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ABSTRAKT

Bakal&ska prace se v teoretick@isti zabyva dehydrovanymi vyrobky a velg@sto se

v nich vyskytujici bakterii rodiBacillus Bacillus cereuge schopen produkovat toxiny,
které byvaji castymi pivodci dvou odliSnych alimentarnich nemoci. Emetidkin,
cereulid, je tvéen v potravig a je @icinou tzv. davivého syndromu. Enterotoxiny, které
vyvolavaji pfijmové onemocEni, jsou na rozdil od cereulidu ttemy v tenkém gew
¢loveéka. V praktickécasti bylo z mikrobiologického hlediska analyzovapg riznych

vzorki dehydrovanych vyrobk

Kli¢ova slovaBacillus Bacillus cereuscereulid, dehydrované vyrobky, enterotoxiny

ABSTRACT

Bachelor thesis deals with dehydrated productsgaméraBacillus which mostly occurs
in this kind of foodstuffBacillus cereuss able to produce toxins, which are causes of two
different food-borne illnesses. Emetic toxin, céickus created in foodstuff and is a cause
of emetic syndrome. Enterotoxins, which are createdmall intestine of host, bring on
diarrheal syndrome. In experimental part of thisrkwamicrobiological analyses of five

different dehydrated products were performed.

Keywords:Bacillus, Bacillus cereuscereulid, dehydrated products, enterotoxins
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UvoD

V souwlasné dob existuje mnoho organizaci a systénkteré se zabyvaji bezpeosti
potravin. Zarova se neustale zdokonaluje vyrobni technika, kter&n&lg pomoci zajistit
nezavadnost potravin. OvSem iiep veSkeré snahy seibe stat, Ze dojde k mikrobialni
kontaminaci jednotlivych surovirti potravin, coz niZe nasledé vest ke vzniku
alimentarnich nemoci. Jednou z nejzg@ich nemoci je salmonelézaagodci jsou
bakterie z rodu Salmonellx Mezi dalSi mikroorganizmy vyvolavajici tento typ
onemocgni pati nagiklad bakterialni rodyListeria, Campylobacternebo Bacillus

z kvasinekCandidasp. a z plisnAspergilussp. nebd-usariumsp.

V piedlozené bakatéké praci je pozornost tgna na bakterialni ra8acillus. NejznangjSi
je prava@podobré Bacillus anthracis Do pod¥domi veejnosti se tento mikroorganizmus
dostal pedevsim ve spojeni s bioterorizmentiitéhnnostB. anthacisv lidském €le miva
casto smrtelné néasledky. Prace je #&na naBacillus cereusktery ma tu schopnost,
resp. jeho toxiny, vyvolat otravu potravinami. Nazdil od B. anthracisnebyvaji jeho
nasledky smrtelné. Veétsine pripadi neni onemoaini zpisobenéB. cereusléceno,

protoZe piibéh nemoci byvéa velmi rychly a kratky.

Dehydrované vyrobky jsou v dnesni dokonzumovany fedevsim diky sveé rychlosti a
jednoduchosti fipravy. Do této skupiny potravin pgatzejména Sirokd Skala polévek,
détské stravy nebodenych sndsi pro gipravu pokrni. Mikroorganizmy, které se zde
vyskytuji nefastji, jsou predevSim salmonelyClostridium perfigensnebo Bacillus

cereus

Cilem praktickéc¢asti bylo provést mikrobiologicky rozborétp vzorki dehydrovanych

vyrobki a nasledéizolovat a identifikovat bakterialni kmeny.
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1 VYZNAM RODU BACILLUSV POTRAVINA RSTVIi, JEHO POPIS
A CHARAKTERISTIKA

Zarazeni roduBacillus doménaBacterig kmenFirmicutes tfida Bacilli atad Bacillales
Bacillus sp. jsou grampozitivni sporulujici aerobni, pdikultativre anaerobni bakterie.
Jejich tvarem jsou delSi dypky, které se &kdy mohou shlukovat deetizki [1]. Jejich
vyskyt je velmi rozlkny: od pidy, pres rostliny a vodu, az po potraviny a suroviny.
Z biochemickych znakje pro & charakteristické 8peni bilkovin za vzniku amoniaku a
fermentace sachaiids malo vyraznou tvorbou kyselingleré s tvorbou plynu). Jsou to
kataldza pozitivni a oxidaza variabilni mikroorgany redukujici dughany. DalSim
vyznamnym znakem je tvorba sp@Hlyr. 1). F¥i sporulaci se nedmi tvar buky, piicemz
spory byvaji lokalizovany wiznych castech sporangia (centrdJn paracentraky
subterminaly, terminal@ nebo lateralé). Sporulace probihd zatiptupu kysliku.

S vyjimkouB. anthracigsou pohyblivg?2], [3], [4].

Bakterie tohoto rodu velmi deb rostou na &nych agarovych wlach v aerobni
atmosfée. Morfologie kolonii je zn&é rozmanita. Casté jsou tstové faze Sa R,
vyskytuje se i plazivytrst. Druhy, a 8kdy i kmeny téhoZz druhu, rodBacillus rostou v
rozdilnych teplotach. Ndjklad k psychrotolerantnim mikroorganiam pati B. insolitus
k mezofilnim B. cereusneboB. subtilisa k termofilnimB. stearothermophilusNejlépe
rostou v prosedi o pH 5,5 — 8,5, ovSentkieré, jakoB. coagulans rostou i pi pH

nizs§im nez 33].

Medicinsky vyznamnou bakterii tohoto roduBeanthracis je patogenem zkat aclovéka
a je pivodcem respiriho onemockni tzv. siti slezinné (antrax). DalSi druhy bacie
podileji na kontaminaci potravin, krmiv a suroviivagiSného fivodu. Vyznamné jsou
zejména enterotoxingenni kmem; cereus Vyznamnou skupinu fpdstavuji i druhy
patogenni pro hmyz jako nidklad B. thuringiensis ¢asto uzivany pro vyrobu pestiéid
Je velmi zajimavé, ZB. anthracisje geneticky (podle chromozomalni DNA) neodligitel
od druhi B. thuringiensisa B. cereus Oba prvig uvedené druhyigjm¢ vznikly evoluci
z druhuB. cereusTato skupina byla pojmenovaBacillus cereus sensu latomimo jiZ ti

uvedené bakterie sem fidB. mycoidesB. pseudomycoidesB. weihenstephanengig).

Tvar endospory a matké buiky jsou charakteristickymi znaky jednotlivych diubaciki

vyuzitelnymi v taxonomii. Podleithto charakteristik je mozr®acillus sp. rozdlit do ti



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 11

morfologickych skupin. I. morfologicka skupina zabje endospory ovalného tvaru, které
neztlu§uji buiku. Pro veterindrni medicinu je nejvyznafj®n Do této skupiny pét

B. anthracis B. cereus B. subtilis B. lichnoformis B. mycoidesa B. thuringiensis

Il. morfologickd skupina je typickd tvorbou endospavalného tvaru, které ztlthgji
mateéskou buitku. Mezi zastupce s@diB. circulans B. coagulansneboB. alcalophilus
Do lll. morfologické skupiny séadi bakterie tviici endospory kulatého tvaru, které vzdy
ztlu¥uji matéskou buiku [5].

Zelené spory uvniti
bakterialich bunék:

'.

Obr. 1 Mikroskopické zobrazeni Bacillus sp. a jegpor([6]

1.1 Bacilluscoagulans

Bacillus coagulange aerobni az mikroaerofilni bakterie ti@ kyselinu mlénou. Jako
ostatni druhy rodBacillus tvori spory, které jsou odolnéi# chemickym a fyzikalnim
vliviim. Optimalni teplotu tstu ma kolem 50 °C. V potravifgvi je pomdrné ¢astou
piicinnou kazeni vyrohk Tento druh bakterie produkuje kyselinu L-(+)-tméu, ovSem
nelze jejtadit mezi bakterie méého kvasSeni a to zZidodu tvorby spor. V dnesni délse

tato bakterie vyuziva i jako probiotikuf¥].
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1.2 Bacillus stearothermophilus

Bacillus stearothermophilupati mezi termofilni bakterie rodBacillus Tato bakterie se
nachazi v pdeé, horkych pramenechii sedimentech oceén Sterilizace je Siroce
pouzivanym procesem Vv potraviském pamyslu jiZ mnoho let, a protoZze je
B. stearothermophilusepatogenni termofilni a také sporotvornou bakt@xi vybornym
indik&dtorem procesu letality mikroorganigamDiky extrémni teplotni rezistenci jeho spor

se v konzervarenskemgmnyslu vyuziva ke zhodnoceni efektivity steriliza8g

1.3 Bacillussubtilis

Bacillus subtilisje bakterie Bzn¢ se vyskytujici v pdé. Ma schopnost tvid velmi tvrdé,
ochranné endospory, coz umaie jeho peziti i v extrémnich podminkach Zivotniho
prostedi. Tento bacil neni povazovan za lidsky patotize kontaminovat potraviny, ale
jen zidka kdy zfisobi otravu. OvSem je potencialnim patogenem skaiy,u r&j muze
zpusobit zagt vemeneB. subtilisprodukuje extracelularni enzym znamy jako sulirilis
Ackoliv je jeho toxicita nizka, rive u rkkterych jedind, ktefi jsou véastém styku s timto
toxinem, zfisobit alergickou reakci. Subtilisin akieré jeho dalSi enzymy jsou Siroce
pouzivany jako pdatné latky do pracich praéetki. Jsou znamy fijpady alergickéci
hypersenzitivni reakce, ¢etné dermatitidy a respitaich potizi, které jsou spojeny

s pouzivanimechto pracich progedki [9].

1.4 Bacilluslicheniformis

Bacillus licheniformisse Bzn¢ vyskytuje v @mdé a byva kontaminantem ndiéych
produkti. Bylo zjiS€no, Ze se rize vyskytovat i na ptéam pe&i. Je to termofilni bakterie

s optimem iistu okolo 50 °C, ovSem ime gezit i vysSi teploty. VWetng alimentarnich
onemockni IzeB. licheniformisspojit se septikémii, peritonitidoudiovéka; a s toxémii a
potraty u skotu. Alimentarni onemagrn zpisobené timto mikroorganizmem jsou spojeny
s vaenym masem a zeleninoutiZFhaky jsou bolest Zaludku, qpem a zvraceni. ifznaky

obvykle nastoupi do 2 — 14 hodin, ale netrvaji d&le 36 hodiri10].

Tato bakterie se uéte kultivuje za delem ziskani proteaz, které se vyuzivdjivyrobe
pracich prdSk Protedza umaitije snazsi odstréni bilkovin z o@dva — jsou pouZity nizSi

teploty, které Sét odkv a spotebu energi¢l0].
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1.5 Bacillusanthracis

Bacillus anthracis(Obr. 2) je patogenni pro savce, u nichZ vyvol&n& slezinnou
(antrax). Antrax¢lovéka se vyskytuje po aspiraci spor nebo po peroralpodani
kontaminované potraviny. ¥eme se setkat sieeimi druhy antraxu: kozni, plicni aewni.
Nejcastji se vyskytuje antrax kozni, souvisejici s infelaxkrek [11]. Antrax se stal
predmétem bioterorizmu v USA vzhledem ke své vysoké éitgbspor a nizké infeini

davce praloveéka @i snadném fenosu aerogenni cestgl.

Ze zviat jsou k antraxu nejvnim&gi byloZravci a prasata. Naopakcka a pes, jako
masozravci pdt k nejmér vnimavym ziv@icham. Ptaci jsou vzhledem k teptosveho
téla tén®r rezistentni, podolinjako studenokrevna Aata. K infekci dochazi obvykle

perorali krmivem kontaminovanym sporami, vyk®na neni ani infekce aspirddi.

Ve vysglych zemich Evropy se antrax #af vyskytuje pouze sporadicky v souvislosti
s importem surovin ZivSného fivodu, zejména i obsahujici sporyB. anthracis

z jinych swtadila [4].

Tento mikroorganizmus je rezistentni¢cv mnohym antibiotikm, ovSem je velmi citlivy
k Gcinkam penicilinu, i kdyZ existuji i rezistentni kmeny.minulosti byl preferovan prav
penicilin @i lééb¢ antraxu[11]. Pro I&bu ¢loveéka se pouziva v dnesni dobiprofloxacin

[4].

Obr. 2. Bacillus anthaciglL2]
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1.6 Bacillusthuringiensis

Bacillus thuringiensige patogenem hmyzu, proto se pouZziva jako biolgginsekticid.
Insekticidy jsou zaloZeny na produkéiendotoxiri (krystalovych proteif), které lze
komekné dostat v praSkovych preparate¢h granulich obsahujicich si® endospor a
proteini. Pomoci &chto produki je mozno chranit Urodu okurek, ¢aj nebo vinnych
hrozni. Spory tohoto mikroorganizmu mohotistat jako rezidua v potravinach, které jsou
chrarény insekticidy tohoto druhu. Nasiglad vCiné, kde se hoji pouziva &chto
pesticidi, bylo zjiS€no, Ze endosporyustavaji dlouhou dobu &aji, a nejsou posléze
odstragny ani [ vyrob¢ zelenéhataje. Spory pezivaji pasteraci a dale &lia mnozi se
v ndpojich pipravovanych zaje. Diky redukci obsahu dusiku a kysliku v lahyikteré
obsahuiji¢aj, se obsaB. thuringiensigpohybuje ve velmi malém mnoZstvi (XOFU.mI™).
Kvili produkci enterotoxit mize byt gitomnost tohoto bacila &aji jistym rizikem pro
lidské zdravil3].

1.7 Vyznam rodu Bacillus v potravinarstvi

Rod Bacillus je povazovan za jeden z mnoha indikatgprimarni a sekundarni

kontaminace surovin a potravin.

1.7.1 Mléko a mlé¢né vyrobky

Velky vyznam ma rodBacillus v mlékarenstvi. ® dojeni mléka dochazi k prvotni
kontaminaci a to mikroflorou z povrchu vemene, keevyskytuji i zastupci tohoto rodu.
Po tepelném oS&ni jsou to prav spory Bacillus sp., které #stavaji v mléce. Mohou
nastat problémy se sporaBi stearothermophiluseboB. sporothermoduransteré jsou

vysoce rezistentni iii sterilizainim teplotani3], [14].

U ml&nych vyrobki predevSim zavisi natpodnim obsahuéthto bakterii v mléce
a prostedi. Vyrobu slazeného zah&dého mléka mohouipzivat sporyB. licheniformis
B. stearothermophilusnebo B. subtilis které @i nevhodném skladovani Kl
U neslazeného zahdgg&ho mléka tvid bacily H, a CQ a sowasré srazi mléko. DalSim

vyrobkem, na ktery maji bacily negativni vliv, jseyry (Tab. .
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Tab. 1. Vady syrzpisobené bakteriemi z rodu Bacillly

Vada Druh syru Druh bacilu
horka chw’ vSechny druhy syr | B. cereusvar. mycoidesB. brevis
cervené skvrny mékkeé syry B. fusci
hnédé skvrny | syry s plisni s | B. mesentericumar. niger
modrani syt | vSechny syry B. cyaneofuscus
cernani sy mekké a kyselé syry B. demingrams
roztekani syt | mekkeé a kyselé syry B. cereusvar.mycoidesB. brevis

1.7.2 Obili

DalSi velkou skupinou, kde daeme najit bacily je obili, na¢j se bakterie dostavaji
z prostedi — mida, vzduch. V tomto druhu surovin mohou bakterf®to rodu fisobit
velké problémy. Reeni mohou pezivat sponB. subtilisaB. licheniformis tvoii sliz, ktery
zpisobuje nitkovitost a taznost chleba, coZisqbi nepirozené zabarveni a mazlavost

kurky a tvai se lepkavé, elastickeé slizovité nitjd}, [14].

1.7.3 Vejce

Do vajec negjastji pronikaji mikroorganizmy z wjSiho prostedi. Vaje&ny bilek se proti
témto mikroorganizlim, mezi kterymi jsou i bacily, chrani lysozymem githost

lysozymu pestava v okamziku, kdy se smisi bilek se Zloutkgm

1.7.4 Kakao

Mikrofléra kakaa je pevazr tvorena zastupci rodBacillus a toB. subtilis B.cereus
B. alvej B.licheniformis a B. megateriumMohou se zde vyskytovat i termofilni druhy
jako B. stearothermophilugi B. coagulansPaity spor bacik se néni hlavreé v zavislosti
na pouZzité technologii vyroby, al&tinou nepekraiuji hodnotu 16 CFU.g". Z kakaa se

dostavaji spory bacildo ¢okolady acokoladovych cukrovinekl4].

1.7.5 Konzervy

Pritomnost bacil v konzervach sid¢i o provedeni nedost&tee sterilace vyrobku. Kazeni

muze probihat bez tvorby plynu nebo s tvorbou plnvzdku bombaze. Bez tvorby plynu
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se u zeleninovych konzerv, zejménaaajvyskytuje plynuprosté kysaniti®dm se hlava
pomnoZujiB. stearothermophiluaB. coagulansDoché&zi k tvorb kyselin a néni se chd
a ving. Teplotni rozmezi Gstu pro tyto mikroorganizmy je 30 — 60 °Cyigemz
B. stearothermophilug schopenist i i 75 °C. Velmi¢asto dochazi k bombazi konzerv,
jednou z picin jsou fakultativie anaerobni bakteriB. cereusB. subtilisneboB. circulans
U konzerv je ¥tSinou vyZadovana tzv. komi sterilita, coZ znamena, Ze vyrobky mohou

obsahovat spory aerobnich mikroorganiziato jen pouze v desitkach na gi@i [14].

1.7.6 Ostatni potraviny

Z dalSich surovin se bacily vyskytuji vilemi — gevazré B. cereud14]. Dale se objevuji
v zelenirg, kvaSené nebo suSertg. subtilisje jednou z moznychifEin méknuti okurek,
kdy je nizky obsah soli a malo kyselé predi uvnit okurky. U suSené zeleniny jsou spory
bacili schopny pezivat, a proto mohou byt poslézemeseny do finalniho vyrobku. Maso
je bacily kontaminovano sekundarrzde niizou bacily zgsobit rozklad bilkovin, jelikoz

maji bohaty proteolyticky enzymovy apafal.
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2 BACILLUSCEREUS

Bacillus cereuge grampozitivni fakultativéa anaerobni bakterie ve tvarwityek, jejichz
velikost se pohybuje od 1,0 um do 5,0 um. Na mg#opevém agaru ttotato bakterie
mirn¢ naSedlé matné kolonie (velikost 3 — 8 mm), ktesdi mepravidelné hranice a jsou
rovinného razu. WSina kmean tvoii na Ezné uzivaném agaru spory jiZem rgkolika
dni. SporyBacillus cereusjsou vysoce termorezistentni.ét§ina kmed je schopna
produkce toxinu. Mezi dalSi charakteristické rysgo pdentifikaci paiti pohyblivost,

hemolyza, fermentace cuk(kromé mannitolu) a produkce lecitindzys].

Bacillus cereugie saprofyt, Siroce roz&ny v irock. Velmi ¢asto je izolovan zialy,
rostlin a vody. Roste na rozkladajicich se zbytdicktlin v pidé, hnoji a krmivech.
Z prostedi bakterie snadno kontaminuji potravinyikRidem je kontaminace kravskych
vemen. Bakterie se dostavaji na vemenaidypa travy, poslézetpdojeni se dostavaji
bakterie do mlék§3], [4].

Pro izolaci a detekci B. cereus z potravin se wajziizna meédia, napMYP = Mannitol
Egg Yolk Phenol Red Polymyxin Agar nebo PEMBA % yRaoyxin Pyruvate Egg Yolk
Mannitol Bromthymol Blue Agar@br. 3). Tato média obsahuji selektivni slozky jako je

napiklad polymyxin nebo mannitol, ktery B. cereus nesduje[15].

Obr. 3Bt B. cereus na PEMBA agafig]
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2.1 Charakteristika alimentarnich onemocnréni

V padesatych letech dvacatého stoleti Bgtillus cereuszaazen mezi mikroorganizmy,
které vyvolavaji otravu potravinami. Stalo se taktpm, co v letech 1947 az 1949 doSlo
celkem¢tyiikrat k rozsahlému fiirmovému onemoai (ndkaza postihlailizné 600 lidi

ze ti nemocnic a domovaudhodd) [17]. V sowasné dob jsou znami d¥ alimentarni
onemocgni zpisobené timto bacilem, emetické aijprové (Tab. 3. Ob: onemocgni

jsou klasifikovana jako mérzavazna ovsem jsou znami v&an az letalni gipady[18].

Tab. 2. Charakteristika onemaari zpisobena Bacillus cerey$5]

Charakteristika Prdjmové onemocrni Emetické onemocsni

protein; enterotoxiny: Hbl, Nhe,
CytK

cyklicky peptid; emeticky

typ toxinu toxin (cereulid)

misto produkce

L tenké stevo hostitele
toxinu

potraviny

infekéni mnozstvi

10— 10 (v&echny biiky)

10°— 16 (CFU.gY

ojediréle nevolnost

inkubaini doba 8 — 16 h (ojedifte do 24 h) 0,5-6h

doba trvani 12 — 24 h (ojeditie par dni) 6-24h

nemaoci

symptomy bolest Bicha, fidky prijem a nevolnost, zvracenij&e

druh potraviny

masné produkty, polévky,
zelenina, pudinky, parky, mléko

a ml&né produkty

opékana a wana ryze,
téstoviny, nudle a cukiéké
zbozi

V padesatych letech dvacatého stoleti bylo v Nomkw popsano pijmové onemoceni
zpusobenéB. cereus Jedna se o infekci #pobenou vegetativnimi hkami, které
produkuji enterotoxiny proteinové povahy v tenkéme&. Vegetativni biiky mohou byt
prijaty bud’ jako Zivotaschopné Iy nebo spory. Mezi typickéifznaky pfijmoveho
onemocgni pati bolesti Wicha, vodnaty pijem a gilezitostr nevolnostéi zvraceni.
Inkubaini doba je t&co pres 6 hodin, negzreji se pohybuje v rozmezi od 8 do 16 hodin.
Nemoc trva piblizné 12 — 24 hodin, ovSem jsou znamyiigady, kdy nemoc trvala déle
[15].

Davivy syndrom byl prva identifikovdn ve Velké Britanii v sedmdesatych elet
dvacatéeho stoleti, kdy doslo kkolika piipadim nakazy zpisobenou konzumaci ukemé

ryze. Tato nemoc je intoxikaci. Jetugpbend emetickym toxinem, kteBacillus cereus
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vyprodukuje v pipravené potravié&t Naslednou konzumaci se toxin dostane do zaZiwacih
traktuclovéka. Pibéh nemoci je doprovazen nevolnosti a naslednym ewiat. Inkubani
doba je 0,5 — 6 hodin. Samotna nemoc tiWdligné 6 — 24 hodif15], [18], [19].

2.1.1 Infekéni davky

V potravinach, které vyvolaly otravu, sedgo burgk B. cereuspohyboval v rozmezi 2.£0
az 10 g* (mI™"). Celkova infekni davka kolisa mezi f0a 16 Zivotaschopnych buk
nebo spor. KaZdy pokrm obsahujici vice jak’ buinsk B. cereusna 1 gram nelze

povaZovat za zcela bezpe ke konzumadil9].

2.2 Virulentni faktory a mechanizmus nakazy

OdlisSné typy toxifi zpisobuji dva typy alimentarnich oneménh bakteriemiBacillus
cereus Zvraceni zpsobuje emeticky toxin, zatimco tpmové onemocEni spousti

enterotoxiny.

2.2.1 Emeticky toxin

Emeticky toxin zfisobuje pouze zvraceni. Jeho struktura byfi@edneznama, ovsSem
s pokrokem doby byl toxin detekovan pomoci Hep-2¢ky coz vedlo k jeho izolaci

a posléze popisu jeho struktury. Tento toxin byjmmnovan cereulid. Jeho kruhova
struktura je tveéena temi opakovanimiétyt aminokyselinami a/nebo oxokyselinami:
(D-O-Leu-D-Ala-L-O-Val-L-Val) [18].

Tvorba cereulidu z8na na konci logaritmické fazesthem vegetativnihoistu B. cereus
kterd nesouvisi se sporulaci. Syntéza tohoto togeépohybuje v teplotnim rozmezi 12 —
37 °C, icemz nej¥tsi produkce byla zaznamenana mezi 12 — 22 °C. Magi faktory,
které ovliviuji produkci toxinu, pdat pristup kysliku, pH nebofftomnost specifickych
aminokyselin15].

Pfesny mechanizmus intoxikace emetickym toxinem rissud pesré znam, ale byly
popsany #které biologickeé dinky tohoto toxinu[15]. Cereulid vystupuje jako katidi20].

Mezi &inky emetického toxinu p#t poSkozeni bufk a inhibice busk imunitniho
systému[15]. Ve dvou gipadech doslo isobenim toxinu k selhani jater. Toélm

za nasledek umrti Svycarského chlapcedka\l7 let a belgické sedmileté diviga], [22].
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Tento toxin je rezistentnit¢i teplu, kyselému prosdi a proteolyze, proto odolava
Zaludeénim kyselinam a proteolytickym isvnim enzymim. MaZe se tedy vyskytovat

v oh¥até potray, ktera byla pedtim skladovanarppokojové teplat [15].

2.2.2 Enterotoxiny

Pctet enterotoxifi a jejich vlastnosti byly dlouhodobym tématem diskl/ dnesni dob
jsou s piijmovym onemocénim spojovany fedevSim i toxiny: Hbl, Nhe a CytK
(Tab. 3.

Pred objevenim Nhe a CytK byl toxin Hbl povaZovarpzanarni virulentni faktor. Hbl byl
uréeny jako picina vzniku akumulované tekutiny v krélistevni smyce. Dale je znamy
svou dermonekrotickou aktivitou, cévni propustnostytotoxickou aktivitou a
hemolytickou aktivitoy19].

Enterotoxin Nhe byl prvh charakterizovan v Norsku v roce 1995, kdy doSkmAséhlé
otraw jidlem hbl-negativnim kmenerB. cereusProteiny byly odliSeny od komponent Hbl

a na rozdil od Hbl nebyla zjita hemolytick& aktivit@il5].

CytK je protein s nekrotickou, cytotoxickou a hemgtimkou aktivitou. Byl izolovan
ve Francii v roce 1998. V tomtaipad: trpélo nékolik lidi krvavym piijmem a také doslo
k Uumrti fech starSich lidi23].

Tab. 3. Skladba enterotoximB. cereugl5]

Jméno toxinu Slozeni toxinu
Hemolysin BL (Hbl) Geny/ Proteiny:hblC/L2 hblD/L1 hblA/B
E\lNeﬁee)molytlcky enterotoxin Geny/ ProteinynheA/ A nheB/B nheC/C
Cytotoxin K (CytK) Gen/ Protein:cytK / CytK
2.2.3 Spory

Spory, resp. jejich tvar a umdsi, fadi Bacillus cereusdo |. morfologické skupiny
(Obr. 4). Také hraji velmi tllezitou roli ve vzniku alimentarnich onemean Jsou vice
hydrofobni nez spory jinych driilrodu Bacillus Tim snaze filnou k miznym povrclim.
Pouhymi ¢isticimi prostedky jdou odstranit jen velmgice, proto je Zadouci pouZzivat

dezinfekce. Tyto spory také maji pili, které ponjélmi adhezi. Tytocastice umoiuji
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sporam odolavat sanitaci a tak dakestavat na povrSich, odkud se snadno dostanou

na potraviny, ale také jim pomahaji kilputi k epitelovym bikam[18].

endospora nezduiuje hostitelskou bunku

pRdoSpOr:
ulozena
terminding

endospory
ovalné

N

“endospora uloZena
centriing

Obr. 4. Spory I. morfologické skupifBj
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3 DEHYDROVANE POTRAVINY

Podle vyhlaSky Ministerstva zelstvi je dehydrovanym vyrobkem potravina vznikla

smisenim slozek se snizenym obsahem vihkosti,\pstebo sypké konzistence, ktera se

pied konzumaci obnovi zejména tekutinou. V nasledugibulce je uvedeno ro&eéni

dehydrovanych potravinr@b. 4.

Tab. 4.Clenéni dehydrovanych potravin na skupiiay]

Druh

Skupina

polévka

om&ka

bujén

vyvar

sfava

zéklad pokrmu

smeés pro gipravu hotového pokrm

-

Dehydrovany vyrobek

smes pro fpravu dresinku

smes pro gipravu zalivky

smes pro ffipravu dezertu

Smes pro gipravu krému

SmMEs pro fipravu polévky

smes pro gipravu zmrzliny

piisada do polévky

3.1 PoZadavky na dehydrované potraviny dle zakona

Pozadavky na jakost:

a) smyslové pozadavky — dehydrované vyrobky se hodwdtly po pipraw

dle nadvodu. Vzhled, barva, konzistence, ttlauviné musi byt charakteristické

pro druh vyrobku ozrigny na jeho obalu. Ckita viné vyrobku musi byt vlastni,

bez cizich pimési, nebo jinak zrnéné chuti a n¢ [24]
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b) fyzikalni a chemické pozadavky — dehydrované vyyobksahuji nejvySe 15 %
vody [24]

C) pripustné zaporné hmotnostni odchylkgb. 5

Tab. 5. Fipustné zaporné hmotnostni odchy|ik4]

Dekdarovand hmotnost 9] o ioicarovans hmomost o4
do 50 10
51 — 120 5
121 — 250 4
251 — 1000 3
1001 — 2500 2
nad 2500 1

Oznaovani — krond idaji uvedenych v zakanse dehydrované vyrobky oztia
a) nazvem skupiny, u polévek, otek a bujor se doplni nazvem druhu
b) navodem k fipraw

Uvadni do okkhu — dehydrované vyrobky se skladuji v suchychadiych a ¥tratelnych
mistnostech na podlazkach, nejiadéncm nad zemi a odést Dehydrované vyrobky se

skladuji oddlen¢ od latek s vyraznymi pachy amwemi [25].

3.2 Mikrobiologické poZzadavky na dehydrované potraviny

Nafizeni komise¢. 1441/2007 o mikrobiologickych kritérii pro potiay zahrnuje
z dehydrovanych potravin: suSené mléko a kojenec&tavu [26]. V nasledujicich

tabulkach Tab. § Tab. 7 Tab. § jsou uvedeny pozadavky:
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Tab. 6. SuSené mléko a suSena syro\atia

; : Plan odbéru -
Mikroorganizmy, . .
jeiich tgoxiny ay vzorki Limity Faze, na niz se
. kritérium vztahuje
metabolity n C m M
neritomnost produkty uvedené ng
Salmonella 5 0 H trh behem doby
ve25¢ s .
adrznosti
Enterobacteriaceae 5 0 10 CFU.g konec vyrobniho
procesu
koagulazopozitivni 5 5 10 100 | konec vyrobniho
stafylokoky CFU.g* | CFU.g* | procesu

n = paet jednotek tviicich vzorek; ¢ = peet jednotek vzorku, jejichz hodnoty lezi mezim a M

Tab. 7. SuSena pate’ni kojenecka vyzZiva a susené dietni potraviny pt&smi l@‘ebné

Ucely urcené pro kojence do Sestésiai [26]

; : Plan odbgéru _—
Mikroorganizmy, vzorki Limity Faze, na niz se
jejich toxiny a NP :
. kritérium vztahuje
metabolity n C m M
neditomnost produkty uvedené na
Salmonella 30 0 H trh bdhem doby
ve 259 - .
trznosti
neditomnost produkty uvedené na
Enterobacter sakazakiji 30 0 R trh bkéhem doby
vi10g . .
trznosti
. negitomnost konec vyrobniho
Enterobacteriaceae 10 0 vi0g procesu
piedpokladany vyskyt 5 1 50 500 konec vyrobniho
Bacillus cereus CFU.g* | CFU.g" | procesu

n = paet jednotek tviicich vzorek; ¢ = péet jednotek vzorku, jejichz hodnoty lezi mezima M

Tab. 8. SuSena pokfavaci kojenecka vyzijao]

: : Plan odbéru .
Mikroorganizmy, vzorki Limity Faze, na niz se
jejich toxiny a N :
. kritérium vztahuje
metabolity n C m M
neriitomnost produkty uvedené na
Salmonella 30 0 = trh béhem doby
ve 259 - .
trznosti
Enterobacteriaceae 5 0 | nepitomnostv 10 g konec vyrobniho
procesu

n = paet jednotek tviicich vzorek; ¢ = p&et jednotek vzorku, jejichz hodnoty lezi mezima M
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Dehydrované  potraviny  (typu polévek, pyré nebo kegké  stravy),
ve kterych je fitomnost spor patogenni@acillus sp. velmi¢asta, mohou po dehydrataci
umoznit st Bacillus cereus N¢které dehydrované potravingetné suSené piateni
kojenecké vyzZivy a suSenych dietnich potravin js&anzumovany potenci&n
choulostivymi spdtbiteli. V souladu se stanoviskem European Foocktahuthority
(EFSA) by paty spor Bacillus cereusv suSené pgateini kojenecké vyzig a suSenych

e

piipravou jidla a jeho konzumaci na co nejkratsi da@by [27].
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4 CILBAKALA RSKE PRACE
Cilem bakal&ské prace bylo:

» Vv teoretickécasti charakterizovat roBacillus a rekteré jeho zastupce, dale popsat

vyznamBacillussp. v potravingstvi
» charakterizovaBacillus cereusjeho toxiny a s nimi spojené alimentarni nemaoci
» charakterizovat dehydrované potraviny dle platrgakoni

» v praktickécasti izolovat bakterie z vybranych dehydrovanychobiii a nasledna

identifikace vybranych izolét
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. PRAKTICKA CAST
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5 MATERIAL A METODIKA

5.1 Pouzité pristroje, zarizeni a ponticky

Autoklav H+P Varioklav (H+P Labortechnik AG ¢khecko)

Biologicky termostat BT 120 (Laboratorniigtroje PrahaCeska republika)
Denzitometr (Lachema,eskéa republika)

Homogenizator Stomacher (Seward Ltd., Velka Bréani

Chladntka Electrolux (Electrolux s.r.oCeska republika)

Laboratorni sklo

Mikropipety — 100 — 1000 pl (BIOHIT plc., Finsko)

Mikroskop MOTIC BA 200

Plynovy kahan

Vahy — Kern 440 — 47N

Vortex (Heidolph Reax, Emecko)

Kultiva ¢ni pady
Mannitol Yolk Polymixin Agar — HiMedia, Indiel@b. 9
Tryptone Yeast Extract Agar — HiMedia, Indieap. 10
Bacillus cereus Agar Base — HiMedia , Indie. 1)
Masopeptonovy Agar — HiMedia, Indi&db. 13
Endo Agar — HiMedia, IndieT@ab. 13
Slanetz-Bartley Agar — HiMedia, Indi&#b. 14

Violet Red Bile Agar — Bio-Rad, Franc&db. 15
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Tab. 9. Mannitol Yolk Polymixin Agar

Agar MYP
slozka clgf Navod k gipraw
masovy extrakt 1,0 Bylo navaZzeno 46,0 giipravku do 900,|
ml destilované vody. Sés byla zakivana
pepton 10,0 |do uplného rozpudhi piipravku. Mediun
o _ bylo autoklavovanoip 121°C po dobu 1!
Slozeni D-mannitol 10,0 | minut a zchlazeno na 55 °C. Stetilbyly
chlorid sodny 10,0 pridany suplementy.
fenolovacervei 0,025 Pouziti
agar 150 |Meédium je uteno kizolaci a identifikac
Bacillus spp. a patogennich stafylokok
polymyxin B
Pridavek
Zloutkova emulze
pH 7,1+0,2

Tab. 10. Tryptone Yeast Exctract Agar

pH 7,0+0,2

Agar TYE
slozka c g Navod k fiipraw
kaseinovy hydrolyzat 10,0 Bylo navéienq 41,5, g fipravku dc
1000,0 ml destilované vody. Smbyla
kvasntny extrakt 1,5 |zaltivana do apiého rozpushi
o ; pripravku. Medium byld
Slozeni  [dextroza 10,0 autoklavovano 121 °C po dobu 1!
chlorid sodny 5,0 minut.
bromkresolov&erver | 0,015 Pouziti
agar 15,0 Médium se vyuzivd Kk identifika

bakterii z¢eledi Enterobacteriaceaa
pro Bacillus cereus

L
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Tab. 11. Bacillus cereus Agar Base

Bromthymol Blue Agar

Polymyxin Rsta Egg Yolk Mannitol

Agar PEMBA
slozka c g Navod k fiipraw
pepton 1.0 |Bylo navazeno 20,5 giipravkul
do 475,0 ml destilované vodg
mannitol 10,0 | Smes byla zakivana do uplnéh
_ ; rozpuséni pripravku.  Medium|
chlorid sodny 2,0 | pylo autoklavovanoip121°C po
sifigitan haesnaty 01 Ejobu 15 m'lnvut a zchlazegorna
. C. Sterilk byly pridany
Slozeni ] ]
pyruvat sodny 10,0/ suplementy.
bromthymolova moil 0,12
hydrogenfosforénan sodny 2,5 Pouziti
dihydrogenfosforénan 0.95 Médium se vyuziva ke kultiva
draselny ' Bacillus cereus
agar 15,0
polymixin B
Pridavek
Zloutkova emulze
pH 71+0,2
Tab. 12. Masopeptonovy agar
Agar MPA
slozka c [g1] Navod k gipraw
masovy vytazek 3,0 Jednotlivé slozky byly navazeny
rozpusény v1000,0 ml destilovan
SlozZeni pepton 5,0 |vody. Medium bylo autoklavovanarif
) - 121 °C po dobu 15 minut.
chlorid sodny 3,0
agar 15,0 Pouziti
pH 70+02 Pati mezi univerzalni média.
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Tab. 13. Endo Agar

Agar EA
slozka clgf Navod k gipraw
pepton 10,0 Bylo navazeno 41,5 gipravku dg
1000,0 ml dedlbvané vody. Srés
laktéza 10,0 |byla  zalitivana do  UpInéh
. _ rozpuséni  piipravku.  Mediun
Slozeni  |bazicky fuchsin 0,5 | bylo autoklavovano i 121 °C po
hydrogenfosforénan 35 dobu 15 minut.
draselny '
sifi¢itan sodny 2,5 Pouziti
agar 15,0 Médium se pouZziva ke stanoven
koliformnich tyinek a
pH 7,5%0,2 enterobakterii.
Tab. 14. Slanetz-Bartley Agar
Agar SB
slozka ¢ %}I Navod k gipraw
tryptéza 20.0| BYlo navazeno 46,5 giipravku dc
1000,0 ml destilované vody. S$s]
kvasntny extrakt 5,0 [byla opatrg zalfivana do upInéh
hydrogenfosforenan rozpuséni prlpravkL'J. ] Srﬁs byla
Siozent sodny 4,0 |ochlazena ve vodni lazni na 5C.
Neautoklavovano.
azid sodny 0,4
trifenyltetrazolium chlorid 0,1 Pouziti

glukéza

2,0

agar

10,0

pH 7,2+0,2

Médium se vyuZiva ke stanovg
fekalnich enterokak
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Tab. 15. Violet Red Bile Agar

Agar VRBA
slozka c [g1] Navod k gipraw
pepton 7.0 Bylo navéienc_) 38 9 ifpravku ddg
1000,0 ml destilované vodgnes byla
kvasniny extrakt 3,0 |zalrivana do Uplného rozpusi
- piipravku. Neautoklavovano.
laktoza 10,0
SlozZeni chlorid sodny 5,0 Pouziti
slucové soli 1,5 Médium se vyuzivd Identifikaci
koliformnich bakterii.
neutralnicervei 0,03
krystalova viol& 0,002
agar 15,0
pH 7,4+0,2

5.3 Chemikalie

* Fyziologicky roztok (Slozeni: 8,5 g NaCl; 1000 mi®)

 Hydroxid draselny - 2% roztok KOH (Vyrobce: Ing.tPeuke$,Ceska republika)

« Chlorid sodny (Vyrobce: Ing. Petr Luke&Seskéa republika)

» Karbolfuchsin (SloZeni: 1 g bazicky fuchsin; 10etdnobs., 5% fenol v HO)

» Krystalova viol& (Slozeni: 5 g krystalova viale 200 ml etan@ky;, 1 % oxalat

amonny)

e Lugoliv roztok (Slozeni: 1 g 2 g KI; 300 ml HO)

+ Peroxid vodiku - 3% roztok 4D, (Vyrobce: Ing. Petr Luke& eskéa republika)



UTB ve Zling, Fakulta technologicka 33

5.4 PouZzité vzorky potravin

VZOREKC. 1 VZOREKC. 2
Mlé¢noobilna kaSe s broskvemi a Chlupaté knedliky
meruikami Vyrobce: Vitana a.s(eské republika
Vyrobce: HiPP, Chorvatsko Minimalni trvanlivost do 29.10.2008

Minimalni trvanlivost do 2.1.2009

(W 1ESCO

. creamy B

VZOREKC. 3
- 5
Creamy vegetable soup 5 Susena bramborova kase s mlékem
Vyrobce: Hugli Food s.r.o.,Ceska Vyrobce: NATURAMYL a.s., Ceska
republika republika

Minimalni trvanlivost do 30.1.2009 Minimalni trvanlivost do 16.6.2009

Coffee Creamer
Vyrobce: FoodCare Sp. z 0.0., Polsko
Minimalni trvanlivost daservence 2010

VZOREK C. 5

5.5 Odbér vzorki a kultivace na jednotlivych meédiich

Pri odberu vzorki byly pouzity vzdy sterilni nastroje. 5 g vzorkuldymichano s 45 ml
sterilniho fyziologického roztoku a dkladné zhomogenizovano ve stomacheru.
Mikropipetou bylo na jednotlivé tmly (PEMBA, MYP, TYE, MPA, VRBA, SB a EA)
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naneseno mnozstvi 0,1 ml suspenze. Ta hikdadns rozetena sterilni hokejkou. Petriho
misky s médii byly inkubovany néasledaviPEMBA, MYP, TYE a MPA pi 30 °C a
VRBA, SB a EA pi 37 °C po dobu 24 hodin.

Celkem bylo izolovano 14 bakterialnich knigpro identifikaci. K dosazenistych kultur
byl pouzit Kizovy rozer, ktery byl proveden na Petriho misce s MPA. Midhkyly
inkubovany i 30 °C po dobu 24 hodin.

5.6 ldentifikace kmenu

Ukolem identifikace bakterialni kultury je stanovepiislusnosti studovaného kmene
k urcité skupirg. P¥i identifikaci vyuzivame morfologické, biochemicke fyziologické

vlastnosti.

5.6.1 Barveni dle Grama

Barveni dle Grama je jednou z néiglitéjSich diagnostickych metodiipuréovani rodu a
druhu bakterii. Podstatou je barveni fixovanéhoparé&tu a nasledného bemi burk
roztokem jodu (Lugdiv roztok). Tim vznikad komplex barviva, jodu a slgZkuns¢né
stny. Je-li tento komplex vyplaven organickym rozpedEm z buiky (aceton), jedna se
0 gramnegativni bakterie, které je nutno dobaraibklfuchsinem. Grampozitivni bakterie

si zbarveni ponechavafig].

5.6.2 Barveni spor

Byl pripraven fixovany preparat. Nt byl prevrstven malachitovou zeleni a ratan
do vystupu par. Nasledrbyl preparat oplachnut vodou a dobarven koégeni. Bylo
opet provedeno oplachnuti a uschly preparat byl mikopsvan s pomoci imerzniho oleje

pii zvétSeni 17x100. Spory byly obarveny zelenzbyly bugcny obsahterverg [28].

5.6.3 KOH test

Na podlozni skiiko byla kapnuta kapka 2% roztoku KOH, do niz byterigi klickou
vmichana kultura. # pomalém odtahovani kKky smérem nahoru, bylo sledovano, zda se
tvori viskdzni tdhnouci hmota. Viskdézni hmota sefitvo gramnegativnich bakterii.
U grampozitivnich bakterii se tato hmota neéty@rotoze silna peptidoglykanova vrstva

jejich burg¢né stny je k Einkam louhu odolna
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5.6.4 Oxidaéné fermenta¢ni test (OFT)

Pomoci testu bylo zji®vano, jak je glukdza vyuzivana mikroorganizmy, fefanentgné
nebo aerobni oxidaci. Zkumavky byly 2&ovany jednotlivymi kulturami vpichem. Jedna
zkumavka byla ponechana pro aerobni oxidaci a doyteazakapana parafinovym olejem
pro zajiéna anaerobniho prasti. Zkumavky byly inkubovanyipteplot 30 °C po dobu
24 hodin. V pozitivnim fpact dojde ke zmin¢ barvy média (zelena Zlutd). SloZeni
meédia na 1000 ml vody: 5 g (NHSOy; 1 g KHPOy; 0,5 g MgSQ . 7 HO; 10 mg

kvasniny extrakt; 1 % glukoza.

5.6.5 Diikaz produkce katalazy

Na podlozni skiiko byla kapnuta kapka 2% roztoku®$, do niZz byla sterilni kékou
vmichana kultura. Bkteré bakterie jsou schopny produkovat enzym katgl&tery je
schopen rozloZit peroxid vodiku na molekularni Kysl vodu. Pozitivni reakce se projevi

uvolovanim bublinek @bezprostedre po @idani kultury.

5.6.6 Dikaz produkce oxidazy (OXI)

Test (papirkovy test od firmy Lachem@eska republika) je zasfteny na produkci enzymu
cytochromoxidazy, ktery se podili na oxidativniatogesech v hice. Sterilni ¢kovaci
klickou byla odebranaista kultura a véena do testovaci zony prouzku. Pozitivni test je

dan modrym zbarvenim.

5.6.7 Voges-Proskauetiv test (VPT)

Test je zarmfeny na tvorbu acetoinu. kaz se provadi pomooinaftolu a KOH. Zisté
kultury a fyziologického roztoku bylafipravena suspenze. Do zkumavky byl vloZzen
papirkovy test (firma Lachemajeska republika) tak, aby byly &kbzény ponseny.
Zkumavky byly inkubovany po dobu 2 hoditi B7 °C. Posléze bylorikapnutocinidlo pro

VPT test. Pozitivni reakce se projéervenym nebouZzovym zbarveninji28].

5.6.8 Test aktivity p-galaktosidazy (ONP)

Test je zarmfeny na produkci enzymf-galaktosidazy. Zisté kultury a fyziologického

roztoku byla pipravena suspenze. Do zkumavky byl vioZzen papirkmst (Lachema,
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Ceska republika). Zkumavky byly inkubovany po dabdi hodin pi 37 °C. Pozitivni

reakce se projevi Zlutym zbarvenim.

5.6.9 ENTEROtest

Souprava ENTEROtest (Lachentz&ska republika) je gena pro identifikaci vyznamnych
druhi sfrevnich bakterii Zeledi Enterobacteriaceae(Obr. 5. Test je v podob
dehydrovanych diagnostickych médii, ktera jsou nestitte. Zcisté kultury a
fyziologického roztoku byla ipravena suspenze o 1. stupni McFarlandovy zakalové
stupnice. Do kazdé jamky bylo pipetovano 0,1 mpsaze. K wtenym tesim byl pridan
parafinovy olej. Testy byly inkubovany po dobu 2ddm @i 37 °C. Po inkubaci byla

k uréenym tesim pridanacinidla. Fi vyhodnocovani byly vysledky porovnany s barevnou

srovnavaci stupnici a posléze byly vyhodnocenysotivym programem TNW-Lite.

5.6.10 NEFERMtest

Souprava NEFERMtest (Lachema(eska republika) je dena pro identifikaci
gramnegativnich nefermentujicich bakter@b¢. 5. Test je v podob dehydrovanych
diagnostickych médii, ktera jsou na d&sti Zéisté kultury a fyziologického roztoku byla
pripravena suspenze o 2. stupni McFarlandovy zakasbwgnice. Do kazdé jamky bylo
pipetovano 0,1 ml suspenze. Kenym tesim byl pidan parafinovy olej. Testy byly
inkubovany po dobu 24 hodiniip37 °C. Po inkubaci byla k senym tesim pridana
¢inidla. A vyhodnocovani byly vysledky porovnany s barevraravnavaci stupnici a

posléze byly vyhodnoceny softwarovym programem T Nig-

NEFERMtest ENTEROtest

Obr. 5. Zobrazeni NEFERMtestu a ENTEROtestu
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Mikrobiologicky rozbor vzork

Pro mikrobiologicky rozbor bylo pouzito celkemetpriznych vzork dehydrovanych
potravin. Red prvnim rozborem &ha byt vyrobcem zajigha zdravotni nezdvadnostiyi

vzorka, proslé datum minimalni trvanlivosti pouzeilnvzorek ¢. 2 (chlupaté knedliky).
Po rozboru byly vzorky uzagny a skladovanyip24 °C po dobu 139 dni.dBem tohoto
obdobi doslo k prodleni minimalni doby trvanlivosti dalSich dvou vzotk (Creamy
vegetable soup a n#@oobilné kase). Po skladovani byl proveden drutgrabiélni rozbor
vzorka. P¥i odetitani z jednotlivych médii je uvdd pouze kvalitativni vyskyt
mikroorganizni. Ve WtSin¢ piipadi nebylo mozno spitat jednotlivé kolonie zigvodu

jejich morfologického charakteru.

Pi prvni kultivaci byly jednotlivé dehydrované potmy prvre rozbaleny, tzn. Ze do této
doby by ngla byt zajiSéna komeéni sterilita vyrobku. Narst bakterii Tab. 1§ byl
zaznamenan u vzaiké. 1, 2 a 3 na univerzalnim médiu a médiu vhodnémkpitivaci

B. cereusacelediEnterobacteriaceadJ vzorkuc. 3 se vyskytly koliformni bakterie.

Tab. 16. Naf#ist mikroorganizm pred uplynutim doby

skladovani

Vzorek
Pida
MYP - - - - -

€
H
€<
N
[
w
€
D
€<
(6)]

TYE + + + - -

PEMBA - - - - -
MPA + + + - -

SB - - - - -

VRBA - - + ] ]

EA - - - - -

+ pozitivni nafist; - negativni ndist

Skladovanim po dobu 139 dni secéeb mikroorganizmh ve zkoumanych vzorcich

jednoznéné zvysil (Obr. 6). Pozitivni nafist byl ot zaznamenan pouze u vzork 1, 2 a
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3. Fitomnost mikroorganizin byla zjiS&na zejména natglach vhodnych pro kultivaci

roduBacillus

Tab. 17. Na#ist mikroorganiznia po uplynuti doby

skladovani
Vzorek | «1 | &2 | &3 | &4 | &5
Piada
MYP i + + . .
TYE + + + . .
PEMBA + + + . .
MPA + + + . .
SB i - - . .
VRBA i - + . .
EA i - - . .

+ pozitivni nafist; - negativni ndist

Pri prvni i druhé kultivaci byl mikrobiologicky rozlvorzorka €. 4 a 5 negativni. Ve vSech

vzorcich nebyl zaznamenan zadny vyskyt fekalnidteoa a enterokok

Obr. 6. Srovnéni mikrobiologického rozboru pro eaf. 3 (médium TYE) +pd a
po uplynuti 139 dni skladovani
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6.2 ldentifikace izolata
VZOREK C. 1 — ml&noobilna kase

Tento produkt slouzi k vyzé&vkojend (od ukorgeného 4. résice) a malych i. Vyrobce
dale udava, Ze jsou obsaZeny kultury dného kysani. Vyrobek lze klasifikovat jako
pokraiujici kojeneckou vyZivu a tudiz podle platnéhorilieni komises. 1441/200726]
by mél byt prost salmonel a enterobakterii. Literatuvadi vyskytB. cereusve vyrobcich
uréenych pro kojeneckou vyzivu.iilomnost této bakterie nebyvdiggnou alimentarnich

onemocgni [29].

Ze i morfologicky odlisSnych kolonii, které vyrostly mmdé TYE, byla hodnocena pouze
jedna. NaZloutlé a lesklé kolonie, velikosti 2 minyly ploché a okrouhlé s mycealnimi
okraji. Jejich povrch byl hladky a konzistence katb Bylo zjiS€no, Ze bakterie p#t
mezi gramnegativni fakulati¢ranaerobni §inky. Podle vysledk ENTEROtestu byl tento
mikroorganizmus vyhodnocen jak&dwardsiella ictaluri s identifik&nim skdérem
80,27 %.

Literatura uvadi, Ze tato bakterie bylai¢pmou velkého uUhynu sunic (Pangasius
hypophthalmusve sladkovodnim rybniku v inoru 2002 v Indonésdwardsiella ictaluri

byla v tomto pipack izolovana z vnitnosti nakazenych nyj30].

VZOREK C. 2 — chlupaté knedliky

Souwasné legislativa nestanovuje mikrobiologické limpty podobny produkt. Podstatna
cast vyrobku je tviena pSernou moukou, proto se zde mohou vyskytovat spouiluji
bakterie, zastupci bakterialnich fodPseudomonasmebo Achromobacterci plisné rodi
Alternaria, Mucor nebo Cladosporium[3]. Celkem bylo izolovano ¢ morfologicky
odlisnych kolonii z pd MPA, PEMBA, MYP a TYE. Jednotlivé izolaty byly kgdnoceny

nasledova:

» Edwardsiella ictaluri— dw kultury byly identifikovany jakcdEdwardsiella ictaluri
Kolonie, velké piblizné 4 mm, byly ploché, lesklé, okrouhlé s hladkym mibveam.
Mezi dalSi morfologické znaky géy mycealni okraje a kaSovita konzistence.
Pomoci test byly kmeny pifazeny ke gramnegativnim fakultatévanaerobnim

bakteriim. Identifik&ni skore, 80,27 %, bylo pro &lultury shodné.
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e Grampozitivni  sporulujici bakterie — mikroorganizmyze diky svym
charakteristikam prawghodobré prifadit k rodu Bacillus Dva kmeny nalezely
do skupiny fakultativé anaerobnich bakterii. Matné kolonie, velkbiZzné 3 mm,
se vyznaovaly plochym profilem, nepravidelnym tvarem a ¢&na. Barva kolonii
se jevila jako miré nazloutla. Zbyly kmen Ize radit mezi aerobni bakterie a
na rozdil od pedchozich dvou byly jeho kolonietgi (cca 5 mm). VSechnyit

kultury pati do I. morfologické skupiny.

VZOREK C. 3 — Creamy vegetable soup

Instantni polévky pat mezi nejvice pouzivané dehydrované vyrobkyes® na &
legislativa neklade jakékoliv mikrobiologické poza#ly. V dehydrovanych polévkach
muzeme najit salmonely, bacily nebo klostridia. Tamévka navic obsahuje suSenou
zeleninu, a proto by bylo dale vtomto vzorku mozmajit enterokoky, stafylokoky,
kolifomni bakterie, kvasinky a plign[14]. Celkow bylo vyhodnocovano osm

mikrobialnich kultur, jednotlivé mikroorganizmy lyywyhodnoceny nasledo¥n

» Pragia fontium— kolonie byly Zluté, hladké, lesklé, mérmypouklé s mycedalnimi
okraji a okrouhlého tvaru. Bmérna jejich velikost byla 1,5 mm a jsou kaSovité
konzistence. Jako gramnegativni fermentujici ad&madhegativni mikroorganizmus
byla kultura podrobena ENTEROtestu. Program vyhttntuto bakterii
s identifika&nim skérem 96,28 %. Tento mikroorganizmus byl primolovan
v tehdejsimCeskoslovensku. Bakterie byla nalezena ve vodnirmupbti vrtech.
OvSem je znam iifpad, kdy byla bakteri®ragia fontiumizolovana z lidského

téla, konkrétg ze zubu zdraveé Zeny [31].

* Serratia plymuthica— dw kultury byly vyhodnoceny jakd&erratia plymuthica
Kolonie o paméru 1 mm byly okrouhlého tvaru. Profil byl vypouklypovrch
hladky a leskly a okraje mycealni. Mikroorganizmmd Zlutou barvu a kaSovitou
konzistenci. Ogt se jednalo o gramnegativni a oxidaza negativikicoa ktery
spotebovaval gluk6zu jak aerobni respiraci, tak i fartaei. Identifik&ni skore
bylo 86,35 % a 60,98 %. Bakter@erratia plymuthicabyla prvré popsana v roce

1896. Hlavnim mistem jejiho vyskytu je voda, aléabiyolovana i fdy, rostlin,
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hmyzu a divokych zvat [32]. Dostupna literatura uvadi, Ze bakterie rodu &exr

se mohou vyskytovat v mléce a naigire vejcgl4].

Buttiauxella ferragutiae— jednotlivé kolonie o velikosti 5 mm dy vypoukly
profil, dale byly okrouhlé s mycealnim okrajem. Bale se vyznéovaly mirrg
nazloutlym zabarvenim. Povrch byl zvrélgna leskly a konzistence kozovita. Byl
proveden ENTEROtest, jeho vysledkem je dany milganizmus s identifikanim

skorem 98,53 %. Tato bakterie byla izolovanackkysi, slimaki a Snek [33].

Grampozitivni sporulujici fakultatignanaerobni bakterie — do této skupiny byly
piitazeny d¢ kultury. Ok dwé se vyznaovaly drsnym a matnym povrchem a
plochym profilem s nepravidelnymi okraji. Praptdobr se jedna o zastupce rodu
Bacillus V ramci tohoto rodu je Ize dalesld podle charakteristiky spor. Prvni
mikroorganizmus nalezi do I. morfologické skupinymuhy do Il. morfologické

skupiny.

Gramnegativni nefermentujici bakterie -€ dwltury se shodovaly jak v morfologii
tak i NEFERMtestu. Lze tedyipdpokladat, Ze se jednalo o stejny bakterialni rod.
Velikost kolonii se pohybovala okolo 2 mm. Povrcyl hladky a leskly, profil
plochy a okraje mycealni. Mikroorganizmy kasSoviténkistence byly zbarveny

Zluté. Program TNW-Lite nedil, o jaky bakterialni rod se jedna.

V dostupné literatte nebyl popsan vyskydwardsiella ictalurj Pragia fontium Serratia

plymuthicaa Buttiauxella ferragutiaes dehydrovanych vyrobcich.
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ZAVER

Dehydrované vyrobky jsou v dnedni dqimpularni diky své rychlosti a snadnosfppavy.
Do této skupiny pdt zejména polévky. DalSi velkou skupinuitvkojenecka strava. Ta ma
z dehydrovanych vyrolikjako jedina legislativou stanovené mikrobialniityn Divodem
je, Zze byva konzumovéana potencilohoulostivymi spdtbiteli. Bakterialni mikroflora

vyskytujici se v dehydrovanych potravinachize nefastji obsahovat salmonelyacillus

cereusaClostridium perfigens

V této préaci byl proveden mikrobiologicky rozboktipvybranych dehydrovanych vyrobk
plotnovou metodou, nasledné skladovani &trop rozbor. Nasledh bylo vybrano
14 kolonii k podrob&si analyze. Bakterie byly identifikovany pomoci mriobogickych

vlastnosti a biochemickych tést
» Pristup kysliku Bhem doby skladovani ghpozitivni vliv na st bakterii.

U vzorkué. 1 (kojenecka kase) byla identifikovana pouze g#aolonie. Ta byla

vyhodnocena jak&dwardsiella ictaluris identifika&nim skorem 80,27 %.

W

e U vzorku ¢. 2 (snes pro gipravu knedlik) bylo analyzovano celkemép
bakterialnich kultur. D¥ kultury byly identifikovany jakoEdwardsiella ictaluri
s identifika&nim skorem 80,27 %. Zbyléfitizolaty byly vyhodnoceny jako
grampozitivni  sporulujici bakterie praygbdobré nalezici k rodu Bacillus.
Vzhledem k poloze a charakteristice spor byly bagteaazeny do I. morfologické
skupiny. Zadna zthto bakterii nebyla diky morfologiistu na PEMBA agaru

vyhodnocena jak8. cereus

* U vzorku¢. 3 (instantni zeleninova polévka) bylo celkanalyzovano 8 kolonii.
Bakterie byly rozdleny do ti skupin: enterobakterie, gramnegativni nefermécitu;j
bakterie a grampozitivni sporulujici fakultatévranaerobni bakterie. Program
TNW-Lite vyhodnotil jednotlivé enterobakterie jakoPragia fontium
s identifika&nim skorem 96,28 %Buttiauxella ferragutiaese skérem 98,53 % a&v
kultury jako Serratia plymuthicas identifika&nimi skory 86,35 % a 60,98 %.
Gramnegativni nefermentujici bakterie nebyly pompigramu identifikovany.
Grampozitivni bakterie I1ze épcharakterizovat jako zastupce ro8acillus patici

do I. a ll. morfologické skupiny.
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e U vzorku¢. 4 (bramborova kase) a 5 (suSené mléko) byl miktobgicky rozbor

negativni.

Snaha o omezeni vyskytu bakterii v potravinach peimysloveé vyrols zaloZzena nejen na
hygiert vyrobniho procesu, ale také v gaané dob na zavedeni systému, jenZ se zaklada
na zasadach analyzy rizika a kritickych kontrolnibbdi. DalSim velmi dlezitym
faktorem je doba mezifipravou pokrmu a jeho spgebou, ktera by #a byt vzdy

zkracena na co nejmensi interval.
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EA
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HACCP
Hbl
MPA
MYP
Nhe
OFT
ONP
OXl
PEMBA
SB

TYE

VP

VRBA

Colony Forming Units

Cytotoxin K

Endo Agar

European Food Safety Authority

Hazard Analysis and Control Critical Point
Hemolysin BL

Masopeptonovy Agar

Mannitol Egg Yolk Phenol Red Polymyxin Agar
Nehemolyticky enterotoxi

Oxid&ne¢ ferment&ni test

Test aktivityB-galaktosidazy

Dukaz produkce oxidazy

Polymyxin Pyruvate Egg Yolk Mannitol Bromthymollu& Agar

Slanetz-Bartley Agar
Tryptone Yeast Extract Agar
Voges-Prakaugy test

Violet Red Bile Agar



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 49

SEZNAM OBRAZK U

Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.

1 Mikroskopické zobrazeBiacillussp. a jejich SPOr ..........cvvvvveiiiiiceeneniiiiieeee, 11
2.BaCillus @nthaCiS.......cooiiiiiiiiiii e 13
3. RistB. cereusna PEMBA 8Qaru ........cooouuiiiiiiiiiiii et 17
4. Spory |. morfologiCKe SKUPINY ..o 21
5. Zobrazeni NEFERMtestu @ ENTEROLESIU wevvvvvveeeiiiiiieeeeeeeeeiiieiiiee 36

6. Srovnani mikrobiologického rozboru pro eot. 3 (médium TYE) - fed a
po uplynuti 139 dni skladovani ..., 38



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 50

SEZNAM TABULEK

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

1. Vady syir zpisobené bakteriemi z roBBCIIUS .............cooeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee, 15

2. Charakteristika onemaern zpisobendacillus cereus........cccoovveeeeeeeeieviveeeeninnnns 18
3. Skladba enterotOXiMB. CEIEUS..........coiiiiiiiiiiiiiiiiir e e e e e e e e e eeeeeeaeeees 20
4.Clendni dehydrovanych potravin Na SKUPINY .......eeceeeeeerirsieeeeeeesisaeanens 22
5. Ripustné zaporné hmotnostni odchylKy ........ccceeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeceeceeen 23

6. SuSené MIEKOo a SUSENA SYFOVALKA eeeeeeeeiiiiiiviiiiiiiiiiiiii e eeeeeeeee e, 24
7. SuSena péteni kojeneckd vyZiva a suSené dietni potraviny priastni

lé¢ebné dely utené pro kojence do SEStEBIQL .........cuvvvvvreiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeriieees 24
8. SuSena pokiavaci KOJeneCKa VYZIVa ...........cooiiiiiiicccceeicceee e 24
9. Mannitol YOIk PolymiXin AQar........ccceeeeeiieiieeeeeecis e eeeeee e 29
10. Tryptone Yeast EXCIrACt AQAT ...... e eeeeeuuuaiaaeeeiiiaaaeeeenniaaeseeeennsennns 29
11.Bacillus cereusAgar Base = Polymyxin Pyruvate Egg Yolk Mannitol
Bromthymol BlUE AQAr .......oeveiiiiiiiiei et beennneeeneees 30
D2V o TTo ] 01T o1 (0] T0) AR Lo - | o 30
IR I = g o (o 1Yo - | PP TPPP 31
14, Slanetz-Bartley AQar.........ccooiieeeeeee e r e e e e e e 31
15. Violet R Bil@ AQAT ....uuuiii e 32
16. Naikst mikroorganizn pied uplynutim doby skladovani ..............ccceeeeee. 37

17. Nakst mikroorganizm po uplynuti doby skladovani.................cccccuvvvrrrnnnnen. 38



UTB ve Zling, Fakulta technologicka

51

SEZNAM PRILOH

P.1.  Vysledky ENTEROtestu

P.Il. Fotodokumentace — barevnémymedii zfisobené bakteriemi



PRILOHA P |: VYSLEDKY ENTEROTESTU

Bakterie Edwardsiella : , Serratia Buttiauxella
Test ictaluri Pragiafontium plymuthica ferragutiae
H.S - - - -

LYS + - - +
IND - - - -
ORN + - - +
URE - - - -
PHE - - - -
ESL - + + +
scl : + + -
MAL - - - -
INO - - - -
ADO - - - -
CEL - - + +
suc : - + -
SOR - + + +
TRE - - + +
MAN - ; + N
\dentifika éni 80,27 99,28 86,35 98,53

skore [%]




PRILOHA P IIl: FOTODOKUMENTACE - BAREVNE ZM ENY MEDIi
ZPUSOBENE BAKTERIEMI

Barevné zrdny agaru MYP



