Bacillus cereus

Bacillus cereus je grampozitivni neopouzdiena pohybliva sporotvorna ty€inka. Je
to fakultativni anaerob s pomérné velkymi vegetativnimi buitkami (1 x 3 az 5).
Patii mezi saprofytické bakterie. Roste v teplotnim rozmezi 8 — 55°C, optimalné pfi
28 — 35°C a neni zaznamenana zadna tolerance pro vodni aktivitu (min. ~ 95) nebo
pH. Rozpéti hodnot pH umoznujici jesté rist je priblizné 4,9 — 9,3.

Spory jsou centralni, elipsoidniho tvaru a nezplsobuji zdufeni sporangia. Jako
sporotvorny mikroorganismus je B. cereus Siroce rozSiteny v okolnim prosttedi.
Pfevazné se vyskytuje v padé€, ve vodé a na rostlinach. Z této ,,vSudyptitomnosti‘
plyne skuteCnost, ze je béznou soucasti stievni mikroflory ¢lovéka. Spory vykazuji
riznou teplotni odolnost. D hodnoty se pohybuji pii 95°C ve fosfatovém pufru od 1
do 36 minut (resistence se méni se serotypem). Jiné zdroje uvadeji D hodnotu pii
100°C 5 minut.

B. cereus je kultivacn€ nendrocny. Roste na béznych médiich, na krevnim agaru
vyrustd ve velkych, drsnych koloniich s nepravidelnymi okraji, obklopenych zénou
B-hemolyzy.

B. cereus je producentem fady toxind a enzymi. Prvni skupinu tvoti fosfolipazy
C, které stépi fosfatidylcholin, fosfatidylinositol a sfingomyelin. Dale jsou to dva
hemolysiny. Hemolysin I (Cereolysin) je oxygenlabilni a je letdlni pro mys.
Hemolysin II je oxygenstabilni. Priijmovy toxin vedle svoji enterotoxické aktivity
zvySuje permeabilitu cév, je nekrotizujici a letalni pro mysS. Druhym toxinem je
emeticky toxin, ktery je vysoce termostabilni, odolny vii¢i pH a proteazam.

Miuze zplGsobovat onemocnéni z potravin. Onemocnéni vznikd po poZiti
kontaminovanych potravin enterotoxinogennim kmenem a z kontaminovanych
kosmetickych ptipravki, ¢1 o€nich kapek.

Vyskytuje se ve dvou klinickych formach:

Prijmova forma nastdva po inkubaci 8 — 24, spojuje se s konzumaci masovych
pokrmii a omacek a je podobnd otravé, kterou vyvolal Clostridium
perfringens.

Emeticka zac¢ind 1 — 6 hodin po poziti kontaminované potravy a je davana do
souvislosti s pozitim ryzovych pokrmii a téstovin. Podobnost s otravou, kterou
zpusobil Staphylococcus aureus.

Tvorba toxind byla zjiSt€na 1 u nckterych kment Bacillus subtilis. Bacillus
anthraci je pivodcem onemocnéni lidi a zvifat, jeZ je nazyvano snéti slezinnou.

K otravdm dochézi pti pomnozeni B. cereus v potraviné na koncentraci bunék
107 ¢! potraviny (u dé&ti stadi koncentrace 10° g™'). Povoleny vyskyt této bakterie je
legislativné upraven § 19 pism. b) zakona ¢. 110/1997 Sb., o potravinich a
tabakovych vyrobcich, vyhlaskou o mikrobiologickych pozadavcich na potraviny,
zptusobu jejich kontroly a hodnoceni ¢. 294/1997 Sb. Vyhlaska udava tento
povoleny vyskyt:



Mikroorganismus ”Kategorie potravin Ll:!ejvyéﬁ mezni

odnota
Bacillus cereus
otraviny neurcené k piimé spotieb&|10°/g
otraviny uréené k pHmé spotieb&|10%/g
potraviny urcen€ pro kojeneckou a détskou vyzivu 10%/g

Tato vyhlaska také upravuje hodnoty tolerované pii stanovovani u nekterych vybranych
potravin.

Ojedinéle mize zptisobovat onemocnéni u hostitele s vyrazné snizenou imunitou, tak mize
vyvolat meningitis, endokarditis, endophtalmitis, konjunktivitis nebo akutni gastroenteritis.
Je téz pivodcem oportunitnich infekei.

PRUJMOVY A EMETICKY TOXIN

Jak prijmovy, tak i emeticky toxin jsou enterotoxiny. Toxin prijmového onemocnéni je
tepelné nestabilni protein s molekulovou hmotnosti 38000 — 46000. Je citlivy na proteolytické
enzymy jako jsou trypsin a pepsin a je produkovan béhem pozdni exponenciondlni faze ristu.
Zbyva objasnit, zda v piipad¢ otrav je toxin produkovan v potraviné nebo travici soustave.

Molekulova hmotnost emetického toxinu je mensi nez 10000. Je tepeln¢ odolny (stabilni
pii 126°C po 90 minut) a je odolny k proteolytickym enzymim a nizkému pH. Produkce
toxinu probiha v potraviné od pozdni exponencidlni do staciondrni fize rGstu a mize byt
spojena se sporulaci.

Jednotlivé vlastnosti obou toxinti shrnuje nasledujici tabulka.

Vlastnost Priijmovy toxin Emeticky toxin
Molekulova hmotnost38000 - 46000 (protein) < 10000 (peptid)
Isoelektricky bod 4.9 -5,6 -
Stabilita
teplotni tepelné stabilni 45°C, 30 min. stabilni126°C, 90 min.
nestabilni 56°C, 5 min.
pH nejstabilng;si pii pH 4 - 11 stabilni pfipH 2 - 11
citlivy na pronasu, trypsin a|
roteasy epsin citlivy na trypsin a pepsin
Produkce
'V potraving predvytvoien (?) predvytvoren
Optimalni teplota 32 -37°C 25-30°C
pozdni exponencionalni-
Ristova faze pozdni exponencionalni stacionarni
(spojeni se sporulaci ?)
Biologicka aktivita
mysi letalni ?
opice rijem do 1 - 3 hod. zvraceni do 1 - 5 hod.




VYSKYT-SPOJENI S POTRAVINAMI

Schopnost tvofit spory resistentni k ¢initelim jako jsou suSeni a teplo vede k tomu, ze
onemocnéni zplsobujici bacili jsou Siroce rozsifeni v potravinach. Ve vétSing piipadi vSak
jsou pouze malou casti mikroflory a nejsou pfitomni v poctu dostatecném k vyvolani
onemocnéni.

Vysoky vyskyt B.cereus je znam v pasterovaném a jinak tepeln¢ oSetieném mléce (typické
je 35 — 48% pozitivnich vzorkll) ve srovnani s mlékem neoSetfenym (~ 9% pozitivnich).
V tomto pfipad¢ tepelné zpracovani spiSe napomiize sporotvornym mikroorganismim. Ve
v&t3ing pripadt byly detekované poéty nizké (< 10° ml™), ale jestliZe je pasterizované mléko
nebo smetana skladovana pti nedostatecné nizké teplote, B. cereus miize riist a zpiisobovat
kazeni znamé jako ,,sladké srazeni“ nebo ,hotknuti smetany*. Pfesto jsou mléko a mlécné
vyrobky ziidka spojovany s onemocnénim zpiisobenym B. cereus, ackoli suSené mléko mélo
za nasledek propuknuti ndkazy, kdyz se pouzilo na vyrobu nékterych potravin, jako napf.
nekterych druhii cukrovinek.

Rezistence spor k vysouseni jim dovoluje pfezit na suchych potravindch jako jsou
obiloviny a mouka. Propuknuti otrav v Norsku (popsano v ivodu) méla za nasledek kukufi¢na
mouka, kterd byla pouzita k zahusténi vanilkové omacky. Normalni zahtati béhem piipravy
neinaktivovalo spory a nasledné dlouhodobé skladovani omacky pii vysoké aktivité vody a
pokojové teploté prispélo ke kli¢eni spor a nartistu mikroorganismu.

Nejcastéjsi pricinou otrav emetickym toxinem jsou potraviny obsahujici Skrob,
jako je ryze a téstoviny. V Anglii je onemocnéni nazyvano ,,syndrom c¢inské
restaurace”. Velké mnozstvi ryze uvarené na nckolik dni dopfedu je idedlnim
prostfedim k pomnoZeni B. cereus. Spory, béznéji ty tepelné odolnéjSiho serotypu
1, ptezivaji pfedvareni. Pak nasleduje jejich kliceni, riist a produkce emetického
toxinu v potravin€ béhem skladovani. Tomu se da ptedejit snizenim teploty ryze
pod 8°C, ale uroven chlazeni uvnit uvateného mnozstvi ryze, dokonce i kdyz je
piemisténa do chladirny, mtze byt ptiliS mald pro zastaveni rtistu a produkce
toxinu. Opétné zahtati ryze pied podanim neinaktivuje emeticky toxin a nepiisp&je
k bezpecnosti.

Prijmovy syndrom mize mit za nésledek vétsi Skala potravin, véetné masovych vyrobki
(napf. jatrova pastika), polévek, zeleniny, pudingli a omacek. Susené byliny a kofeni, které se
pouzivaji pfi ptipravé pokrmii, mohou byt vyznamnym zdrojem B. cereus, coz byva relativné
castym diivodem vysokého vyskytu tohoto onemocnéni v Mad’arsku. V letech 1960 — 1968 to
zde byla tieti nejb&zn&jsi p¥i¢ina onemocnéni z potravin, ktera postihla 15,2% lidi. Cerstvé&jsi
udaje naznacuji, Ze se jeho vyznam ponékud snizuje, ale zda je to zménami v kulinarnich
upravach, zlepSenim hygieny, poklesem kontaminace kotfeni nebo nedostatecnosti statickych
udajl, neni znamo.

ISOLACE A STANOVENI

Pti identifikaci nejsou nutné nahromadovaci techniky, protoze napadena
potravina obsahuje B. cereus ve vétsim mnozstvi (>10° g"). To stejné plati pro
vzorky fekalii nebo zvratkll a pouZiva se tedy neselektivni medium jako naptiklad
krevni agar (v nékterych piipadech se piidava polymyxin, které ma funkci
selektivniho ¢inidla k potla¢eni gramnegativity). B. cereus miize byt detekovan po
24 hodinach inkubace pii 37°C diky jeho charakteristické morfologii kolonii.



Typicka je jejich velikost (primér 3 — 7 mm), jsou ploché nebo nepatrné zvysené,
Sedozelené charakteristicky zrnité nebo ptidné-sklenéné. V okoli kolonii se vytvari
zona o nebo  hemolyzy.

Chceme-li potvrdit, Ze jsme na krevnim agaru skutecné izolovali B.
cereus, nebo je nasim cilem izolovat mald mnoZstvi tohoto mikroorganismu
v potravindch, musime pouzit vice selektivné-diagnosticky agar. Tyto pldy
vyuzivaji tfi zékladnich vlastnosti B. cereus: resistence k antibiotiku polymyxin,
neschopnost zkvaSovat mannitol, produkce lecithinasy (fosfolipasy). Jednim
z nejvice pouzivanych je médium PEMBA (polymyxin / pyruvat / vajecny Zloutek /
mannitol / bromthymolovd modi agar). Polymyxin, ktery je zde obsazen, potlaci
rust jinych bakterii. Pokud by se stala problémem ptitomnost kvasinek nebo plisni,
muze agar obsahovat také actidion. Na médiu PEMBA vytvaii B. cereus typické
vroubkované kolonie, které zadrzi tyrkysovou modi pH indikatoru (bromthymolova
modi) z dlivodu neschopnosti zkvaSovat mannitol. Kolonie jsou obklopeny zénou
zloutkovajecného srazeni, které zpusobila lecithinasova aktivita. Pfitomnost
pyruvatu v médiu zlepsi reakci srazeni vajecného Zloutku a nizka Groven peptonu
zvysi sporulaci. Mezi dal$i béZné€ pouzivana média patii MYA (mannitol / vajecny
zloutek agar) a MYP (mannitol / vajecny zloutek / polymyxin agar).

Casové méné naroénym postupem slouzicim k potvrzeni piitomnosti B.
cereus je metoda mikroskopicka, kterd vyuziva barveni spor a intracelularnich
lipida. Spory se zbarvi zelené, globule lipidii ¢erné¢ a zbytek buiiky (cytoplazma)
cervené. Biochemické potvrzeni je zaloZzeno na schopnosti produkovat kyselinu
z glukozy, ale ne jiz z mannitolu, xylosy a arabinozy.

Prijmovy toxin mulze byt detekovdn komeréné¢ dostupnym latexovym
aglutina¢nim kitem. Piesto detekce toxinu a stanovovani serotypu neni obvyklou
soucasti rutinniho potravinaiského dozoru.



