu (25 °C). U teploty odchovu
pii 22 °C ¢inil jejich vyskyt 4,04 + 0,63 log KTJ/g ve srovnani s teplotou odchovu pii 25 °C,
kde byl narust kolonii téchto mikroorganismu 3,70 + 0,46 log KTJ/g.
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5.1.4 Enterococcus spp.

Po ukoneni kultivace byl u rodu Enterococcus stanoven pocet kolonii na
6,89 = 0,07 log KTJ/g (22 °C). Pii vyssi teploté odchovu (25 °C) byl pocet kolonii snizen na
5,85 + 0,61 log KTJ/g. Zde statistické Setfeni prokazalo, Ze je mezi teplotami odchovu larev
potemnika mouc¢ného a vliv na jeho mikrobidlni aktivité statisticky vyznamny rozdil

(P =0,001).
5.1.5 Salmonella spp.

Po ukonceni kultivace byly kolonie na SS agaru, které vizualné pfipominaly kolonie salmonel,
podle navodu od vyrobce (Oxoid) testovany pomoci latexového aglutinaéniho testu
(Obrazek ¢. 7).

Obrazek 7 Vysledky aglutinacniho testu. Nahoie je provedena pozitivni (+) a negativni (-)
kontrola, dale testované vzorky (1-7) (Autor 2019).
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Zadny testovany izolat nevykazoval vznik sraZeniny jako tomu bylo u pozitivni testovaci
kontroly (Obréazek 7). Z provedeného aglutina¢niho testu tedy vyplynulo, ze vSechny izolaty
(teplota odchovu 22 °C i 25 °C) z larev zkoumaného jedlého hmyzu byly negativni na
pfitomnost bakterie rodu Salmonella.

5.2 Identifikace pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie

Identifikace byla provedena dle vyse uvedené metodiky. Z testovanych 63 vzorkd byly
identifikovany bakterialni druhy nebo alespon rody v celkem ve 21 vzorcich. Ostatni vzorky
nebyly identifikovany prikazné, nebo byly vylouceny z diivodu nizkého identifika¢niho skore
(< 1,700).

V tabulce ¢. 6 jsou uvedeny bakterialni druhy, které byly stanoveny pomoci MALDI-TOF

hmotnostni spektrometrie. Tabulky s jejich identifika¢nim skore se nachazi v piilohach
(Tabulka 7 a Tabulka 8).

Tabulka 6 Vysledky z MALDI — TOF hmotnostni spektrometrie. V tabulce jsou uvedeny
druhy aerobnich a anaerobnich mikroorganismu, které byly identifikovany pii teplotach
odchovu 22 °C a 25 °C. Cetnost nam udava, kolikrat byl konkrétni rod nebo druh v dané
skuping identifikovan.

Kultivaéni médium Druh Cetnost
22 °C

Pro aerobni mikroorganismy Enterococcus phoeniculicola 1

Pro aerobni mikroorganismy Lactococcus garvieae 2

Pro anaerobni mikroorganismy Lactococcus garvieae 5
25°C

Pro aerobni mikroorganismy Proteus sp.

Pro aerobni mikroorganismy Acinetobacter radioresistens
Pro anaerobni mikroorganismy Enterobacter aerogenes
Pro anaerobni mikroorganismy Enterococcus sp.

Pro anaerobni mikroorganismy  Proteus sp.

e e A =

Pro anaerobni mikroorganismy Enterococcus faecium

5.2.1 Teplota odchovu pri 22 °C

Ve vzorcich hmyzu po kultivaci odchovaného pii teploté 22 °C se vyskytovaly dle MALDI-
TOF bakterialni rody Enterococcus a Lactococcus.

Z uvedenych rodt mél nejvyssi identifikacni skore rod Enterococcus, z cehoz vyplyva, Ze doslo
k jeho bezpecné identifikaci. Zaroven ale nedoSlo u tohoto rodu k vysoce pravdépodobné
identifikaci druhu.

Rod Lactococcus byl dle MALDI-TOF identifikovan ve vzorcich Cetnéji, soucasné vsak
nedoslo dle miry identifikacniho skore k bezpe¢nému urceni tohoto rodu.
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5.2.2 Teplota odchovu pri 25 °C

Dle vysledku kultivace a hmotnostni spektrometrie doslo ve vzorcich hmyzu pfi odchovu pfi
25 °C kvyskytu téchto bakterialnim rodtm — Acinetobacter, Enterobacter, Enterococcus
a Proteus. V porovnani s teplotou odchovu pii 22 °C doslo k rozmanitéjSimu zastoupeni
jednotlivych bakteridlnich rodt. Zaroveil doslo k vylouceni rodu Lactococcus, ktery nebyl pfi
této teploté odchovu identifikovan.

Dle miry identifikacniho skére byl bezpecné potvrzen vyskyt rodd Bacillus, Enterobacter,
Enterococcus a Proteus. Pricemz byl rod Enterobacter identifikovan nejéastéji. Naproti tomu

u rodu Acinetobacter doslo spise k pravdépodobné identifikaci tohoto rodu.

5.2.3 Clostridium spp.

Podle vysledki MALDI-TOF doslo k identifikaci pfitomnosti Clostridium spp. u obou nami
zkoumanych skupin.

U teploty odchovu 22 °C byly pravdépodobné¢ identifikovany druhy C. cochlearium a C. novyi.
Z toho druh C. cochlearium byl identifikovan s nejvyssim identifika¢nim skore 1,974. Zatimco
druh C. novyi byl detekovan s nejvyssim identifikacnim skore 2,035.

Pti teploté odchovu 25 °C byly opét byly identifikovany druhy C. novyi a C. cochlearium. Dle
skore (2,306) doslo k vysoké pravdépodobnosti vyskytu na urovni druhu u C. cochlearium,
zatimco u C. novyi dosahlo 1,926.
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6 DISKUZE

6.1 Celkovy pocet aerobnich mikroorganismu

Odborna literatura udava, ze se pocet celkovych aerobnich mikroorganismi pohybuje
v rozmezi od 7,9 = 0,2 log KTJ/g do 8,0 + 0,3 log KTJ/g (Stoops et al. 2016; Wynants et al.
2017). Pti kontrolované teploté odchovu 22 °C doSlo u nami zkoumanych larev mou¢nych
¢erva K narustu celkového po¢tu aerobnich mikroorganismi na 7,92 + 0,11 log KTJ/g. Tento
vysledek koresponduje s vySe uvedenymi vyzkumy. Naproti tomu pii teplot€¢ odchovu 25 °C
byl zaznamenan ubytek narostlych kolonii na 7,32 + 0,59 log KTJ/g. Pti¢inou tohoto rozdilu
muze byt nesrovnalost pii pfipraveé vzorki na analyzu, kterd mohla zpisobit pokles celkového
poctu pritomnych mikroorganismid vzhledem Kktomu, Ze skupiny podle teploty byly
analyzovany samostatné.

Z vysledki MALDI-TOF vyplynulo, ze z aerobnich mikroorganismt se ve vzorcich mou¢nych
cervl pfii teplot¢ odchovu 22 °C objevily rody Enterococcus (tento rod bude diskutovan
Vv samostatné kapitole niZe) a Lactococcus. Je dlileZité zminit, Ze byly brany izolaty z nejvyssich
fedéni, tudiz identifikované mikroorganismy z médii pro celkové pocty jak aerobnich, tak
anaerobnich bakterii patfi mezi nejhojnéji zastoupené v nami testovanych vzorcich.

Podle védeckych studii byl zaznamenan vyskyt rodu Lactococcus Vv sarancatech (Ruspolia
differens), larvach potemnika hnédého (Tribolium castaneum) a larvach potemnika skladistniho
(Tribolium confusum) (Boiocchi et al. 2017; Ssepuuya et al. 2019; Fredensborg et al. 2020).
Tento rod se fadi mezi fakultativné anaerobni mikroorganismy. Je vyznamnym zastupcem
bakterii mlé¢ného kvaseni (BMK) a mtize mit ptiznivy vliv na lidské zdravi (Tavares & Malcata
2016). K témto prospésnym zdravotnim ucinkim BMK patfi prevence ¢i zmirnéni laktozové
intolerance, prijmu, zacpy, infekei, stfevnich poruch a nékterych druhti rakoviny (del Carmen
et al. 2012).

Na zéakladé identifikace vzorkl potemnika mou€ného pfi teploté odchovu 25 °C byly zjistény
bakterialni rody Acinetobacter, Bacillus, Enterobacter, Enterococcus a Proteus.

Vyskyt rodu Acinetobacter byl potvrzen v jedlém hmyzu dle EN & DB (2016), kde byl
prokazan u larvy motyla Bunaea alcinoe. Rod Acinetobacter se vyskytuje ve pud¢, odpadnich
vodach a potravinach (maso a mlécné vyrobky) a je fazen mezi mikroorganismy znehodnocujici
maso. Tyto bakterie zpusobuji infekce mocovych cest nebo pneumonii (Kiampfer 2014).
Fredensborg et al. (2020) uvadi vysoky vyskyt rodu Acinetobacter u mouc¢nych cervi spole¢né
s bakterii rodu Enterobacter.

6.2 Celkovy pocet anaerobnich mikroorganismu

V této préaci predstavuje pocet narostlych kolonii anaerobnich mikroorganismli pii teploté
odchovu 22 °C 7,63 + 0,10 log KTJ/g. Pti teplot¢ 25 °C pocet téchto kolonii klesl na
6,98 + 0,93 log KTJ/g. Tyto pocty jsou v souladu s vysledky z odborné literatury (Stoops et al.
2016; Grabowski & Klein 2017b; Roncolini et al. 2018).

Ze vzorkl potemnika mouc¢ného odchovanych pii teploté 22 °C byly pomoci MALDI-TOF
hmotnostni spektrometrie identifikovany rody Enterococcus a Lactococcus. Naproti tomu ve
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vzorkach larev u teploty odchovu pii 25 °C doslo k identifikaci téchto anaerobnich rodt —
Enterobacter, Enterococcus a Proteus.

Urbanek et al. (2020) ve své studii uvedl, ze v larvach potemnika mouéného ptevladal vyskyt
rodu Enterobacter, konkrétné druhu E. hormaechei, spole¢n¢ s druhem Lactococcus garvieae.
Druh E. hormaechei zde piedstavoval 32,65 % z celkovych poéti narostlych mikroorganisma.
Druh L. garvieae tvofil 30% zastoupeni. V larvach moucnych ¢ervii byl potvrzen vysoky vyskyt
Enterobacter spp. zaroven ve vyzkumu podle Fredensborg et al. (2020).

Proteus patii mezi bézné¢ se vyskytujici bakteridlni rody tvofici mikrobiotu jedlého hmyzu
(Giaccone 2005; Marshall et al. 2016). Tyto anaerobni mikroorganismy se obvykle vyskytuji
v piirod¢ (odpadni vody, vykaly, shnilé maso) a zpasobuji fadu infekénich onemocnéni
(infekce mocovych cest, meningitida, gastroenteritida). Mezi vyznamné druhy patii P. vulgaris
a P. mirabilis (Kushwaha et al. 2014).

6.3 Bacillus spp.

Piitomnost rodu Bacillus v travicim traktu potemnika mou¢ného byla potvrzena ve studii od
Liu et. al. (2011). Toto tvrzeni podporuji i studie od Belluco et al. (2013) a Garofalo et al.
(2017). Vtéto praci byl vyskyt rodu Bacillus spp. stanoven pii odchovu 22 °C na
4,04 £ 0,63 log KTJ/g a pii 25 °C na 3,70 + 0,46 log KTJ/g. Coz je mén¢, nez je udavano
v odborné literatufe — 6,5 + 1,3 log KTJ/g (Grabowski & Klein 2017a). Mezi tento rod patii
fada lidskych patogent - B. cereus, B. anthracis, B. weihenstephanensis, B. cytotoxicus nebo
B. thuringiensis (Delbrassinne & Mahillon 2016). U vzorki ostatnich druhtt hmyzu byla
ptitomnost Bacillus cereus potvrzena (Gashe et al. 1997). Tento bakterialni druh produkuje
toxiny, diky nimz mtze dochazet po pozieni kontaminované potraviny K prijmim a zvraceni
(Nunez & Medina 2016). Grabowski & Klein (2017b) uvadi, ze by pocty kolonii tohoto druhu
pro zachovani bezpe¢nosti nemé&ly presdhnout 5 log KTJ/g. Na zaklad€ identifikace pomoci
MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie byl ve vzorcich (teplota odchovu 25 °C) identifikovan
pravdépodobné druh Bacillus licheniformis, ktery je pro ¢lovéka nepatogenni a je vyuzivan jako
probioticka kultura v komerénich vyzivovych doplnicich (Delbrassinne & Mahillon 2016).

6.4 Enterococcus spp.

Enterococcus spp. je fazen mezi dominantni rody pfitomny Vv Cerstvych vzorcich jedlého hmyzu
(Garofalo et al. 2017; Roncolini et al. 2018; Osimani et al. 2018). Pii teploté odchovu 22 °C
dosahoval pocet enterokokl v larvach moucénych cervii 6,89 + 0,06 log KTJ/g. Zatimco
u teploty odchovu pii 25 °C byl snizen na 5,48 + 0,61 log KTJ/g. Dle odborné literatury je pocet
rodu Enterococcus v jedlém hmyzu stanoven na 3,0 — 7,48 log KTJ/g (Martin & Mundt 1972).
Enterokoky jsou fakultativné anaerobni, grampozitivni kokovité mikroorganismy. Patii mezi
bakterie mlécného kvaseni a nékteré kmeny jsou fazeny mezi probiotické kultury (Behare et al.
2015). Stoops et al. (2016) ve své praci uvedli, Ze se po¢et BMK v larvach potemnika mou¢ného
pohyboval 7,5 - 7,6 +0,1 log KTJ/g. Oproti tomu v sarancatech stanovili pocet BMK od
7,6 £0,3 log KTJ/g do 8,5=+0,5log KTJ/g. Nekteré druhy tohoto rodu jsou zaroven fazeny
mezi podminéné lidské patogeny, které mohou zptisobovat infekce mocovych cest, dutiny stni
nebo gynekologické zanéty (Schleifer 2009).
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6.5 Salmonella spp.

Ve vSech nami testovanych vzorcich potemnika mouc¢ného nebyl zaznamenan vyskyt
Salmonella spp. Tento vysledek koresponduje s provedenymi vyzkumy, kde nedoslo
k identifikaci Salmonella spp. ani u jinych testovanych druhtt hmyzu (Huis et al. 2013;
Giaccone 2005; Grabowski & Klein 2017a; Osimani et al. 2018). Vzhledem k tomu, Ze je
Salmonela povazovéna za celosvétoveé vyznamny lidsky patogen a ma za nasledek onemocnéni,
které je znamé jako salmoneloza (Dykes 2016), je doporucovano, aby dochazelo k tepelné
upravé hmyzu pred samotnou konzumaci (napt. vafeni ¢i smazeni), ¢imz dochazi k jeji
inaktivaci (Giaccone 2005).

6.6 Clostridium spp.

V ndmi zkoumanych vzorcich jedlého hmyzu byla potvrzena pomoci MALDI-TOF hmotnostni
spektrometrie piitomnost rodu Clostridium v obou sledovanych skupinach. Klostridie se
skladaji z velké heterogenni skupiny grampozitivnich bakterii vytvarejicich spory, které rostou
vyhradné za anaerobnich podminek (Alou et al. 2018). Jedna se o vyznamny lidsky patogen,
druh se vyznacuje produkci botulotoxinu, coz neurotoxin, zptsobujici botulismus (Sakaguchi
1982). Pfitomnost rodu Clostridium spp. v larvach potemnika mou¢ného potvrzuje studie dle
Stoops et al. (2016), podle kterych tvoii ve vzorkach larev chovanych v kontrolovanych
podminkach odchovu pfi teploté 28 °C 3,5% zastoupeni z celkového poctu zkoumanych
mikroorganismil.

Nami identifikovany druh Clostridium cochlearium je bézné izolovan z pudy, ustni dutiny,
lidskych vykali a krabiho masa. Optimalni teplota ristu C. cochlearium je 37 °C (Schleifer
2009). Je tedy mozné, ze u nami zkoumanych vzorkd hmyzu mohlo dojit ke kontaminaci z pudy
touto bakterii.

Dalsi nami identifikovanym druhem byl Clostridium novyi. Tento druh se nachazi ve stolici
av pudé. Radi se mezi patogenni mikroorganismy a je rozliSovan podle typu toxinii (A, B,
nepatogenni C), které produkuje. C. novyi zptsobuje fadu onemocnéni u zvifat a u ¢lovéka
(Schleifer 2009). Peck et al. (2011) uvadi, ze tento druh vykazuje genetickou a fyziologickou
podobnost s C. botulinum. Naproti tomu Staedtke et al. (2016) ve svém vyzkumu zminil, Ze by
tento druh mohl mit vysoky potencial jako 1é¢ivo pfi onemocnéni rakovinou.
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7 ZAVER

V této diplomové praci bylo zkoumano mnozstvi a diverzita mikroorganismuti v jedlém hmyzu,
konkrétné v larvach potemnika mouc¢ného (Tenebrio molitor), v zavislosti na teploté odchovu
Vv kontrolovanych podminkéch pti 22 °C a 25 °C.

Bylo zjisténo vyznamné vy$$i mnozstvi celkového poctu mikroorganismu a enterokokt u larev
chovanych pfi 22 °C.

Diky vysledkiim identifikace pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometriec bylo mezi
jednotlivymi vzorky vypozorovano, ze rodové zastoupeni nejvice se vyskytujicich
mikroorganismil se mezi teplotami odchovu lisilo. Zaroven nedoslo u obou skupin k prokazani
patogennich bakterii Salmonella spp. a E. coli., nicméné pritomnost rodu Clostridium spp. byla
potvrzena.

Teplota odchovu tedy ¢asteéné ovlivituje pocet a druhovou skladbu skupin mikroorganismd.
Na zékladé¢ téchto vysledki tedy mizeme dojit k zavéru, ze hypotéza, formulovana na zacatku
této diplomové prace, se Castecné potvrdila.

V zapadnich zemich je konzumace hmyzu stdle povaZzovana za exotickou, avSak v poslednich
letech dochazi k vyvoji novych trendi a roste tak zajem o vyuziti jedlého hmyzu v oblasti
vyzivy Clovéka. Vzhledem k tomuto faktu je zapotfebi dalSich studii tykajicich se chovu
a zpracovani jedlého hmyzu se zvlaStnim zfetelem na patogenni a potencialné patogenni rody
bakterii.
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9 SAMOSTATNE PRILOHY

Tabulka 7 Vysledky identifikace pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie vzorki

odchovu pti 22 °C.

Kultiva¢ni médium Druh Skore
Pro aerobni mikroorganismy Enterococcus phoeniculicola 2,249
Pro aerobni mikroorganismy Lactococcus garvieae 1,869
Pro aerobni mikroorganismy Lactococcus garvieae 1,851
Pro anaerobni mikroorganismy Lactococcus garvieae 1,967
Pro anaerobni mikroorganismy Lactococcus garvieae 1,941
Pro anaerobni mikroorganismy Lactococcus garvieae 1,917
Pro anaerobni mikroorganismy Lactococcus garvieae 1,880
Pro anaerobni mikroorganismy Lactococcus garvieae 1,864
Pro Klostridie Clostridium novyi 2,035
Pro klostridie Clostridium cochlearium 1,974
Pro Klostridie Clostridium novyi 1,961
Pro Klostridie Clostridium novyi 1,957
Pro Kklostridie Clostridium novyi 1,945
Pro klostridie Clostridium cochlearium 1,926
Pro Kklostridie Clostridium novyi 1,923
Pro Klostridie Clostridium novyi 1,867

Tabulka 8 Vysledky identifikace pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie vzorkt

odchovu pii 22 °C.

Kultivaéni médium Druh Skoére
Pro aerobni mikroorganismy Proteus sp. 2,085
Pro aerobni mikroorganismy Acinetobacter radioresistens 1,898
Pro anaerobni mikroorganismy  Enterobacter aerogenes 2,280
Pro anaerobni mikroorganismy  Enterobacter aerogenes 2,115
Pro anaerobni mikroorganismy  Enterobacter aerogenes 2,091
Pro anaerobni mikroorganismy  Enterococcus sp. 2,009
Pro anaerobni mikroorganismy  Proteus sp. 1,990
Pro anaerobni mikroorganismy  Enterobacter aerogenes 1,988
Pro anaerobni mikroorganismy  Enterobacter aerogenes 1,899
Pro anaerobni mikroorganismy  Enterococcus faecium 1,803
Pro Klostridie Clostridium cochlearium -
Pro klostridie Bacillus licheniformis 2,134
Pro Klostridie Clostridium novyi 1,926
Pro Klostridie Clostridium novyi 1,918
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