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ANOTACE

Tato bakalafskd prace se zabyva toxinogenni bakterii Bacillus cereus a metodami detekce
toxinl produkovanych touto bakterii. Prvni ¢ast prace se zabyva zékladni charakteristikou a
vlastnostmi Bacillus cereus, jeho vyskytem v rtiznych prostfedich a potravinich a
onemocnénimi spojenymi s produkci emetického toxinu a enterotoxiniti. Tyto toxiny jsou
popsany v dalsi ¢asti prace, a to véetné popisu jejich toxinogennich ucinka pro clovéka. Zaveér

prace je vénovan metoddm detekce toxinl Bacillus cereus a vyuziti téchto metod v praxi.
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Methods for Detection Bacillus cereus Toxins

ANNOTATION

This bachelor thesis be occupied with toxinogenic bacteria Bacillus cereus and the methods for
detection of toxins produced by the bacteria. The first part by occupied with characteristics and
properties of Bacillus cereus, the occurrence of bacteria in environments and foods and the
diseases associated with the production of emetic toxin and enterotoxins. These toxins,
including of their toxinogenic effects for human, are describeding at the next part of the work.
The conclusion of the work is devoted to methods of detection of Bacillus cereus toxins and

their use in practice.
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UVOD

., Teplé jidlo do lednice nepatii! “ — pravidlo, které zna a fidi se jim nejedna hospodyiika.
Vétsina z nas proto nechava teplé pokrmy pti pokojové teploté nejprve vychladnout a az poté
je uskladnuje v lednici. Mdlokdo uz ale vi, Ze timto zpisobem uskladnéni hotovych pokrmu
muzeme nejen zmafit nékolikahodinovou praci v kuchyni, ale také piivodit stravnikiim
nepfijemné zdravotni obtize. Na prvni pohled nemusi byt totiz patrné, ze jsou potraviny
kontaminované mikroorganismy. Mohou krasné vonét, hezky vypadat, a dokonce i dobie
chutnat. V tom se skryvé zaketna moc alimentarnich intoxikaci — viibec je necekate a z niceho
nic se objevi v plné sile.

Bacillus cereus je toxinogenni, vSudypfitomna bakterie, kterd produkuje dva typy
toxini. Emeticky toxin je bakterii produkovan pfimo v potravé a otrava timto toxinem
je charakterizovana nevolnosti a zvracenim. Enterotoxiny jsou produkovany bakterii ve stieve
a zpusobuji onemocnéni charakterizované vodnatymi prijmy. V nepfiznivych podminkach
pfeziva tato bakterie ve formé vysoce odolnych spor. Z tohoto divodu je prakticky nemozné
zcela zamezit kontaminaci potravin, a proto je nezbytné zabrénit jejimu mnozZeni v potravinach,
predevs§im vhodnym skladovanim potravin a jejich uprave. V opaéném piipadé hrozi, ze dojde
v téchto potravinach k vykli¢eni spor a masivnimu pomnozeni bun¢k a nésledné produkci
emetického toxinu.

Tato bakalaiskd prace se zaméfuje na metody detekce toxind Bacillus cereus.
Vzhledem ke kratkému a mnohdy nekomplikovaného pribéhu onemocnéni nevyhledava
vétSina pacientl 1ékatrskou pomoc. Kviili ojedinélému hlaseni pfipadd otrav z potravin je tato
bakterie z hlediska nebezpecnosti velmi podceniovana. Proto je vyvoj novych diagnostickych
metod dillezitym faktorem, jak dostat tuto bakterii a rizika spojend s ni do podvédomi Siroké

vefejnosti.
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1 BAKTERIE BACILLUS CEREUS

1.1 Historie Bacillus cereus

Poprvé byl Bacillus cereus izolovan vroce 1887 ze vzduchu v kraving.
Pod mikroskopem byly tehdy bakterie pozorovany jako dlouhé, pohyblivé buiiky se zaoblenymi
konci. U vétsiny bunék byly viditelné endospory. Po 12 hodinach dochézelo ke ztraté¢ motility
bakterii a k postupnému uvoliiovéani spor z buiiky. Po 48 hodinach byly buiiky zcela nehybné
a v okoli bun€k se nachézely uvolnéné spory (Frankland a Frankland, 1887). Prvni zminka
o alimentarnim onemocnéni, které bylo zptisobeno rodem Bacillus, byla zaznamenana v roce
1906 (Votava a kol., 2003). V tomto roce doslo propuknuti onemocnéni v sanatoriu, kde se
u 300 pacientll a zaméstnancti objevily hojné prijmy, zalude¢ni kiece a zvraceni. Nakaza se
rozs§ifila prostfednictvim kontaminovaného masa, z né¢hoZz byly izolovany sporotvorné bacily
(Adams a kol., 2016). Mikroorganismus, zplisobujici toto onemocnéni, byl tehdy taxonomicky
fazen jako Bacillus peptonificans. Vlastnosti, kterymi byla bakterie popséna, se podobaji
vlastnostem nyné&jSitho Bacillus cereus (Adams a Moss, 2000). Tyto aerobni sporotvorné
bakterie byly povazovany za plvodce alimentarnich onemocnéni v Evropé mezi lety
1936 a 1943. Stockholmské zdravotnicka rada udava, ze zpisobily 117 z 367 vySetfovanych
ptipadii (Adams a kol., 2016). Do poloviny 20. stoleni vSak neexistoval pfimy dikaz, ze je
Bacillus cereus pivodcem alimentarnich onemocnéni (Adams a Moss, 2000).

Teprve v roce 1955 Hauge poprvé identifikoval Bacillus cereus jako pivodce stievnich
potizi (Tewari a Abdullah, 2015). Ve své studii popisoval ohnisko nékazy, které propuklo
v roce 1948 v nemocnici v Oslu. Zde byl k vecefi podavan kromé hlavniho chodu i dezert —
¢okoladovy puding s vanilkovou omackou. Obé polozky dezertu byly pfipraveny rano
pfedchoziho dne a skladovany pii pokojové teploté. Pouze u 19 osob zcelkovych 80
se neprojevily zadné piiznaky onemocnéni — avSak 11 z nich dezert uplné vynechalo a 8 z nich
snédlo jen malé mnozstvi dezertu. Pfiznaky otravy jidlem byly charakterizovany bolesti biicha,
hojnym vodnatym priijmem, rektalnim tenesmem a mirnou nevolnosti, ktera vSak jen zfidka
vedla ke zvraceni. Pfiznaky odeznély do 12 hodin od pozZiti kontaminované potravy.
Analyza vzorkli potravin s néslednou mikroskopii ukdzala, Ze vanilkovd omacka byla

kontaminovana Gram-pozitivni, tyCovitou bakterii vytvarejici spory. Vlastnoti této bakterie
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byly typické pro Bacillus cereus (Hauge, 1955).

Do 70. let 20. stoleti byly piiznaky onemocnéni, zptisobeného Bacillus cereus,
charakterizovany pouze vodnatym prijmem po 8 az 16 hodinach od poziti kontaminované
potravy. Alimentarni onemocnéni doprovazené nevolnosti a zvracenim bylo poprvé popsano

az v roce 1971 ve Spojeném Kralovstvi (Tewari a Abdullah, 2015).

1.2 Taxonomické zarazeni

Z hlediska taxonomie je rod Bacillus velmi komplikovany (Kotiranta a kol., 2000).
Bacillus cereus se tadi do skupiny Bacillus cereus sensu lato, kam dale patii
B. mycoides, B. anthracis, B. thuringiensis, B. pseudomycoides, B. weihenstephanensis,
B. cytotoxicus a B. toyonensis (Griffiths a Schraft, 2017). Prvni Sestice ¢lent této skupiny byla
identifikovana jiz v pribéhu 20. stoleti. B. cyfotoxicus a B. toyonensis byly objeveny
a klasifikovany az v poslednich letech. Clenové této skupiny podstatné ovliviiuji zemédélstvi
a potravindisky primysl a mohou mit také negativni dopad na lidské zdravi.
Naptiklad B. anthracis je znam jako obligatni patogen a ptivodce antraxu. B. thuringiensis je
Gram-pozitivni bakterie, ktera produkuje fadu krystalickych toxint. Ty jsou v zeméd¢lstvi
vyuzivany jako prostiedky pro hubeni hmyzu. B. cereus je toxinogenni bakterie,
kterd produkuje tadu toxinG zpisobujici dvé formy alimentdrnich onemocnéni
(Liu a kol., 2015).

Jednotlivé Cleny v této skupiné od sebe prakticky nelze rozliSit pomoci béZznych
fenotypovych a biochemickych charakteristik (Webb a kol., 2019), jelikoZ maji velmi podobny
genom (Rasko a kol., 2007). Mezi B. cereus, B. mycoides, B. anthracis
a B. thuringiensis byla zaznamenana vyss$i nez 99 % podobnost sekvence v primarnich
strukturach 16S rRNA (Kotiranta a kol., 2000). Pro jejich odliSeni je nezbytné definovat
fenotypové znaky pomoci plazmidi, které koduji jejich specifické vlastnosti
(Rasko a kol., 2007).

Skupina Bacillus cereus se déli do sedmi fylogenetickych skupin. Jednotlivé druhy byly
rozdéleny na zdkladé molekularnich udaji ziskanych ze vzorci polymorfismu délek
amplifikovanych fragmentl, ribosomalnich genovych sekvenci, Caste¢né genové sekvence

pantothenat-syntetazy a ptitomnosti genotypt 77s a cspA a teplot idealnich pro rist jednotlivych
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kmenii. Ve skupiné 1 jsou =zafazeny vSechny mezofilni rhizoidni kmeny
Bacillus  mycoides a Bacillus pseudomycoides. Ve skupin¢ VI nalezneme vsSechny
psychrotolerantni kmeny Bacillus mycoides, Bacillus thuringinesis
a Bacillus weihenstephanensis. Bacillus cereus sensu stricto a Bacillus thuringinesis jsou
vysoce polyfyletické bakterie a mizeme je nalézt ve skupiné II, III, IV, Va VI. Kmeny
Bacillus anthracis jsou seskupeny do skupiny III. Mirny termotolerant Bacillus cytotoxicus

je zatazen do skupiny VII (Kumari a Sarkar, 2016).

Tabulka 1 — Rozdéleni skupiny Bacillus cereus do sedmi fylogenetickych skupin (Kumari a Sarkar, 2016)

Pocet kmentu
Fvlogeneticka Riistova | PFitomnost | zptisobujicich
Y i teplota genﬁ alimentarni Druh
skupina S rni
°C) onemocnéni
(%)
rrs | cspA
B. mycoides
: o ¢ B © B. pseudomycoides
I 7—40 B _ o1 B. cereus s.s.

B. thuringiensis
B. cereus s.s.
111 15—45 C — 33 B. thuringiensis
B. anthracis
B. cereus s.s.

I 10— D _ 20 .. .

A 0—45 B. thuringiensis
B. cereus s.s.

\ 8-40 B - 12 B. thuringiensis
B. mycoides
B. cereus s.s.

— A A "

VI 537 0 B. thuringiensis

B. wethenstephansis
VII 20-50 _ _ 50 B. cytotoxicus

A (100 % kmenii s genotypem rrs a cspA), B (vysoky pocet kmenii nesoucich genotypy rrs a cspA), C (nizky pocet
kmenii nesoucich genotypy rrs a cspA), D (nizky pocet kmenit nesoucich genotypy rrs a cspA v malém mnozstvi),
— (kmeny s absenct genotypii rrs a cspA)
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1.3 Morfologie a kultivace

Bacillus cereus je Gram-pozitivni, aerobni az fakultativné anaerobni, sporotvorna
bakterie, kterda mize dosahovat Sitky az 1,2 uym a délky 3 pm a vice. V mikroskopu
ji pozorujeme jako tyCovitou, pohyblivou buiiku. Spory jsou umisténé uvnitt bakterialni bunky
centraln¢ nebo paracentraln¢ a maji elipsoidni tvar (Kumari a Sarkar, 2016). Na povrchu
Bacillus cereus se nachazeji peritrichidlni bi¢iky, které zajistuji pohyb bakterie a piispivaji
ke tvorbé biofilmu (Majed a kol., 2016). Mimo to ma bakterie na svém povrchu i krystalicky
protein, ktery tvofi vnéjSi vrstu bunécné stény, tzv. S-vrstvu (Kotiranta a kol., 2000).
Ta muze slouzit jako adhezin a usnadnit bakterii 1épe ptilnout na povrchu hostitelské buiiky,
kde nasledné kolonizuje. Dalsi funkci této struktury je ochrana bakterie pfed Skodlivymi

enzymy, antimikrobialnimi latkami nebo zménami pH prostiedi (Jalapoor, 2011).

4

Obrazek 1 — Burnky B. cereus barvené Leifsonovou technikou
pro zvyrazneéni biciki (www.phil.cdc.gov)

Kultivace Bacillus cereus neni naro¢na. Bakterie roste v Sirokém teplotnim rozmezi
od 10 do 50 °C. Optimum se pohybuje mezi 28 a 35 °C (Ultee a kol., 1999). Za aerobnich
podminek a teploté 37 °C roste Bacillus cereus na krevnim agaru v neprithlednych koloniich
s matnym povrchem. Kolonie maji nepravidelné okraje a vykazuji specificky plazivy rust.

Dal§im charakteristickym znakem je zona -hemolyzy kopirujici tvar kolonii (Bottone, 2010).
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Jako selektivné-diagnostické pidy slouzi pro kultivaci Bacillus cereus MYP agar
a PEMBA. MYP agar obsahuje mannitol, vaje¢ny Zloutek a polymyxin. PEMBA obsahuje
polymyxin, pyruvat, vajecny zloutek, mannitol a je obohacena o agar obsahujici
bromothymolovou modf. Selektivita téchto ptid je zalozena na schopnosti bakterii zkvaSovat
mannitol a hydrolyzovat lecitin obsazeny ve vajecném Zloutku (Amor a kol., 2018). Na téchto
kultivaénich pidach roste Bacillus cereus v rizovych, modrych nebo oranzové-rizovych
koloniich, obklopenych precipitacni nebo ,hald zénou* (Kumari a Sarkar, 2016).
Identifikace Bacillus cereus pouze pomoci vySe zminénych selektivné-diagnostickych pud
nemusi byt vzdy dostacujici. V ptipad¢ slabé Zloutkové reakce se mize bakterie jevit jako
fale$né lecitindza-negativni. Proto je tfeba pouZzit pro identifikaci Bacillus cereus navic 1 krevni
agar. Na zdkladné tohoto faktu vyvinuli Kim a kol. (2013) specialni druh agaru, nazyvany jako
BYPTA. Ten vykazoval vyssi selektivitu nez vySe zminéné selektivné-diagnostické puady,

a to zejména diky pouZiti krevniho agaru a pyruvatu sodného pro zviditelnéni hydrolyzy

vaje¢ného zloutku.

Obrazek 2 — Kolonie B. cereus na MYP agaru Obrazek 3 — Kolonie B. cereus na krevni agaru
(www.cit.vfir.cz) (www.cit.vfu.cz)
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1.4 Faktory virulence

1.4.1 Endospory Bacillus cereus

V neptiznivém prostiedi produkuji vegetativni bunky Bacillus cereus endospory,
které jsou vysoce odolné vi¢i vysokym teplotam i chemickym a fyzikdlnim jevim
(Carlin a kol., 2010). Proces pfemény vegetativni buiikky na sporu se nazyva sporulace. Béhem
sporulace podléhd matetska bunka lyze a uvoliiuje zralou endosporu, pfi¢emz kazda vegetativni
bunika vyprodukuje pravé jednu endosporu. Sporulace je fizena fadou sloZitych a ptisné
regulovanych genetickych programii (Wang a kol., 2015).

Endospory této bakterie jsou tvofeny dehydratovanym jadrem obklopenym nékolika
vrstvami. Nejvzdalenéjsi vrstvou od jadra je exosporium, které zajistuje vysoce hydrofobni
kontakt spor s vnéjSim prostfedim a umoziuje pfilnuti spory k hostitelskym bunkam
nebo abiotickym povrchim. Dalsi strukturou je plast’ slouzici jako bariéra pro degradacni
enzymy a eliminuje Skodlivé chemikalie. Vnéj$i membrana mize akumulovat karotenoidy —
pigmenty chranici sporu pred UV zafenim. Klra je tvofena peptidoglykanem, ktery hraje
dilezitou roli v udrZeni dehydratace jadra. Nizkd propustnost vnitini membrany pfispiva
k ochrané pred dezinfekénimi prostfedky a nékterymi chemikaliemi poskozujicimi DNA.
Dehydratované  jadro  obsahuje DNA  nasycenou o-typy a B-typy SASP
(malé, v kyseliné rozpustné proteiny spor) chranicich jadro pfed UV a y-zafenim, suchym
teplem 1 vlhkym teplem, genotoxickymi chemikaliemi a nékterymi oxida¢nimi cinidly.
Jadro spor ma nizky obsah vody, vysokou hladinu kyseliny dipikolinové a obsahuje dvojmocné
kovy chranici jadro pfed vysousenim a suchym a vlhkym teplem (Bressuire-Isoard a kol., 2018).
Diky své hydrofobni povaze jsou spory a vegetativni bunky Bacillus cereus schopné pevné
pfilnout k povrchlim jako je napfiklad nerezova ocel, na kterych se bézné zpracovavaji
biofilmu, ktery muze byt zdrojem opakované kontaminace a sniZzené trvanlivosti potravin

(Kumari a Sarkar, 2016).

14.2 Enzymy produkované Bacillus cereus

Béhem rastu produkuje B. cereus fadu enzymt, které ptispivaji k jeho patogenité. Mezi

nejznaméjsi ezymy fadime fosfolipazy, hemolyziny, f-laktamézy a kolegendzy.
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Fosfolipazy stépi fosfolipidy za vzniku vedlejSich produkti, které jsou dilezitou
slozkou bunécnych procesi — proliferace, diferenciace, pohyblivosti, apoptoza a genova
exprese (Eurtivong a kol., 2020). Enzymatickou degradaci bunééné membrany dochazi
k poskozeni epitelu a subepitelialni matrice lidskych bunék a k jejich nasledné hemolyze
(Sergeev a kol., 2006). Bacillus cereus produkuje 3 druhy fosfolipaz — sfingomyelinazu a dva
druhy fosfolipazy C. Uginek sfingomyelinazy produkované bakterii byl testovan na mysich,
u kterych doslo ke zvySeni zavaznosti infekce. Aktivita tohoto enzymu byla inhibovana pomoci
farmakologickych ptipravkl (Enosi Tuipulotu a kol., 2020).

Hemolyzin I, také nazyvan jako cereolyzin O, je termolabilni protein fadici se mezi
cholesterol-dependentni  cytolyziny. Jeho aktitivita je inhibovand cholesterolem
a neutralizovana anti-streptolysin-O globuliny z hyperimunniho kofiského séra. Hemolytickou
aktivitu vykazuje jiz pfi koncentraci 1 ng/ml. Cereolyzin O indikuje uvoliovani
laktat-dehydrogenazy ze tkané sitnice in vivo a tudiz muze pfispivat ke zhorSeni nekrdzy
typické pro endophthalmitis typické pro Bacillus cereus (Ramarao a Sanchis, 2013).
Byt neni tento enzym zcela prozkouman, je prokazano, ze se nepfiznivé podili na vzniku
endoftalmitidy a srde¢nich ¢i plicnich nekrozach (Berthold-Pluta a kol., 2015).

Hemolyzin II je oligomerni, termolabilni protein patfici do skupiny toxinl
vytvatejicich tazkvany B-barel, slozeny z B-listi. Jedna se o strukturu, kterd tvoti hydrofobni
¢ast transmembranovych proteini (Visiello a kol., 2016). Narozdil od cereolyzinu O neni jeho
aktivita inhibovana cholesterolem. Mechanismus tvorby port je takovy, Ze kazdy monomer
hemolyzinu II vlozi svij, na glycin bohaty, segment do membrany. To vede ke tvorbé
anion-selektivnich transmembranovych porti o vnitinim primeéru 1,5 az 2,0 nm, které zpusobi
depolarizaci membrany a naslednou cytoplazmatickou destrukci cilové  buiky
(Kholodkov a kol., 2015). Hemolyzin II je jednim z mala virulenénich faktord Bacillus cereus,
ktery neni regulovan PIcR, centrdlnim transkripénim regulatorem potfebnym pro transkripci
nehemolytického  toxinu, cytotoxinu K, hemolyzinu BL a cereolyzinu O
(Ramarao a Sanchis, 2013).

Hemolyzin III je tepelné labilni protein, jehoZ aktivita neni inhibovéana cholesterolem
(Ramarao a Sanchis, 2013). Tento enzym nebyl doposud purifikovan. Gen pro tvorbu tohoto
enzymu je vSak kédovan 657-nukleotidovym genem charakteristickym pro E. coli. Prozatim
nebyla ani zkoumana jeho enzymatickd aktivita in vivo (Visiello a kol., 2016). Experimenty

naznacuji, ze hemolyzin III vytvafi trans-membranové pory o piiblizném priméru 3 az 3,5 nm.
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Hemolyzin nejprve navaze protein na povrch erytrocyti. Sestava monomerti pak vytvari
trans-membranové pory, které zpiisobuji rozpad erytrocytl (Ramarao a Sanchis, 2013).

p-laktamazy jsou bakteridlni enzymy, které inaktivuji P-laktamové antibiotika
otevienim amidové vazby B-laktamového kruhu (Grace, 2013). Mezi riznymi kmeny
Bacillus cereus byly hlaseny rizné formy B-laktamaz. B-laktamaza I patii do B-laktamaz tiidy
A. Z hlediska sruktury se jedna o penicilinazy se serinem v aktivnim misté. -laktamaza II patii
do B-laktamaz tfidy B. Tato tfida je aktivovdna vazbou zine¢natych a kobaltnatych ionti
v aktivnim misté enzymu (Kotiranta a kol., 2000).

Bakterialni kolagenazy maji Sirokou substratovou specifitu a degraduji jak ptirodni
kolagen, tak zelatinu (Lund a kol., 2013). Kolagenazy §tépi kolagen na malé peptidy, o nichz
se predpokladd, ze pritahuji neutrofily chemotaxi. Produkce extracelularni kolagenazy
Bacillus cereus byla snizena v disledku inhibice rastu bakteridlnich bun¢k peroxidazou

pritomnou ve slinach (Kotiranta a kol., 2000).

1.5 Vyskyt Bacillus cereus

Bacillus cerus je vSudyptitomna bakterie, jejiz pfirozenym rezervoarem je predevSim
puda. Jelikoz se jednd o kultivacn€ nenaroc¢nou bakterii, nalézdme ji v pidach s nizkym
obsahem Zivin. Zde také za nepfiznivych podminek pieziva ve formé vysoce odolnych
endospor (Kotiranta a kol., 2000). Po konaktu s organickymi latkami zac¢inaji endospory klic¢it
a pfemeénuji se zpct ve vegetativni buiiku. Pfirozené je nalézdme i v GIT bezobratlych Zivoc€icht
(Bottone, 2010). Ve stfevnim traktu néckterych clenoveii byl pozorovan vldknity rist
Bacillus cereus. Béhem tohoto rlstu ztraci buiika bi¢iky, pomoci vlaken adheruje na epitelialni
povrch stievnich bun¢k a zde sporuluje (Margulis a kol., 1998). Endospory a vegetativni buiiky
Bacillus cereus se dostavaji do ptidy béhem defekace nebo smrti hostitele. Zde vegetativni
bunky sporuluji a vy€kavaji, dokud nedojde k jejich absorpci jinym hostitelem (Bottone, 2010).

Bacillus cereus se ze svého piirozené¢ho rezervoaru snadno §ifi do rtiznych druht
potravin a potravinafskych vyrobkid jako jsou maso, zelenina, Skrobové potraviny
a mlé¢né vyrobky (Uletee a kol., 1999). Touto cestou se tento potravinovy, oportunni patogen
dostava do GIT c¢loveka, kde kolonizuje a vyvolava alimentarni onemocnéni. Jelikoz mé takova

nakaza kratky a mirny pribéh, vétSina pacientd nevyhleddva odbornou lékaiskou pomoc
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a hlaSeni o vyskytu téchto chorob nejsou tadné¢ zdokumentovany. To je taky piiCina
nedostatecného provadéni laboratornich testti, které by potvrdily, ze za vznikem téchto
onemocnéni stoji praveé Bacillus cereus. Proto je vyskyt toho patogenu u lidi velmi podceniovan

(Enosi Tuipulotu a kol., 2020).
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Obrazek 4 — Mozné cesty prenosu Bacillus cereus (Abee a kol., 2011)

1.6 Patogeneze a lécba alimentarnich onemocnéni zpiisobenych

Bacillus cereus

Bacillus cereus je znam predevsim jako ptivodce dvou rtznych forem alimentarnich
onemocnéni (Ehling-Schulz a kol., 2015). Emeticky syndrom je vyvolany emetickym toxinem,
ktery se tvoifi jiz v potravé (Granum a Lund, 1997). Prijmovy syndrom je zplsobeny
enterotoxiny, které vznikaji pfi vegetativnim rlstu bun€k Bacillus cereus v tenkém stfeve
(Granum a Lund, 1997). Rozdily v hlaSené incidenci Bacillus cereus se 1i8i na zakladé

stravovacich navykil v danych zemich. Naptiklad v Japonsku je emeticky syndrom hlasen
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az 10x castéji nez v Evropé a Severni Americe, kde se naopak castéji setkdvame s prijmovym
syndromem. Ve Velké Britanii bylo v letech 1992 az 2003 hlaSeno 43 ohnisek alimentarnich
intoxikaci. U vice nez poloviny byla zdrojem ndkazy smazena ryze a pokrmy z ni pfipravené.
V Norsku je Bacillus cereus udajn€ hlavni pric¢inou otravy z potravin. Mezi lety 1991 az 2000
byla tato bakterie udajné ptivodcem 113 zcelkovych 171 ohnisek nakazy pienaSenych
potravinami na Tchaj-wanu (Blackburn a McClure, 2009). V Ceské republice bylo k datu
22. 07. 2019 hlaSeno 35 piipadid alimentarnich intoxikaci zplsobenych Bacillus cereus
(NZIP, 2021). Ke vzniku alimentarnich onemocnéni ohrozujicich zdravi ¢lovéka dochazi
az vmomentu, kdy jsou buinky Bacillus cereus dostatecné pomnozené. Pocet bunék
Bacillus cereus potfebnych pro vznik prijmového syndromu je 10° az 107. K vyvolani
emetického syndromu je zapotiebi, aby byla potrava kontaminovéana buitkami Bacillus cereus
v po¢tu 10° az 10® na 1g potravy (Blackburn a McClure, 2009).

Krom¢ alimentérnich intoxikaci miize tato bakterie vyvolat i mimostfevni infekce,
a to jak u rizikovych skupin, tak i zdravych jedinct (Onofrillo, 2016). Do rizikovych skupin
fadime novorozence, narkomany, pacienty po chirurgickém zakroku a pacienty se zavedenymi
katétry, na kterych mize bakterie kolonizovat (Bottone, 2010). Mezi tyto infekce patii
bakteriémie, pneumonie, infekce CNS, infekce mékkych tkani a oc¢ni infekce
(Acosta a kol., 2020).

Emeticky a prijmovy syndrom maji kratky a mnohdy nekomplikovany prabéeh.
Z tohoto duvodu lékar zvoli symptomatickou lécbu (Arslan a kol., 2014). Oproti tomu
mimostfevni onemocnéni zplsobena touto bakterii maji rychly a progresivni pritb¢h. Cela 1écba
je navic zkomplikovana tim, Ze je vétSina kmeni rezistentni vii€i B-laktamovych antibiotikiim
(Yuakol., 2020). Nejvice kment bylo rezistentnich na penicilin a ampicilin (Kim a kol., 2011).
Naopak u vSech kment Bacillus cereus byla prokazéana citlivost na vankomycin, gentamicin,

tetracyklin, ciprofloxacin, azithromycin a klindamycin (Glasset a kol., 2018).
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2 TOXINY BACILLUS CEREUS

2.1 Emeticky toxin

Emeticky toxin, nazyvany také jako cereulid, je cyklicky peptid o molekulové hmotnosti
1,2 kDa. Sklada ze Sesti a-aminokyselin a Sesti a-hydroxykyselin uspotfddanych do tii
opakujicich se peptidovych jednotek. Tyto peptidové jednotky se uzaviraji do kruhu,
jak mizeme vidét na Obrazku 5. Toxin vytvaii vysoce afinitni komplex s alkalickymi kovy
(Marxen a kol., 2015), ¢imZ podporuje rast Bacillus cereus v prosttedi s vysokym deficitem
draselnych iontd. Draslik je hlavnim intracelularnim kationtem v bakteridlni cytoplazmé.
Je velice dilezitym pro Zivot bakterie, nebot’ zajist'uje pfijem a transport solutd, které se podileji
na regulaci pH a osmotického tlaku ptsobictho na povrchové struktury bunky
(Ekman a kol., 2012).

Toxin je odolny vi¢i riznym proteolytickym enzymim a vysokym teplotam.
Tepelna stabilita tohoto toxinu se ukdzala byt zavisla na pH prostfedi a koncentraci toxinu
(Kim akol., 2011). Rajkovi¢ a kol. (2008) provedli studii, ktera ukazala, Ze k inaktivaci toxicity
cereulidu je zapotiebi, aby byl toxin vytaven hodnot& pH vyssi nez 9 a teploté 121 °C po dobu
80 minut nebo 150 °C po dobu 60 minut. Primyslové zpracované potraviny jsou oSetfovany
za mnohem mirngjSich podminek. Z tohoto divodu je emeticky toxin velkou hrozbou
pro potravinaisky priimysl, kde nemusi vzdy byt vytvofeny dostatecné podminky k tomu,
aby dochédzelo kinaktivaci toxického ucinku cereulidu, vyprodukovaného bakterii
Bacillus cereus v potravé.

Syntéza cereulidu je zprostiedkovana cereulid-syntetazou. Cereulid-syntetaza je
neribozomalni peptidovou syntetdzou, nachazejici se na pXO1 jako plasmid sestaveny ze sedmi
koédujicich DNA sekvenci (Dommel a kol., 2011). Gen cesA piedstavuje adenylacni doménu,
ktera specificky rozpoznava a aktivuje urcity substrat. Gen cesT je peptidovy nosny protein.
Sekvence cesC slouzZi jako kondenzacni doména, ktera zajiStuje rtist peptidového fetézce.
DalSimi strukturami tvoficimi creulid syntetdzu jsou epimerizacni nebo methylaéni domény
a domnéld hydroldza (cesH). Expozi¢ni a methylaéni domény pfispivaji ke strukturni
rozmanitosti pfirodnich peptidovych produkti. Funkce domnélé hydroldzy neni zatim zndma

(Ehling-Schulz a kol., 2015). Cesta syntézy emetického toxinu a podminky umoznujici syntézu
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tohoto toxinu jsou velmi komplikované a prozatim nebyly zcela a jasné¢ popsany

(Matthews a kol., 2017).
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Obrazek 5 — Chemicka struktura emetického toxinu (Ramarao a kol., 2020)

2.1.1 Emeticky syndrom a dal§i onemocnéni zpiisobena emetickym toxinem

Prvni zminka o emetickém syndromu sahé na zacatek 70. let minulého stoleti, kdy bylo
ve Velké Britanii zaznamenéano nékolik ohnisek ndkazy zptisobenych konzumaci vatené ryze
(Stenfors a kol., 2008). Emeticky syndrom je zprostfedkovany serotoninovym 5-HT3
receptorem a stimulaci aferentniho bloudivého nervu (Alonzo a kol., 2015). Vyssi riziko
intoxikace emetickym toxinem se miize vyskytovat u pacientl, ktefi konzumovali
kontaminované potraviny bohaté na Skob, jako je ryze, téstoviny, brambory nebo pecivo (Webb
a kol., 2019) a zplsobuje u nich podrazdéni slizni¢nich zakonceni nervus vagus v zaludku
(Votava a kol., 2003).

Pro dospélého Clovek je toxickda davka cereulidu odhadovana na 8 pg/kg télesné
hmotnosti (Webb a kol., 2019). Typickymi pfiznaky intoxikace cereulidem je nevolnost
a zvraceni, které se dostavi v rozmezi 30 minut az 6 hodin po konzumaci kontaminované
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potravy. Pfiznaky vSak vétSinou samovolné odezni do 24 hodin (Stenfors a kol., 2008).

Cereulid se miize akumulovat v riznych organech (Ducrest a kol., 2019). Zde plsobi
jako ionofor draselny a poskozuje buné¢ny membranovy potencial, coz ma za nasledek expanzi
mitochondrii v bufice a tvorbu vakuol v protoplazmé citlivych bun¢k a jejich néaslednou
apoptozu (Naka a kol., 2020). Tyto pochody maji za nasledek napiiklad hepatotoxicitu,
encefalopatii a dysfunkci B-bunék (Ducrest a kol., 2019).

2.2 Enterotoxiny

Enterotoxin je vegetativni ristovy metabolit produkovany do urcité miry témét vSemi
druhy skupiny Bacillus cereus. Enterotoxiny jsou obvykle produkovany v pribéhu
exponencialni ristové faze a celé staciondrni rustové faze bakterie (Ceuppens a kol., 2013).
Produkce enterotoxinii probiha v tenkém stfevé (Kim a kol., 2011). Zde enterotoxiny vytvari
poéry na bunécné membrané bunék sttevniho epitelu, ¢imz dochdzi ke ztrate¢ vody, sodnych
a chloridovych iontl a ke vzniku iontové nerovnovahy (Reis a kol., 2013). Charakteristickymi
znaky prijmového syndromu jsou bolest bficha, hojné vodnaté prijmy a rektalni tenesmus.
Ptiznaky se objevuyji 8 az 16 hodin po konzumaci kontaminované potravy
(Ehling-Schulz a kol., 2004).
nehemolyticky enterotoxin a cytotoxin K (Stenfors a kol., 2008). Dal§imi znamymi
enterotoxiny, produkovanymi Bacillus cereus, jsou enterotoxin T (Amor a kol., 2019) nebo
enterotoxin FM, ktery se na vzniku priijmovych onemocnéni piimo nepodili, ale podporuje
cytotoxické ucinky vySe zminénych enterotoxinti (Zhang a kol., 2016).

Exprese hlavnich enterotoxinli hemolyzinu BL, nehemolytického enterotoxinu
a cytotoxinu K je fizena pleiotropickym regulatorem PIcR (Jessberger a kol., 2014). Jeho funkci
je transkripce gent potfebnych k adherenci bakterie na hostitelské buiiky a ochrana bakterie
pfed obrannymi systémy hostitele. Dal§imi funkcemi jsou vyziva bakterie a jeji ochrana pred
konkurencnimi bakteriemi, které mohou taktézZ na hostitelské bunce kolonizovat
(Ramarao a kol., 2015). Na zacatku stacionarni ristové faze Bacillus cereus je aktivita PIcR
zavisla na pfitomnosti PapR, slouziciho ke snimani kvora. Bakterie pouzivaji quorum sensing
ke koordinaci bakteridlnich procesti v reakci na buné¢nou denzitu. Tyto komunika¢ni systémy

jsou zalozeny na sekreci a rozpozndvani signalnich molekul mezi bunkami
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(Doyel a Buchnan, 2013). PapR je maly signalizacni peptid, ktery je nejprve builkami
vyluovan, zpracovan na heptapeptid, a poté opét importovan zpét do bunky, kde interaguje
s PIcR a usnadiiuje tim vazbu na palindromatickou sekvenci umisténou pied cilovymi geny

(Clair a kol., 2010).

2.2.1 Hemolyzin BL

Hemolyzin BL je tfislozkovy enterotoxin, povazovany za primarni faktor virulence
u prijmového syndromu. Molekula tohoto toxinu se skladé z vazebné slozky B a dvou lytickych
slozek L1 a L2 (Wiwat a Thiramanas, 2014). Jednotlivé slozky hemolyzinu BL jsou
transkribovany nasledujicimi geny — 4blA4, kodujici slozku B, AbIC, kédujici slozku L1 a hbID
(Arslan a kol.,, 2014). Tyto geny jsou pak uspofddany v operonu hbICDA
(Jessberger a kol., 2019). Pro maximalni hemolytickou a toxickou aktivitu toxinu je nutna
pritomnost vSech tfi slozek (Wiwat a Thiramanas, 2014), ideidln¢ v poméru 1:1:1
(Kumari a Sarkar, 2016). Prebytek lytické slozky L1 nebo vazebné slozky B inhibuje
hemolytickou aktivitu hemolyzinu BL (Jessberger a kol., 2019). Exprese genll je ovlivnéna
regula¢nimi proteiny, kterymi jsou hlavni reguldtor virulence PIcR, dale pak CcpA, ResD a Fnr
(Sofos, 2013).

Fnr a ResD jsou regulatory redox potencidlu ve stfevech. Pfi nizkych hodnotach
potencidlu (mezi -100 mV a -200 mV) dochazi k vyraznému zvySeni produkce hemolyzinu BL
(Sofos, 2013). Regulator Fnr detekuje zmeénu koncentrace kysliku pii aerobidze
prostfednictvim oxidace thiolovych skupin cysteinu, které spojuji dva monomery v neaktivnim
dimeru. Aktivni dimery Fnr se navdzi na promotorovou oblast cilovych operonti nebo genli
enterotoxind, ¢imz aktivuji nebo potlacuji jejich transkripci (Duport a kol., 2016). Pfitomnost
dvouslozkového regulatoru ResDE je nezbytna pro rtst Bacillus cereus za podminek nizkého
redoxniho potencidlu. Zaroven se za téchto podminek podili na produkci enterotoxinti
Bacillus cereus, avSak na rozdil od regulatoru Fnr neni pro toxinogenezi nezbytny
(Esbelin a kol., 2009). Produkce hemolyzinu BL je snizena pii vysokych koncentracich
glukozy, které jsou regulovany reguldtorem CcpA (Sofos, 2013).

Jednotlivé kmeny Bacillus cereus produkuji sloZzky hemolyzinu BL o riizné molekulové

hmotnosti. U nékterych kment se dokonce vyskytovala vice neZ jedna varianta kazdé slozky
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hemolyzinu. U kmene Bacillus cereus ATCC 14579 byla v roce 2010 prokazana transkripce
operonu 1bICDAB, ktery oproti vySe zminénému operonu obsahuje navic gen hb/B. Tento gen
byl do této doby povazovan pouze za pseudogen (Jessberger a kol., 2019). Studie provadéna
Bohm a kol. (2015) dokonce ukazala, ze operon hbICDAB je u B. cereus zastoupen ve znacné
mife, jelikoZ se vyskytoval u 64 % testovanych kment, zatimco zkracena varianta hbICDA
se vyskytovala pouze u 22 % sledovanych kment.

Hemolyzin BL ma na bunky hemolyticky, cytotoxicky, dermonekroticky ucinek
a zpusobuje vaskularni permeabilitu (Salvetti a kol., 2011). Nékolik studii ukazalo,
7ze tento enterotoxin zplsobuje akumulaci tekutin v iledlnich smyckach u kralikd,
anebo cytotoxicky pisobi na buiiky vajecnikil u ¢inského kiecka. Také mlze vytvaret komplex
vazajici se na povrch erytrocytil a zpusobujici jejich lyzu (Jessberger a kol., 2019).
Pti diagnostice hemolyzinu BL je charakteristickym znakem tvorba diskontinudlni zony
hemolyzy na krevnim agaru, kterou mizeme vidét na Obrazku 6. Zéna hemolyzy je vzdalena
od mista, kde dochazelo k diftizi hemolyzinu BL. Tento jev byl odivodnén rozdilnou diftizni
rychlosti jednotlivych slozek hemolyzinu BL a tvorbou kontinualniho koncentra¢niho gradientu

(Jessberger a kol., 2019).

Obrazek 6 — Diskontinudlni z6za hemolyzy kmene B. cereus F837/76
na krévnim agaru s obsahem berani krve (Beecher a Wong, 1994)
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2.2.2 Nehemolyticky toxin (Nhe)

Prvni zminka o nehemolytickém toxinu pochazi zroku 1996 (Ramm a kol., 2020),
kdy byl tento toxin izolovan z kmene zodpovédného za propuknuti ohniska alimentarni otravy
v Norsku (Senesi a Ghelardi, 2010). Tehdy nebyly u tohoto toxinu prokazany zadné
hemolytické vlastnosti, a proto byl pojmenovan jako nehemolyticky toxin (Ramm a kol., 2020).
Avsak toto tvrzeni bylo v pozdé¢jSich studiich vyvraceno (Senesi a Ghelardi, 2010).

Nehemolyticky toxin je tvofeny tfemi slozkami. Lytickou slozkou NheA a dvémi
vazebnymi slozkami NheB a NheC (Kumari a Sarkar, 2016). Jednotlivé slozky
nehemolytického toxinu jsou kddovany geny nheA, nheB a nheC, které jsou uspotadany v nhe
operon (Senesi a Ghelardi, 2010). Toxin piisobi na epitelové buiiky ve tfech klic¢ovych krocich.
Prvnim krokem je spravna sekrece vSech tii komponent NheA, NheB a NheC v urcitém poméru.
Tim je zaruend maximalni cytotoxicka aktivita nehemolytického toxinu. Po sekreci nasleduje
krok dva, ve kterém dochézi k navazani NheC na NheB, ktery ma vysokou afinitu ke tvorbé
NheBC oligomert o riizné velikosti. Ty nasledné vytvoii jakési ,,pro-poly* na bunécnych
membranach (Liu a kol., 2017). Tvorba rozpustného komplexu mezi NheB a NheC
je specifickou vlastnosti nehemolytického toxinu. Interakce téchto dvou slozek ve vodném
prostfedi je nezbytnd k vyvolani toxického ucinku, ale samostatné nejsou pro buniku toxickeé
(Zhu a kol., 2016). V poslednim kroku dojde k navazani tfeti slozky (NheA) na ukotvené
NheBC oligomery, ¢imz dochazi ke zprostiedkovani tvorby porti na bunécné membrang
(Liu a kol., 2017).

Uvadi se, ze az 90 % izolatl Bacillus cereus nese gen nhe, zatimco gen hbl nese pouhych
50 % izolatid (Didier a kol., 2016). Z tohoto divodu je nehemolyticky toxin teoreticky
povazovan za klicovy enterotoxin, zpusobujici prijmova onemocnéni. AvSak v praxi toto
pravidlo platit nemusi a ve vysledku mtze hrat klicovou roli ve vzniku a rozvoji onemocnéni
kombinace obou enterotoxint (Dréan a kol., 2015). V jednom z vyzkumnych ¢lankl bylo
pojednavano o spole¢ném ucinku sfingomyelindzy a nehemolytického toxinu, ktery udajné
zvySuje cytotoxicky ucinek sfingomyelindzy. Sfingomyelindza prostfednictvim vzniklych pori
1épe adsorbuje na povrch epitelidlnich bunék bunééné membrany cilové bunky a Stépenim
sfingomyelinu, pfitomného v bunécné membrané, obméinuje jeji strukturu a tekutost

(Doll a kol., 2013).
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2.23 Cytotoxin K (CytK)

Cytotoxin K je jednoslozkovy enterotoxin, ktery patii do rodiny toxind vytvarejicich
tazkvany [-barel, slozeny z B-listd. Jednd se o strukturu, kterd tvofi hydrofobni Cast
transmembranovych proteini (Visiello a kol., 2016). Ma znac¢ny toxicky ucinek na lidské
intestinalni epitelialni bunky. Toxin vytvaii pory v lipidovych dvojvrstvach bunécné
membrany, nasledkem ¢ehoz dochazi k nekréze a hemolyze bunky. Byly identifikovany dva
typy gentl kddujicich cytotoxin K — cytK1 a cytK2 (Castiaux a kol., 2015).

Prvni zminka o cytotoxinu K, konkrétn¢ cytotoxinu K1 (Chaabouni a kol., 2015),
byla zaznamendna v roce 1998. Tehdy byl tento toxin izolovdn z kmene Bacillus cerus
NVH 391/98. Tento kmen byl zodpovédny za epidemické propuknuti prijmového onemocnéni
v pecovatelském domé ve Francii. Zde se u nékolika osob objevily krvavé prijmy a na nasledky
tohoto onemocnéni dokonce tfi lidé zemfeli (Stenfors a kol., 2008). Na zaklad¢ charakterizace
kmene metodou MLST, DNA-DNA hybridizace, termotolerance a charakteristického profilu
mastych kyselin, byl kmen Bacillus cerus NVH 391/98 v roce 2013 pfifazen k nové zvyklému
druhu Bacillus cytotoxicus (Béhm a kol., 2015).

Aminokyselinova sekvence mezi obéma typy cytotoxinu K vykazuje 89% identitu
(Chaabouni a kol., 2015). Kromé& sekvenc¢nich rozdilti maji cytotoxiny také rozdilné biologické
ucinky. Cytoxin K2 tvofi péry s niz8i vodivosti a je také méné toxicky nez cytotoxin K1
(Castiaux a kol., 2015). Cytotoxin K1 je udajné az pétkrat toxictejsi (Glasset a kol., 2021)
vici lidskym intestindlnim bunkam nez cytotoxin K2. AvSak donedavna bylo identifikovano
pouze 5 kment Bacillus cereus produkujicich vysoce toxicky cytotoxin K1 (Castiaux a kol.,
2015). Proto je tento cytotoxin povazovan za vzacny a s alimentdrnimi intoxinacemi

je spojovana spise mén¢ toxicka varianta cytotoxinu K2 (Glasset a kol., 2021).

2.24 Enterotoxin FM a enterotoxin T

Enterotoxin FM je kodovany genem entFM (Kovac a kol., 2016). Stejné tak mize byt
oznacovan jako gen kodujici domnélou peptidazu bunétné stény proteina NIpC/P60.
U kmene B. cereus ATCC 14579 byla proveden analyza BLAST genu entF'M. Sekundarni
struktura genu odhalila pfitomnost ¢ty domén — tii protein-protein interak¢nich SH3 domén

a domény NIpC/P60. Tato doménova sktruktura je velmi podobna té u Bacillus subtilis CWIE.
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U této bakterie je bunécna peptidaza zodpovédna za normalni morfologii tyCinkovité bakterie.
Proteiny NIpC/P60 modifikuji bunécnou sténu (Tran a kol., 2010). Na zékladné strukturni
podobnosti enterotoxinu FM s domnélou peptidazou bunééné stény Ize usuzovat,
Ze tento enterotoxin ovliviluje tvar buiiky, jeji pohyblivosti, adhezi bakterie k epitelovym
buinikdm a tim 1 schopnost tvorby biofilmu (Kovac a kol., 2016).

Enterotoxin T je kodovany genem bceT. Neni vSak zndmo, jakym zplsobem pfispiva
tento enterotoxin ke vzniku alimentarnich onemocnéni. Nedavné studie dokonce naznacuji,
ze enterotoxin T nevykazuje biologickou aktivitu, a tudiz nemtze pfispivat k propuknuti

onemocnéni. Lze se tedy domnivat, Ze se jedna o pouhy klonovaci artefakt (Amor a kol., 2019).
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3 METODY DETEKCE TOXINU BACILLUS CEREUS

Spravna laboratorni diagnostika emetického toxinu a enterotoxinlQ Bacillus cereus
je dulezitym faktorem pro zemédélsky a potravinarsky primysl a pro zvySeni bezpecnosti
zpracovavanych potravin. Od pocatku 20. stoleti je tato bakterie potvrzenym ptivodcem
alimentarniho onemocnéni. Dle vysledkii nékterych studii se jedna o druhou nejcastéjsi
bakteridlni pfi¢inu alimentarnich intoxikaci v Evropé, hned po Staphylococcus aureus. 1 ptesto
je tato bakterie stdle velmi podcenovana, a to zejména kvuli nepravidelnému a casto
i nepovinnému prokazovani v mnoha vzorcich. Z tohoto ditvodu je velmi dilezity vyvoj novych
diagnostickych metod pro rychlou a pfesnou detekci a kvantifikaci toxind Bacillus cereus
(Ramarao a kol., 2020).

Emetické kmeny Bacillus cereus piedstavuji velké riziko pro stravovaci zafizeni.
Zde totiz mUze dochdzet ke vzniku ohnisek alimentdrnich intoxikaci. Malokdy dochazi
ke tvorbé emetického toxinu pfimo v zazivacim traktu Clovéka. Intoxikace je ptfevazné
zpisobena pozitim potravy, ve kterém byl emeticky toxin pfedem vytvoren. Aby bylo mozné
eliminovat rizika kontaminace potravin v téchto zafizenich, je také zapotiebi v¢asna detekce
zivotaschopnych bakterii v potravinach. K tomu jsou zapottebi rychlé a citlivé screeningové
metody, které nebyly pro identifikaci emetickych kment B. cereus doposud popsany
(Ulrich a kol., 2019). Zlatym standardem pro detekci a kvantifikaci cereulidu je kapalinova
chromatografie spojend s hmotnostni spektrometrii (Kalbhenn a kol., 2021).
Detekce emetického toxinu miize byt provedena i za pomoci molekularné-biologickych metod
(Ducrest a kol., 2019). Tyto metody vSak neumoziuji pfimou analytickou detekci samotného
toxinu (Marxen a kol., 2015). Citlivé testy zaloZené na principu PCR v redlném case a systému
profilovani toxinovych genti sice umoznuji identifikovat samotné toxinogenni bakterie, ale zase
nejsou  schopny detekovat emeticky toxin jako takovy. Im  vitro testy
(napf. cytotoxicky test vyuzivajicich buiiky lidského karcinomu hrtanu, popft. jaterni buiky
potkant ¢i test motility kancich spermii) jsou zaloZeny na toxickém ucinku cereulidu na
mitochondrie  eukaryotnich bunék, ¢imz neumoziuji pfimé stanoveni toxinu.
Nevyhodou provedeni téchto testii v praxi miize byt ovlivnéni cytotoxickych tc€inkd jinymi
slozkami potravin. Biologické testy jsou navic casové narocné a finanéné¢ ndkladné
(Bauer a kol., 2010). Testy pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni enterotoxinil jsou zalozeny

zejména na vyuziti monoklonalnich protildtek namitfenych proti jednotlivym slozkam toxinti.
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Aktualné€ jsou na trhu dostupné 3 soupravy detekujici hemolyzin BL a nehemolyticky toxin.
Momentalné¢ vSak neni dostupnd zadnd komercni souprava pro detekci cytotoxin K.
Tento toxin je v béznych laboratofich detekovan pomoci fyzikalné-chemickych

nebo molekularné-biologickych metod (Dietrich a kol., 2021).

3.1 Imunochemické metody pro detekci toxina Bacillus cereus

3.1.1 Imunochemické metody s indikatory

Principem imunochemickych metod je reakce antigenu s protilatkou, kdy je jedna
z reagujicich slozek znacena indikatorem. Historicky nejstar$i je radioimunoanalyza (RIA),
kterd se vyznacuje vysokou citlivosti a presnosti. RIA metoda vyuziva protilatky znacené
radioizotopem. Jejich pouzivani vyzaduje specialni vybaveni a prostory, a proto se fadi mezi
jedny z nejdrazsich (Bartiiikova a kol., 2011). Jelikoz je tato metoda potencionalné rizikova
pro persondl a finanéné ndkladna (Gan a Patel, 2013), je nyni nahrazovana cenové
dostupnéj$imi metodami, jejichz citlivost a reprodukce je s RIA metodou srovnatelna.
V poslednich letech jsou v praxi nejvyuzivangj$i imunoenzymové metody, u které je piivodni
radioizotop nahrazen enzymem. EIA metody délime na homogenni a heterogenni. K detekci
toxint  Bacillus cereus je vyuzivana heterogenni EIA metoda, tzv. ELISA
(Bartinkové a kol., 2011).

ELISA, z anglického nazvu Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, je jednou
z nejpouzivanéjSich metod ke stanoveni a detekci antigent nebo protilatek (Zhu a kol., 2016).
K detekci toxind Bacillus cereus je aktualné k dispozici komeréné vyrabéna souprava
Tecra BDE-VIA, vyuzivajici princip sendvicové ELISA metody (Rajkovic a kol., 2020).
Béhem této metody je protilaitka navazdna na povrchu pevného nosice. Po piidani
analyzovaného vzorku dochédzi ke vzajemné interakci mezi imobilizovanou protilatkou a
buitkami mikroorganismu piitomnych ve vzorku. Po odstranéni nenavazanych slozek se ve
druhém kroku ptida druhd protilatka (konjugat), kterd je znacend enzymem. V dal§im kroku je
do reakce pfidan bezbarvy substrat. Ten je v kone¢né fazi pfeménén enzymatickou reakci na
barevny produkt, jehoZ intenzita zbarveni odrazi kvantitu sledovaného analytu (Demnerova,

2011).
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%"0 Zachytnad protildtkao O Analyt/Antigen 0 Konjugovand detekénf protildtka

Obrazek 7 — Schéma principu sendvicové ELISA metody (www.baria.cz)

Tecra BDE-VIA vyuziva polyklonalni protilatky (Krause a kol., 2010). PouZiti téchto
protilaitek miize byt do jist¢ miry problém. Polyklondlni protilatky mohou totiz vykazovat
zktizenou nespecifickou reakci s dal§imi dvéma netoxickymi proteiny, z nichz jeden
pravdépodobné predstavuje slozku nehemolytického toxinu (Dietrich a kol., 1999). Na zaklad¢
téchto faktli Dietrich a kol. (1999) vyrobili a charakterizovali nékolik hybridizovanych
bunéénych linii, produkujicich vysoce afinitni, monoklonalni protilatky proti vSem tfem
slozkam hemolyzinu BL. Protilatky jsou tfidy IgG a umoZziuji specifickou a citlivou detekci
téchto slozek v kultivaénich supernatantech a mohou byt pouzity pro kvantitativni vyhodnoceni
toxinového profilu kmend Bacillus cereus. Testovani je mozné provadét v mikrotitracni
desticce (Obrazek 8) potaZzené sériové fedénymi supernatanty riznych kmenl B. cereus.
Do vsech jamek je pfidan fyziologicky roztok obsahujici kaseinat sodny. Timto krokem dojde
k obsazeni vSech volnych vazebnych mist, kam by se mohly nespecificky navazat jiné proteiny.
To by vedlo ke snizeni specificity a citlivosti testu. Po 30 minutach je desticka tfikrat promyta.
Nasledné je pfidano 100 pl sériové fedénych supernatantii mySiho séra nebo hybridomové
bunécné kultury. Za hodinu je desticka opét promyta a po promyti je ptfidan konjugat.
Ten je tvoten krali¢imi protilatkami znacenymi kienovou peroxiddzou. Po hodiné je desticka
naposledy promyta a do kazd¢ jamky je ptidano 100 pl substratu. Celé reakce je po 20 minutach
zastavena 1M kyselinou sirovou. Absorbance je zmétena pii 450 nm. Samotna doba testu jsou
témet 3 hodiny. Monoklondlni protilatky, vyvinuté v této studii, vykazovaly vysokou specifitu
a citlivost. Ptiblizné 50 % testovanych kmena produkovalo hemolyzin BL. U vSech téchto

kmeni byla nasledné prokazana vysoka toxicita.
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O nékolik let pozd€ji Dietrich a kol. (2005) vyrobili a charakterizovali dalsi
monoklondlni protilatky, tentokrat proti vSem tfem slozkdm nehemolytického toxinu,
které mohou byt pouzity v kombinaci s diive vyrobenymi monoklonalnimi protilatkami proti
hemolyzinu BL pro kvantitativni vyhodnoceni exprese enterotoxinu Bacillus cereus.
Ve vySe zminénych studiich byly vyvinuty vysoce afinitni monoklonalni protilatky, které
umoziuji specifickou a citlivou detekci enterotoxini B. cereus a lze je pouzit

ke kvantitativnimu vyhodnoceni toxinového profilu kment této bakterie.

Obrazek 8 — 96 jamkova desticka pro metodu ELISA
(www.enzolifesciences.com)

3.1.2 Reverzni pasivni latexova aglutinace (RPLA)

Principem RPLA je aglutinani reakce antigenu s protilatkou, pficemz je jedna
z reagujicich sloZzek navdzdna na latexové Castice, tzv. latexové kulicky. Ty jsou silné
hydrofobni, a proto jsou idedlni pro adsorpci latek, jako jsou proteiny (Mahat a kol., 2014).

Pro detekci toxint Bacillus cereus se pouziva souprava Oxoid BCET-RPLA.
Test vyuZiva latexové castice senzibilizované krali¢imi imunoglobuliny mifenymi proti
enterotoxinim Bacillus cereus. V piipadé, ze je ve vzorku pfitomen enterotoxin, dochazi
k aglutinaci a ke tvorbé imunokomplexu, ktery mé& mfizkovou strukturu.
Tento proces je vyzualizovan tvorbou aglutinatu na dné mikrotitracni desticky. Pokud

enterotoxin Bacillus cereus chybi, nebo je-li pfitomen v koncentraci pod detekénim limitem,
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miizkova struktura se nevytvofi, nedojde k aglutinaci a roztok ziistane zakaleny

(www.oxoid.com).

Porovnani soupravy BCET-RPLA s metodou ELISA

Vyletélova a Banyko (2010) srovnavali vysledky detekce enterotoxinti hemolyzinu BL
a nehemolytického toxinu Bacillus cereus s identifikaci geni vSech tii slozek, tvoficich vyse
zminéné enterotoxiny. Hemolyzin BL byl detekovan metodou BCET-RPLA. Pfitomnost
nehemolytického toxinu (ve vzorcich kravského a kozi mléka, pasterovaného mléka
a v mlécnych vyrobcich) byla stanovena metodou ELISA a jednotlivé geny hblA, hblC, hbID,
nheA, nheB a nheC byly detekovany metodou PCR. Testovano bylo celkem 41 kmenti Bacillus
cereus ziskanych ze vzorkli mléka a mlé¢nych vyrobki. Pfitomnost hemolyzinu BL ve vzorcich
byla pozitivni u 32 kmeni, nehemolyticky toxin byl pfitomen u v§ech 41 kmenii. Gen nheA byl
identifikovan u 40 kment, nheB a nheC (41), hblA (29), hblC (39), hblD (37). Ptitomnost vSech
tti genll nheA, nheB a nheC byla zjisténa u 40 kment (98 %). Zatimco geny hblA, hbIC a hblD
byly prokazany pouze u 29 kment (71 %). Srovname-li vysledky pfitomnosti enterotoxin
ziskané pomoci BCET-RPLA a ELISA s vysledky PCR, zjistime, Ze jsou shodné ve
30 ptipadech u BCET-RPLA a ve 40 ptipadech u ELISA. Z této studie vyplyva, Ze ve srovnani
s BCET-RPLA je ELISA citlivéjsi metoda. Obéma metodami lze v praxi detekovat pfitomnost
enterotoxind, avSak k testovani jejich toxické aktivity je zapotiebi vyuZzit citlivéj$i metody

in vivo a in vitro.

3.1.3 Imunodetekce v lateralnim toku na membrané (LFIA)

Imunodetekce v laterdlnim toku na membranég je druh imunotestu, ktery je zaloZzeny na
principu sendvicové ELISA metody. Béhem testu je vzorek unaSen kapilarnimi silami podél
analytické nitrocelulézové membrany. Pro detekci enterotoxinli slouzi komeréné vyrabéna
souprava Duopath®Cereus Enterotoxins test, ktery miZeme vidét na Obrazku 9
(Rajkovic a kol., 2020).

V mist¢ aplikace vzorku se nachdzi barevné Ccinidlo tvofené antigenem
(nebo protilatkou). Po aplikaci vzorku dochézi k jeho smiseni s barevnym ¢inidlem a komplex

dale protéka membranou (Rajkovic a kol., 2020). Membréna je rozdélena na detekéni zonu
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s detek¢ni linkou a kontrolni zénu s kontrolni linkou. Pokud je nami testovany analyt piitomen
ve vzorku, dojde k jeho zachyceni v detekéni zéné, coz se projevi zbarvenim linky.
Piebytecna protilatka se zachyti v kontrolni zon¢ a kontrolni linka se také zbarvi. Pokud ve
vzorku nebyl pfitomen testovany analyt, dochazi pouze ke zbarveni linky v kontrolni zoné¢,
diky ¢emuz je ovefen spravny prubé¢h reakce (Goselova a kol., 2014). LFIA miize slouzit jednak
jako kvalitativni test s danym referen¢nim rozmezim nebo jako kvantitativni test v kombinaci
s ¢teckou fotometrickych prouzka (Rajkovic a kol., 2020).

Duopath®Cereus Enterotoxins test pouziva monoklonalni protilatky znafené zlatem
(Rajkovic a kol., 2020). Vyhodou téchto protilatek je, Ze brani vzniku falesSné pozitivnich
vysledktl v disledku zkiiZzené reakce s netoxickymi exoproteiny, které produkuje Bacillus
cereus (Krause a kol., 2010). Velkou piednosti tohoto testu je moznost soubézn¢ detekovat
lytickou slozku L2 hemolyzinu BL a NheB slozku nehemolytického toxinu
(Rajkovic a kol., 2020). Dalsi vyhodou tohoto LFIA testu je také jeho rychlost. Vysledky
stanoveni milzeme ziskat jiz do 30 minut a k jejich vyhodnoceni neni zapotiebi dalsi
instrumentace. Souprava je navic cenoveé dostupna a vyznacuje se vysokou citlivoti
(Krause a kol.,, 2010). Tento test lze v klinické praxi vyuzit pro spolehlivé stanoveni
enterotoxini (kromé cytotoxinu K) ve vzorcich potravin a vzorcich zivotniho prostredi. Své
uplatnéni by mohl najit také jako U€inny nastroj pro kontrolu kvality zpracovanych potravin.
V tento moment vSak neni na trhu dostupny komeréné vyrabény LFIA test pro detekci

cytotoxinu K, produkovan¢ho  Bacillus cereus (Rajkovic a kol., 2020).

Duopath®

CEREUS
ENTEROTOXINS

N

— C
« NHE
« HBL

Obriazek 9 — Duopath®Cereus Enterotoxins test—
pozitivni vysledek (www.sigmaaldrich.com)
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3.2 Fyzikalné-chemické metody pro detekci toxini Bacillus cereus

3.2.1 MALDI-TOF MS

Princip metody spociva v generovani fingerprintli Casto se vyskytujicich proteint
a nasledném srovnéni s databdzemi referencnich spekter (Pavlovic a kol., 2013). V poslednich
letech je tato metoda Casto vyuzivana pro rutinni identifikaci mikroorganismu. Je velmi rychla
a vhodna do provozu v béznych klinickych laboratotich. Vyhodou také je, Ze k pouzivani této
metody nemusi byt v laboratofi pfitomen specialné vySkoleny personal s hlubokymi znalostmi
techniky jako takové. Vysledky jsou totiz automaticky generovany pomoci vysoce
sofistikovaného statistického softwaru (Ulrich a kol., 2019).

Ptistroj pro méfeni je sestaven ze tii ¢asti — iontového zdroje, hmotnostniho analyzatoru
a detektoru, jak je vidét na Obrazku 10 (Pavlovic a kol., 2013). Proteiny ve vzorku jsou
ionizovany na nabité molekuly pfidanim nebo ztratou jednoho ¢i vice protonii a nasledné
je zméfen pomér hmotnosti k ndboji. Analyzovany vzorek je smichan s roztokem absorbujicim
energii. Matrice s navdzanym vzorkem po vysuSeni krystalizuje. Krystaly vzorku jsou pak
ionizovany laserovym paprskem za vzniku protonovych iontd, které nasledné vstupuji do letové
trubice, kde zrychluji na staly potencidl a jsou od sebe déleny na zakladé poméru hmotnosti
ku naboji. Tento pomér ziskdme stanovenim Casu potiebného pro to, aby kazdy iont prosel
délkou letové trubice (Vrioni a kol.,, 2018). Vysledné spektrum (Obrazek 11) je pak
porovnavano s referencnimi spektry v databazi (Pavlovic a kol., 2013).

Urlich a kol. (2019) vytvofili rychlou a spolehlivou metodu pro odliSeni emetickych
a neemetickych kmend Bacillus cereus, vyuzivajici metodu MALDI-TOF MS. Studované
izolaty byly nejprve kultivovany 48 hodin pifi 37 °C na krevnim agaru s 5 % ov¢i krve.
Po kultivaci byla mensi ¢ast jedné kolonie pfenesena na ocelovy tercik, pfevrstveno 1 pl matrice
(kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova) a vysuSeno na vzduchu pii laboratorni teploté.
Tento postup byl proveden jesté jedenkrat. Takto piipraveny vzorek byl zméfen pomoci
pfistroje Autoflex Speed MALDI-TOF/TOF MS. Vyvinutad metoda se vyznafovala vysokou
spolehlivosti. Ze 121 testovanych kmeni bylo 120 identifikovano spravné. Jediny kmen, ktery
reagoval faleSné negativné, je dobfe zndm pro svou nizkou produktivitu toxinu

(Ulrich a kol., 2019).
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Obrazek 10 — Schéma MALDI-TOF MS (www.cvuas.de)
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B. cereus mérenych pomoci MALDI-TOF MS (Ulrich a kol., 2019)
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3.2.2 Chromatografické metody

Drive byly k prukazu emetického toxinu k dispozici pouze biologické testy zalozené na
zkoumani cytotoxické aktivity toxinu pomoci bunéénych kultur nebo na testovani pohyblivosti
spermii vystavenych ucinku emetického toxinu. Nevyhodou téchto testl je, ze nejsou vzdy
snadno proveditelné (Delbrassinne a kol., 2012).

Velky zvrat nastal v roce 2002, kdy Haggblom a kol. (2002) vyvinuli kvantitativni
a citlivy chemicky test na pfitomnost emetického toxinu ve vzorku, zaloZeny na vysokouc¢inné
kapalinové chromatografii (HPLC) s hmotnostni spektrometrii (Haggblom a kol., 2002).
Tento test umoziuje presnou detekci cereulidu, ktery se mize vyskytovat ve vzorku potravin
ve velmi nizkych koncentracich. Aby bylo mozné kvantifikovat mnozstvi emetického toxinu
ve vzorku, je zapotiebi pouzit standardni roztok o znamé koncentraci toxinu
(Biesta-Peters a kol., 2010). Jelikoz v t€¢ dob€ nebyl cereulid komeréné dostupny, byl pomoci
valinomycinu vytvofen kalibraéni standard pro rutinni pouziti. Reakce valinomycinu
a cereulidu béhem analyzy pomoci HPLC-MS byly velmi podobné (Héggblom a kol., 2002).
Nicmén¢ spolehlivost tohoto antibiotika, jakozto wvnitiniho strandardu, je diskutabilni.
Valinomycin a cereulid maji odliSnou chemickou strukturu, a proto mohou vykazovat rtizné
chovani béhem biologickych a chemickych testii (Ramarao a kol., 2020).

Na zaklad¢ tohoto poznatku vytvofili Bauer a kol. (2010) rychly biosynteticky postup
pro vyrobu stabilniho interniho standardu cereulidu znaceného izotopem *C. Ten byl pouzit ke
kvantifikaci emetického toxinu v matricich potravin prostfednictvim SIDA (stabilni analyza
fedéni izotopl) s néaslednou detekci HPLC-MS/MS. Ackoli tato metoda umozituje presnou
kvantifikaci emetického toxinti ve vzorcich potravin, a *Cg-cereulid je povazovéna za dokonaly
vnitini standard, ma i1 své nevyhody. Témi jsou napiiklad finan¢ni nédkladnost metody nebo
zavislost na sofistikovaném vybaveni. Pro provedeni analyzy a naslednou interpretaci vysledkt
je totiz zapotiebi specialné vyskoleny personal (Ramarao a kol., 2020).

Jeste téhoz roku proto provedli Biesta-Peters a kol. (2010) studii, ve které popisuji novy
zpusob syntézy biologicky aktivniho cereulidu. Cesta syntézy se sestavala z 10 krokt, které
vedly k vysokému vytézku cCistSiho syntetického cereulidu. Ten byl v prubéhu studie pouzit
jako standard pii kvantifikaci obsahu emetického toxinu ve vzorku potravin. Vysledky
experimentu ukazaly, ze metoda LC-MS s cereulidem jakozto s vnitfim standardem

je spolehlivd a pfesnd metoda pro kvantifikaci cereulidu v potravinach i1 pii nizkych
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koncentracich (5 pug cereulidu / kg vzorku). Tuto metodu lze aplikovat pii vykmunech
¢1 rutinni analyze potravinaiskych vzorkt.

Vytvofeni komeréné dostupného cereulidu je velkym meznikem ve vyvoji novych
metod pro analyzu emetického toxinu jak pro experimentalni ti¢ely, tak pro rutinni laboratorni
diagnostiku. Pouziti syntetizovaného cereulidu umoziiuje piimé stanoveni koncentrace
emetického toxinu ve vzorcich potravin namisto vyjadfeni koncentrace toxinu pomoci
ekvivalentli valomycinu. Vysledky analyzy navic nemuseji byt extrapolovany kvuli pouziti

neidentickych standardl (Biesta-Peters a kol., 2010).

3.2.3 Biosenzory

Biosenzor je analytické zafizeni schopné prevadét biologické, chemické nebo
biochemické signdly na méfitelné elektrické signaly. Vyuzivéan je k tomu biologicky detekéni
material, ktery je navic kombinovan s pievodnikem. Funkce biosenzoru je zavisla na interakci
mezi biologicky aktivnimi latkami, pfevodnikem a jednotkou ptevodu signalu. Diky fad€ vyhod
jsou biosenzory povazovany za jedny z net¢inngjSich a nejptesnéjSich metod v oblasti analyzy
potravin a sledovani bezpecnosti potravin (Ali a kol., 2020). Konkrétné jde o tyto vyhody —
analyza v redlném Case, rychlost provedeni testu, dale specifita a detekce dalSich nespecifickych

molekul ve vzorku a v neposledni fad¢ i jednoduchost analyzy (Zhang a kol., 2019).
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Obrazek 12 — Schéma konstrukce DNA biosenzoru pro dekteci bunék a toxinii B. cereus (Izadi a kol., 2016)
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Biosenzor se skladd ze dvou hlavnich Casti — bioreceptoru a fyzikalné-chemického
prevodniku. Ukolem bioreceptoru je rozpoznani cilové struktury, v nasem piipadé toxinu.
Bioreceptorem muize byt naptiklad enzym, protilatka, nukleonova kyselina nebo buiika (Singh
a kol., 2014). Prevodnik prevadi specifickou vazbu biosenzoru a cilového analytu (Ahmed a
kol., 2014) na méfitelny elektricky signal (Singh a kol., 2014). Tento signal je nasledné
shromazd’ovan, zesilovan a zobrazen na signalnim procesoru (Ronkainen a kol., 2010).

Izadi a kol. (2016) vyrobili pro detekci toxinl B. cereus biosenzor (Obrazek 12) na bazi
tuzkové grafitové elektrody (slouzici jako prevodnik) modifikované zlatymi nanocasticemi
(slouzicich jako snimac). Vyhodou tuzkové grafitové elektrody, jako ptevodniku, je jeji nizka
cena, dostupnost, obnovitelnost a ma také vhodny mechanicky povrch, ktery nevyzaduje jeho
regeneraci pred dal$im pouzitim. Na nanocastice se samovoln¢ navaze jednovlaknova DNA (v
této studii se jednalo o ssDNA genu nheA), ktera byla na elektrod¢ imobilizovana thiolovym
linkerem. B. cereus je detekovan na zdkladé zvySeni odporu pfenosu ndboje biosenzoru
v disledku hybridizace ssDNA s cilovou DNA. V této studii jsou k detekci toxinu B. cereus
pouzity vzorky mléénych vyrobka (syrové mléko, pasterizovana a kojeneckd vyziva), ze
kterych je vytvofen extrakt. Do né&j je pak po dobu 45 minut a pfi teploté 45 °C ponoien
vyvinuty DNA biosenzor. Navrhovany biosenzor dokazal s vysokou piesnoti detekovat gen

nheA ve vzorcich mléénych vyrobki a vysledky méfeni jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2 - Vysledky detekce toxinu B. cereus ve vzorcich mlécnych vyrobkii (Izadi a kol., 2016).

Vzorek Mnozstvi piridaného toxinu Detekované mnozstvi toxinu
(nmol/L) (nmol/L)
1,48 +£0,1
Kojenecka vyziva 1,5 1,47 £0,05
1,43 £ 0,06
_ 1,94 + 0,20
Pasterlrzovane 5 1.99+0.11
mléko
1,97 £0,03
5,01 +£0,10
Syrové mléko 5 5,11+0,18
5,08 £0,16
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Tento navrhovany biosenzor se pysni rychlou detekcni schopnosti, vysokou citlivosti
(detekéni limit biosenzoru je 10° CFU/ml) na bakteridlni kontaminaci a nizkou cenou.
Navic by mohl specificky detekovat cilovou sekvenci DNA B. cereus a tim ho odlisit od
ostatnich bakterii, které¢ by pfipadné mohly pfispivat ke kontaminaci potravinovych vyrobkda.
K provéteni selektivity byl vynalezeny biosenzor pouzit k detekci i jinych bakterii, které¢ bézné
kontaminuji mlééné vyrobky (E. coli, B. subtilis a S. aureus). Vysledky méfeni ukazaly, Ze tyto
bakterie neovliviiuji detekci B. cereus a nebyla prokdzand ani hybridizace DNA
s imobilizovanou ssDNA. Dalsi vyhodou biosenzoru DNA je schopnost rozliSovat virulentni
bakterie od avirulentnich kment stejného druhu tim, Ze vyuziva jako DNA sondu gen toxinQ
spojovan¢ho s virulenci. Diky vysoké reprodukovatelnosti a stabilit¢ se d& tento DNA
biosenzor povazovat za vhodny a pfesny detekéni systém pro kontrolu kvality potravin. Kromé
identifikace vegetativnich bunék mohou byt timto zafizenim detekovany také spory

(Izadi a kol., 2016).

3.3 Molekularné-biologické metody pro detekci toxint Bacillus cereus

3.3.1 Kvalitativni polymerazova retézova reakce (PCR)

Princip této metody je zalozen na amplifikaci gent, které jsou dale studovany. Pro kazdy
z téchto gentl je vyvinut specialni primer (Priyanka a kol., 2016). Primery jsou navrzeny tak,
aby na zéklad¢ znalosti sekvence genomové DNA a jejiho porovnani s DNA ostatnich
mikroorganisml, umoznovaly amplifikovat pouze takovy usek DNA, ktery je vysoce
specificky pro nami detekovany organismus (Demnerova, 2012).

Amplifikace probihd ve 3 krocich. Nejprve je cilova dvouretézova DNA denaturovana
na jednovldknovou DNA pii vysoké teploté. Na tyto DNA fetézce se nasledné navazi dva
jednovlaknové syntetické oligonukleotidy (specifické primery). Dal$im krokem je polymeraéni
proces, pii kterém se primery komplementarni k jednovlaknové DNA prodluzuji za ptitomnosti
deoxyribonukleotidi a termostabilni DNA polymerdzy (Law a kol., 2015).
Pro identifikaci produkt PCR se pouziva elektroforéza na agar6zovém gelu a nasledné barveni
ethidiumbromidem (Priyanka a kol., 2016).

Metoda je citliva, specifickd a umoziuje detekci malého mnozstvi bakterialni DNA

ve vzorku. Nevyhoda PCR spociva v navrhu primerti, vyznamné fale$n¢ negativni reakci kvali
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nedostatecné hybridizaci, inhibitorech v  PCR a neuaspésné extrakci bakterialni DNA
(Oliwa-Stasiak a kol., 2010). Dalsi nevyhodou je neschopnost metody rozliSovat mezi
zivotaschopnymi a mrtvymi buitkami. DNA z mrtvych bakterii totiz mtize také slouzit jako
templat b&hem PCR amplifikace, coz vede k faleSné¢ pozitivnim vysledkim
(Forghani a kol., 2015).

Na zaklade¢ téchto fakt vytvoftil Forghani a kol. (2015) multiplexni PCR test, ve kterém
jsou pouzita interkalujici barviva nukleovych kyselin, jako je propidium monoazid,
k predupravé vzorku pfed samotnou analyzou. Propidium monoazid je barvivo, které mutize
selektivné proniknout do mrtvych bun€k a pomoci své azidové skupiny vytvofit komplex
s DNA mrtvych bunék. Tato kovalentni vazba s vysoce reaktivnim nitrenovym radikalem
indukuje eliminaci amplifikace DNA pomoci PCR.

Zakladni princip mPCR je obdobny jako u konvekéni PCR s tim rozdilem, ze mPCR
vyuzivéa n€kolik sad specifickych primerti, zatimco konvekéni PCR pouzivé pouze jednu sadu
specifickych primer. Navrzené primery jsou dilezitym faktorem pro vytvoteni uspé$Sného
mPCR testu. Primery by mély mit podobnou teplotu anealingu. Dal§im dtlezitym faktorem
je takeé jejich koncentrace, aby nedochazelo k interakci mezi jednotlivymi sadami v mPCR testu
a ke vzniku dimerd primerd, které by mohly ovlivnit spolehlivost testu. Mimo to je dulezité
dbat také na koncentraci pufru PCR, udrZovani rovnovahy mezi chloridem hofe¢natym
a koncentraci deoxynukleotidu, mnozstvi templatu DNA, teploty cyklovani a TagDNA
polymerazy (Law a kol., 2015).

Detekéni schopnost nové vyvinutého PMA-mPCR testu na pfitomnost toxinQ B. cereus
byla otestovana na vzorcich ceredlii, pasterizovaného mléka a ryZe. Tyto vzorky byly
naockovany emetickym a enterotoxickym kmenem a detekce toxind byla provedena pomoci
PMA-mPCR. Vzorky cerealii, pasterizovaného mléka a ryze jsou nejprve extrahovany. Ziskané
extrakty jsou nasledné ptedupraveny barvicim roztokem propidium monoazidem. Do extraktu
je pfidano 20 pl barviciho roztoku a celd zkumavka je inkubovéana na ledu ve tmé po dobu
10 minut za ob¢asného michéni. Po inkubaci jsou vzorky ponechany na ledu a po dobu 5 minut
vystaveny ucinku halogenové lampy. Kazdych 30 sekund jsou vzorky protfepany, aby byla
zaruc¢ena rovnomeérna expozice svétla a nedochazelo k nadmérnému zahtivani vzorki. Z takto
pfipravené bakteridlni suspenze je extrahovana DNA. Extrahovand dvouvldknova DNA je pak
denaturovana na jednovlaknovou DNA — nejprve pii 95 °C, pak je teplota sniZzena na 56 °C

a v kone¢né fazi denaturace je teplota zvySena na 72 °C. Na ssDNA se pak navazi specifické
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primery. V této studii jsou pouzity specifické a citlivé primery pro detekci emetickych kment
(ces primer) a Ctyii sady pro detekci gent hlavnich enterotoxint nheAd, hblD, entFM a cytK.
Primery ces a hlbD o koncentraci 100 nM a nheA, entFM a cytK primery o koncentraci 200 nM.
Po mPCR nasleduje elektroforéza amplikond na agar6zovém gelu po dobu 40 minut pii 100 V.
Nakonec je agardézovy gel obarven a vysledky reakce jsou vizualizovany pomoci UV
transiluminatoru (Obrazek 13). Jako hmotnostni standard je pouzit 100 bp DNA Ladder.
Na zaklad¢ vysledku ziskanych béhem studie lze fict, Ze byl vyvinut specificky, citlivy, cenové

dostupny a rychly test pro detekci zivotaschopného emetického a enterotoxického

Bacillus cereus v potravinach a potencialné dalsich matricich po provedeni vhodné extrakce

DNA (Forghani a kol., 2015).

et M (488 bp)

o e (376 bp)

2 b} (163 bp)
et (106 bp)
cos (70 bp)

Obrazek 13 — Vysledek mPCR toxinii B. cereus zndazornény na agarozorovém gelu (Forghani a kol., 2015)

1 — DNA marker (DNA Ladder), 2-9 izoldty B. cereus, 10 — DNA marker (DNA Ladder)

3.3.2 Kvantitativni real-time polymerazova retézova reakce (qQPCR)

Velkym meznikem v pouZzivani PCR bylo zavedeni konceptu monitorovani amplifikace
DNA v redlném case na zéklad¢ sledovani fluorescence. Kazdy cyklus méteni fluorescence
a fluorescenéniho signdlu odpovida aktudlnimu mnozstvi amplikoni DNA ve vzorku
(Kralik a Ricchi, 2017). K detekci signalti 1ze vyuzit fluorescenéni sondu nebo fluorescencni
barviva (Wehrle a kol.,, 2010). Fluorescencni sonda je synteticky pfipravend kratka

fluorescen¢né znacena sekvence nukleotidu, kterd je komplementarni k hledanému tiseku DNA.
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Hybridizaci mezi detekovanym tsekem nukleové kyseliny sledované bakterie a sondou dochézi
k narustu fluorescence (Demnerova, 2015). Fluorescencni barviva (Wehrle a kol., 2010),
jako je naptiklad SYBR green (Demnerova, 2015), interkaluji do jakékoliv ¢asti dvouvlaknové
DNA (Wehrle a kol., 2010). Barvivo nejprve emituje maly fluorescencni signal. Tento signal
je zesilen az po navazani barviva na DNA (Law a kol., 2015).

Alternativou k SYBR green mohou byt sondy TagMan, jinak znamé jako sondy
s dvojitym barvivem. Jedna se o oligonukleotidy obsahujici fluorofor (jako reportérové
barvivo) a zhaseci barvivo (Law a kol., 2015). Béhem amplifikace vysila reportérové barvivo
fluorescenéni signal. Tento signdl je absorbovan zhaSecim barvivem. K uvolnéni
fluorescenéniho signdlu zreportéru dochazi az po navazani TagDNA polymerazy
na TagMan sondu. Tim dochézi k rozstépeni oligonukleotidu a k odd¢€leni zhaseciho barviva
od reportéru, ktery nasledné uvolni fluorescenéni signal (Tajadini a kol., 2014). Z pocatku jsou
hodnoty fluorescence velmi nizké. Postupné se intenzita fluorescence zvySuje, az dosdhne
hodnot takzvaného prahového detekéniho cyklu (Cq). V tomto bodé¢ je intenzita fluorescence
umeérna pocatecnimu poctu templatovych molekul DNA ve vzorku a umoziuje stanoveni
absolutniho mnoZstvi cilové DNA ve vzorku za pomoci kalibracni kiivky sestavené ze sériove
fedénych standardd, u kterych je pfedem zndma koncentrace nebo pocet kopii DNA
(Kralik a Ricchi, 2017).

Fricker a kol. (2007) ve své studii vyuzili nové objeveného biosyntetického kodu pro
neribozomalni syntézu emetického toxinu. Na zaklad¢ této genetické informace vyvinuli
PCR test v realném case zaloZeny na TagMan sondach a SYBR green 1. Stanoveni pomoci
TagMan sondy zahrnuje navic interni kontrolu amplifikace, kterd indikuje pfitomnost inhibitort
amplifikace PCR nebo poruchu termalniho cyklovace. Tim je zabranéno vzniku faleSné
negativnich vysledk, a i diky tomu je tato metoda vhodna pro diagnostiku potravin v béznych
laboratotich. Test zalozeny na SYBR green I piedstavuje ekonomicky zajimavou alternativu
pro analyzu velkého poctu vzorkl. Tyto nové diagnostické testy byly GspéSné€ pouzity i v praxi
k identifikaci pivodce dvou ohnisek otravy jidlem v jiznim Némecku. V prvnim piipade se
otrava jidlem projevila u 17 déti v dennim stacionéfi, které konzumovaly ohtaty ryzovy pokrm.
Druhym pfipadem byla alimentarni otrava studenta, ktery konzumoval den pfedem uvatreny
kvétak. DNA byla izolovana piimo ze zbytkli kontaminované potravy a pouzita jako templat v
testech TagMan a duplex SYBR green 1. Oba testy byly pozitivni na emeticky kmen B. cereus.

Tyto nové vyvinuté testy, zaloZzené na PCR v redlném case, jsou rychlé, citlivé a spolehlivé
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diagnostické nastroje, které dopliuji stavajici metody analyzy toxinii a mohou podstatné ptispét
ke stanoveni skute¢ného poctu emetického typu alimentarniho onemocnéni zpiisobeného

B. cereus.

333  DNA &ipy

Princip detekce spocivd ve schopnosti téchto DNA ¢ipt uklddat na svlj povrch
az nékolik desitek tisic riznych sekvenci nukleové kyseliny. Rizné fragmenty DNA jsou
uspotradany v fadcich a sloupcich tak, ze identita kazdého z fragmenti je znama diky jeho
umisténi v poli (Kaliyappan a kol., 2012).

K detekci a identifikaci toxind Bacillus cereus vyvinuli Sergeev a kol. (2006)
oligonukleotidovy mikroCip (Bacillus-1), na kterém je kazdy gen reprezentovan péti
nezavislymi sekvencemi pozorovanymi v tripletu. Na povrchu mikro€ipa je 21 sond, které
umoziuji detekci az 7 vzorkl (Sergeev a kol., 2006). Neznamé molekuly DNA jsou $tépeny
restrikénimi endonukleazami na jednotlivé fragmenty DNA, na které se navazi fluorescencni
markery. Fragmenty dale reaguji se sondami na DNA ¢ipu a jsou na n€ navazany pouze cilové
fragmenty s komplementarnimi sekvencemi. Zbyvajici fragmenty DNA se vymyji. Cilové
fragmenty DNA jsou identifikovany podle jejich fluorescencni emise vznikajici pfi priichodu
laserového paprsku. Vysledné fluorescencni emise jsou pocitatoveé zaznamenavany

(Kaliyappan a kol., 2012).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M

A (entFM) (piplc) A
B (nhed) (nheB) B
C (nheC) thiia) C
D (hbIC) (hd) D
E E
F (spH) iple) F
G (cytk) (oyth2) G
H (bcaT) (spaB) H
| I
J (BA) d
K (lef) loyad) K
L ipagA) (capA) L
M (capB) (capC) M

Obrazek 14 — Schéma microarray Bacillus-1 (Sergeev a kol., 2006)
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3.34 Biotest zaloZeny na citlivosti motility kan¢ich spermii

wevr

avSak kvuli nedostatku vhodnych testd byl také nejméné¢ zndmy. Proto vyvinul
Andersson a kol. (1998) citlivy a levny biologicky test pro detekci emetického toxinu.
Stanoveni je zalozeno na ztrat€ motility kanc¢ich spermii, které byly po dobu 24 hodin vystaveny
pusobeni extraktl emetickych kment Bacillus cereus, nebo vzorki potravy kontaminovanych
témito kmeny. Preparat byl po 24 hodinach odecten pomoci fazového svételného mikroskopu.
U spermii, které byly vystaveny ucinku toxinu, byla pozorovéna ztrata motility.
Spermatické buiikky mély navic oteklé, naruSené mitochondrie. Nasledna analyza tohoto toxinu
pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie ukdzala, ze se jednalo o emeticky toxin.
Ten pisobil jako ionofor vytvaiejici membranovy kanal, ktery blokoval oxida¢ni fosforylaci
v mitochondriich, potiebnou pro pohyblivost spermii (Andersson a kol., 1998).

Vyse zminény test byl velmi ¢asové narocny, jelikoz samotnému stanoveni predchazela
desetidenni kultivace Bacillus cereus a nésledna expozice kancich spermii, ktera trvala jeden
az Ctyfi dny. Proto Andersson a kol. (2004) vyvinuli novy mikroskopicky test vychézejici ze
studie popsané v roce 1998. Biologicky test je zaloZzen na znamé citlivosti motility spermii na
expozici emetického toxinu. K detekcei toxicity emetického toxinu se pouZiva standardni kanci
sperma od dodavatelli umélé inseminace. Biomasa Bacillus cereus je z plotny odebrana do
sklenéné, uzaviratelné lahvicky a zahtivana methanolem. Ziskany extrakt je vystaven komercné
dodavanym kancim spermiim po dobu péti minut pii 37 °C. Pokud extrakt obsahoval emeticky
toxin, spermatické bunky ztratily motilitu. Kvantitativni stanoveni je provedeno ze sériové
zifedéného extraktu kancich spermii. Koncentrace emetického toxinu je vypocitana z nejvyssiho
fedéni, které zpisobilo ztratu motility spermii. Chemicky test je proveden ze stejnych extraktd,
za pomoci hmotnostni spektrometrie s iontovou pasti a za pouziti ¢tyf specifickych iont

molekulové hmotnosti pro identifikaci a kvantifikaci (Andersson a kol., 2004).
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4 ZAVER

Bacillus cereus je Gram-pozitivni bakterie znaméa predevSim jako ptivodce
alimentarnich onemocnéni. Pro Sirokou vefejnost je tato bakterie Casto ,,ve stinu“ znadméjSich
puvodct intestindlnich onemocnéni, kterymi jsou naptiklad Escherichia, Salmonella ¢i
Campylobacter. Oproti témto bakteriim maji onemocnéni zptisobena Bacillus cereus leh¢i
prab¢h a ptiznaky vétSinou samovolné po n€kolika hodinach odezni. Proto vétSina nakazenych
nevyhleda Iékaiskou pomoc a nebezpecnost této bakterie je velmi podhodnocovana. Cilem této
bakalarské prace bylo seznamit ¢tenate s metodami detekce toxinid Bacillus cereus.

Emeticky toxin pfedstavuje hrozbu zejména pro stravovaci zafizeni. Zde mize dochéazet
v masivnimu pomnozeni bakterie, které nasledné produkuji tento toxin ve Spatné skladovanych
potravindch. Dfive byly k detekci emetického toxinu vyuzivany biologické testy in vitro.
Témito testy je vSak zkoumana spise cytotoxicka aktivita, nikoliv mnozstvi vlastniho toxinu.
Zlatym standardem pro detekci a kvantifikaci emetického toxinu ve vzorcich potravin je
vysokoucinnd kapalinovd chromatografie s hmotnostni spektrometrii. Dal$i spolehlivou
metodou pro detekci emetického toxinu je MALDI-TOF MS. Tato metoda je v poslednich
letech vyuZivana pfedevS§im v rutinnich klinickych laboratofich pro odliSeni emetickych a
neemetickych kmenti. Dalsi vyuzitelnou metodou pro detekci emetického toxinu je gPCR. Tato
metoda umoziuje kvantifikovat mnozstvi toxinu ve vzorcich potravin.

K detekci hemolyzinu BL a nehemolytického toxinu jsou také vyuZzivany
imunochemické metody. Souprava Terca BDE-VIA je zaloZena na principu sendvi¢ové ELISA
metody. Dal$im imunotestem zaloZenym na principu sendvicové ELISA metody je
Duopath®Cereus Enterotoxins. Velkou pfednosti tohoto testu je moznost soucasné detekce
hemolyzinu BL a nehemolytického toxinu. Dalsi vyhodou je rychlost testu, protoze vysledek
muzeme ziskat jiz do 30 minut. V kombinaci se ¢teckou fotometrickych prouzk miizeme tento
test pouzit 1 ke kvantifikaci toxind. Souprava Oxoid BCET-RPLA vyuZiva princip reverzni
pasivni latexové aglutinace. V sou€asné dob¢ neni na trhu dostupnd zadna souprava pro detekci
cytotoxinu K. K jeho detekci jsou v béznych laboratotich vyuzivany fyzikalné-chemické nebo
molekularné-biologické metody.

Dalsim zptisobem, jak detekovat toxiny Bacillus cereus, je vyuziti biosenzoru na bazi
grafitové tuzky modifikované zlatymi nanocasticemi. Soucasna detekce emetického toxinu a

enterotoxind Bacillus cerus je mozna pomoci je multiplexni PCR nebo DNA ¢&ipu.
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