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ABSTRAKT

Tato diplomova prace byla zamétena na hodnoceni vyskytu nezadoucich mikroorganizmi
Vv syrech zrajicich pod mazem od cCeskych vyrobcii, zakoupenych v trzni siti. Vyhodnoceni
bylo provedeno dle CSN 56 9609 a Natizeni Komise a (EP) 2073/2005. U téchto vzorki
byly sledovany celkové pocty mikroorganizmi, koliformni bakterie, koagulazopozitivni
stafylokoky, plisné, kvasinky a Listeria monocytogenes. Vsechny testované vzorky byly
vyhodnoceny jako vyhovujici. Dale bylo provedeno srovnani vysledkt rozborid syra zraji-
cich pod mazem provedenych dozorovymi kontrolnimi organy v CR tykajicich se Listeria
monocytogenes a byla provedena analyza hlaSeni nebezpecnych potravin, mikrobiologic-

kych kontaminantt do systému RASFF.

Kli¢ové slova: CSN 56 9609, Natizeni Komise a (EP) 2073/2005, syry zrajici pod mazem,

Listeria monocytogenes, RASFF.

ABSTRACT

This thesis focused on the evaluation of undesirable microorganisms in smear-ripened
cheeses from Czech manufacturers, purchased in the market network. The evaluation was
performed according to ISO 56 9609 and Commission Regulation (EP) 2073/2005. These
samples were observed for total counts of microorganisms, coliform bacteria, coagulase-
positive staphylococci, moulds, yeasts and Listeria monocytogenes. All tested products
were evaluated as suitable. Furthermore, the results of Listeria monocytogenes analyses of
smear-ripened cheeses performed by the supervisory control institutions in the Czech Re-
public were compared and an analysis of reports of unsafe food and microbiological con-

taminants in RASFF was conducted.

Keywords: CSN 56 9609, Commission Regulation (EP) 2073/2005, smear ripening chee-

ses, Listeria monocytogenes, RASFF.
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UvVOD

Vyziva obyvatelstva a jeji skladba - obsah zivin, vitamind, mineralnich latek, cukrt, bilko-
vin je zakladnim ukazatelem sledovanym statem a také néplni prace kontrolnich organti
statu. Z tohoto diivodu jsou v CR nastaveny ochranné systémy RASFF (Rapid Alert Sys-
tem for Food and Feed) a databaze EK CIRCA (Communication Information Resource
Centre Administrator) sledujici situaci na nasem trhu a v Evropské unii. Tyto systémy jsou
zaméieny predev§im na ochranu spotiebitele a produkci bezpecnych potravin provozovateli
potravinarskych podniki, ktefi maji zodpovédnost nad vyrabénymi potravinami. Protoze
kvalita potravin, jejich jakost a bezpe¢nost, tedy mira mikrobialni kontaminace, obsah adi-
tiv, kontaminujicich latek, jejich zplodin a produktli ma vyznamny vliv na zdravotni stav
¢lovéka. Konzumace nekvalitnich, zdravi $kodlivych potravin ma vliv na psychickou po-

hodu lidi, a v neposledni fad¢ také na vznik civiliza¢nich chorob.

Podle vyzivové pyramidy je dilezitd konzumace mléénych vyrobki. Z nichZ je pak vy-
znamna konzumace syru a zvlasté ptirodnich syri, které jsou zdrojem latek télu prospés-
nych jako je napiiklad vapnik, bilkoviny nebo vitaminy, ale mohou byt i zdrojem moznych
kontaminujicich latek jako jsou mikroorganizmy podminéné patogenni nebo patogenni. Ty
mohou byt pro ¢lovéka nebezpetné a vyvolat né€ktera zadvazna onemocnéni. Z tohoto divo-
du je dodrZeni hygienickych podminek pii vyrobé potravin, jejich distribuci, prodeji a za-
roven cilend kontrola kontrolnimi organy zakladnim piedpokladem pro uvadéni bezpec-
nych potravin na trh. Evropska unie patii mezi vyznamné producenty syrti a Ceska republi-

ka mezi spotiebitele s vyssi konzumaci syru, patfici do prvni poloviny pétadvacitky EU.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

11

l. TEORETICKA CAST
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1 SYRY

,»Ulehni se mnou na zelené listovi: mame zralé ovoce, mekké kasStany a spoustu cerstvého
syra“ (Vergilius, 4. stol. pt. n. I.). Tato mySlenka dokazuje, ze syry byly soucasti jidelni¢ku
jiz v davnych dobéch.

1.1 HISTORIE SYRU

Prvni dikazy o syrech podava Sumersky rukopis z obdobi kolem roku 3000 pi. n. 1 [1]. Ten
se zminuje o dvaceti druzich Cerstvého syra. Jsou vSak dohady o tom, kdy byly polozeny
zaklady syrafstvi. Nejpravdépodobnéjsi teorie predpokladaji, ze se tak stalo 10 000 let pf.
n. I. v dobé zdoméacnéni ovci a koz, kde prvni pastevci zacali vyuzivat toho, Ze kyselé mlé-
ko se ptirozen¢ oddé€luje na syrovatku a pevnou srazeninu. SraZenina po odkapani, vytva-

rovani a vyschnuti poskytla vyzivnou stravu [2].

Této ndhody dokazal ¢lovek vyuzit ve sviij prospéch a naucil se ji vyuzivat védomé. Zacal
vyrabét syr z kyselého mléka. Syr byl pro staré Reky dileZitym zbozim. Rimané dokézali
vyrobit syry fermentované a tvrdé. Pochutnavali si na syrech, jako byl pfedchidce pecori-
na, parmazanu, pfedchiildce francouzského cantal nebo Svycarského bergkase. V této dobé
byl vybér syru velky, vyuzivali fadu receptd jeho upravy. Ve stiedoveékych klasterech, kde

znali pismo, se dokonce dochovaly konkrétni recepty [3].

Posledni tajemstvi vyroby syrt byla odhalena v 19. stoleti. Ferdinand Julius Cohn byl né-
mecky biolog, ktery se zabyval vyzkumem bakterii. Je povazovan za jednoho ze zakladate-
1t bakteriologie [4]. Ten jako prvni zjistil, Ze zrani syru zpusobuji mikroorganizmy. Dalsi
predstavitelé jako: Pasteur, Mecnikov, Liebig a Tyndal se zaslouzili o znalosti fermentace a
ockovacich kultur objasnénim procest podilejicich se na vyrob¢ syrti, véetné hlediska bio-
logickych a chemickych promén. Mikrobiologické znalosti ve spojeni s technickym know —

how inZzenyru vedly k zavedeni téchto technik do ru¢ni vyroby [4].

Z rozséhlé literatury o syrech vyplyva, ze historie syrti je velmi bohatd. Vyznamné unikaty
s velmi dlouhou tradici pochdzeji jak ze svétovych velmoci, tak 1 naSeho domaciho pro-
stfedi. Vyznamnymi producenty syrti zrajicich pod mazem, jsou zem¢ jako Francie, N¢-
mecko, ale je tieba zminit také Ceskou republiku (CR) a Olomoucké tvartizky, jez se py$ni
nejslavnéjsi povesti. Tento syr se dodnes udrzel na trhu jako jediny predstavitel syri doma-

ciho ptvodu [5].


http://cs.wikipedia.org/wiki/N%C4%9Bmecko
http://cs.wikipedia.org/wiki/N%C4%9Bmecko
http://cs.wikipedia.org/wiki/Biologie
http://cs.wikipedia.org/wiki/Bakteriologie

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

Jednim z nejvyznamnéjsich predstaviteli francouzskych syru zrajicich pod mazem je méek-
ky syr Munster, jehoz domovem jsou Vogézy, oblast lemujici udoli feky Ryn, na vychodé
Francie. Jeho historie saha jiz do roku 660 n.l. [4] a vyrabi se na obou stranach Vogéz pod
riznymi nazvy. Na zapad¢ v Lotrinsku je znamy jako Géromé, kdezto na vychodé
v Alsasku se mu fika Munster. Ve Francii v roce 1978 doslo ke sjednoceni syrti smérnice-
mi  AOC (Appelation d'Origine Contr6lée) [2]. Pecet AOC piedstavuje syry
s kontrolovanym oznacenim pivodu, ¢imzZ nesou znamku kvality [2].

Vyznamnym ptedstavitelem némeckych mékkych zrajicich syri je Limburger. Pivodné
antou. Dal§im némeckym syrem postiikovanym kulturami ¢erveného mazu je Mainzer Ké-

se vyrabény z kyselého mléka [4].

Z domaci produkce syrt zrajicich pod mazem, je nutné zminit Olomoucké tvarizky. Prvni
dolozena zminka pochézi jiz z 15. stoleti, v dopisech Karla star§iho ze Zerotina psanych
manzelce. Pfedpoklada se vsak, ze historie tvarizkl saha jesté dal. Nejprve vyroba probi-
hala v domacnostech skoro na kazdém statku v Olomouci, pozdgji tento syr zacali vyrabét
zivnostnici. V Olomouci se konaly nejvétsi specializované trhy, kam bylo zbozi svazeno
vyrobci, prekupniky a formany. Odtud ziskaly tvariizky ptivlastek olomoucké. Primyslova
vyroba se dostala do Lostic diky povoznikovi Josefu Wesselsovi. V roce 1892 ji pievzal
syn Alois, ktery se stal velkovyrobcem, jez dokéazal udrzet kvalitu a charakteristickou chut’
syra. V tradici pak pokracovaly jeho déti. Dnes vyrabi tvarizky v Losticich spole¢nost
AW, spol. st. o. podle pivodnich receptur a technologii rodiny Wesselsovych [6]. Jsou
vyvazeny do evropskych zemi, dokonce i do USA pod ochrannou znamkou Echte olmutzer
quargel [5]. Tvartzky byly v ¢ervenci 2010, po letitém sporu, ktery trval od roku 2004 [7],
byly zapsany na Utadu pramyslového vlastnictvi do rejsttiku chranénych oznaéeni paivodu
(CHOP) a oznaceni piivodu zemédélskych produktli a potravin. Dne 1. cervence 2010
schvalit Staly vybor pro chranénad zemépisnd oznaceni (CHZO) a chranénd oznaceni pivo-
du (CHOP) pro zemédélské produkty a potraviny nadvrh Evropské komise zapsat zemépisné

oznaceni Olomoucké tvartizky do rejstiiku CHZO/CHOP vedeného Evropskou komisi [8].

1.2 PRODUKCE A SPOTREBA SYRU

Syry jsou jednim z nejvyznamnéjSich produkti mlékarenského pramyslu. Svétova produk-

ce syrd neustale roste. V roce 2004 vzrostla piiblizn€ o 17,8 % oproti roku 1997 a to
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z 15,1 mil. tun na 17,8 mil. tun [9]. Spojené staty americké jsou nejvétsim vyrobcem syru
na svété. V Americe jsou nejoblibenéjSimi syry mozzarella, ¢edar a tavené syry [10].
V Evropské unii vzrostla celkova produkce o 11,9 % z 6,5 mil. tun v roce 1997 na 7,2 mil.
tun v roce 2004. U syra ,,soft* tedy mekkych, kam patii syry: Camembert, Brie, Chaumes,

Romadur, tato produkce ¢inila v roce 2004 1,1 mil. tun [11].

Evropska unie predstavuje dalsi vyznamnou oblast vyroby syrii, kde se vyrobi piiblizné 8,5
mil. tun této potraviny ro¢né. Nejvyznamnéjs$imi vyrobci jsou Némecko (24,2 %), Francie
(22 %), Italie (12,7 %), Nizozemi (8,8 %) a Polsko (6,5 %). DalS§imi vyznamnymi vyrobci
jsou také Argentina, Oceanie nebo Egypt. Okolo 40 % celosvétoveé vyrobenych syri pocha-

zi z kravského mléka [12].

V CR bylo v roce 2004 vyrobeno 148,6 tis. tun syru. Naproti tomu nasledujici rok produk-
ce klesla na 141,2 tis. tun, coz je pfisuzovano dovozu z EU. Z toho nejvyssi podil tvofil
objem vyroby piirodnich syrii 65 %, pak tvarohii 21 % a tavenych syri 14 %. CR se podili
na celosvétové produkcei priblizn€ 0,9 %, v ramci EU pak 1,75 %, ¢imz se fadi na 9 misto

pétadvacitky. V CR jsou syry vyrabény ve 36 podnicich [13].

USDA (United States Department of Agriculture) uvadi, Ze primérna spotteba syru se ce-
losvétove ztrojnasobila v letech 1970 a 2003, a to z 11 liber (4,5 kg) na 31 liber (14,1 kg)
na osobu [10]. V roce 2004 v USA a Kanadé¢ ¢inila spotieba syrti 4,7 mil. tun, v EU 8,5
mil. tun [14]. Prvenstvi v konzumaci syri v EU patii Rekiim s konzumaci 28 kg sy-
ra/osobu/rok [15], nasleduji Francouzi s 25 kg syra/osobu/rok [13] a dal$i zapadoevropské
zemé. Spotieba syri v EU ¢ini 19 kg syra/osobu/rok [15].

Celkova spotieba syri v CR v roce 2004 ¢inila piiblizn¢ 0,1 mil. tun., tj. 12,0
kg/osobu/rok, z toho se konzumovalo 9,4 kg/osoba/rok pfirodnich syra a 2,6 kg/osoba/rok
tavenych syri. Z prirodnich mékkych syra ¢inila spotieba 2,1 kg/osobu/rok, u tvrdych syrii
5,7 kg/osobu/rok [16]. Nejvyssi byla spotieba tvrdych syrit 6,6 kg kg/osobu/rok v roce
2008, u ptirodnich syrt mékkych spotteba vzrostla na 2,3 kg/osoba/rok. Od roku 2000, kdy
¢inila spotfeba mékkych syra 1,6 kg /osobu/rok, tato spotieba rostla, az na 2,3 kg sy-
ra/osoba/rok v roce 2008, tj. nartst o 30,4 % [16].

V ptipad¢ celosvétovych prognoz spotieby syri, odbornici predpokladaji nartst spotieby az

20 % oproti roku 2008. V roce 2015 by se spotieba tedy mohla dostat az na 21 mil. tun.
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Divodem tohoto ristu je zlepsSujici se zivotni Uroven, silici divéra spottebitelti a rostouci

ptijeti zapadniho stylu v potravinafstvi a to ve vSech asijskych a rozvojovych zemich [10].

Odbornici odhaduji nartst Spoteby syra i u nas, mohla by se ustalit se na Grovni 17 az 18
kg na osobu, ¢imz bychom se dostali na primérnou ro¢ni spotiebu evropské pétadvacitky

[15, 16].

1.3 ROZDELENI SYRU

Syry Ize rozdélit podle mnoha hledisek. Podle typu mléka: kravské, kozi, ov¢i, kobyli, osli,
lami, velbloudi, a dale podle tepelného osetieni mléka na syry z pasterované¢ho a nepaste-
rovaného mléka. Podle tvrdosti (konzistence) syra, obsahu susiny a vody: Cerstvé, mékkeé,
polotvrdé, tvrdé. Podle obsahu tuku v susiné: vysokotu¢ny, plnotu¢ny, polotu¢ny, nizko-

tuény, odtu¢nény. Podle technologie vyroby: sladké, kyselé a tavené [2, 17, 18].
Podle narodni legislativy [19] jsou syry déleny do skupin a podskupin nasledovné:
1. pfirodni;
- nezrajici, termizované

- zrajici, zrajici pod mazem, zrajici v celé hmoté€, zrajici na povrchu, s plisni uvnitf

hmoty, dvouplisiiové, v solném nalevu, bily
- extra tvrdy (ke strouhéni), tvrdy, polotvrdy, polomé&kky, mekky
2. tavené;
- nizkotu¢né a vysokotuc¢né

3. syrovatkové.

1.4 SYRY ZRAJICI POD MAZEM

Tato skupina syri ma mékkou syfeninu s omyvatelnou kirou, jejich povrch se nékolikrat
omyva startovaci kulturou a solankou. Tyto syry se vyznacuji vyznamnymi mikrobialnimi
zménami syrového tésta, zpusobujici jejich charakteristickou vini a chut’. Tyto proteolytic-
ké reakce jsou zptsobeny bakteriemi, které se pomnozuji na povrchu tésta a tvoii typickou
oranzovocervenou barvu [5, 20]. Syry zrajici pod mazem jsou vyrabény enzymatickym

srazenim sladkého mléka (tzv. sladké syry) s naslednym technologickym postupem dle
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druhu syra, ¢eskymi zastupci jsou Romadur, Romaduzek, Hermadur a Pepin. Druhym zpi-
sobem vyroby je samovolné kysnuti mléka a jeho srazeni za vzniku tvarohu a syrovatky,
ktery se dale zpracovava pro vyrobu tzv. kyselych syrd, kde hlavnim ¢eskym zastupcem
jsou Olomoucké tvarizky [20]. Ze svétovych zastupcti miizeme jmenovat: Munster, Herve,

Maroilles, Livarot a Limburger [2].

1.4.1 Technologie vyroby
A) Sladké srazeni mléka
Romadur
Vyroba tohoto druhu syra probiha ve tfech fazich:

1. Bakterie mezofilni zakysové kultury druhu Lactococcus lactis subsp. lactis a cre-
moris zajist'uji kysani té€sta. Kysani probiha nékolik hodin pfi teploté 20 °C. Doba
kysani je velmi dulezitd, aby nedoSlo k nadmémému kysani, ¢imz by nedoslo
k mnozeni proteolytickych mikroorganizmu. Pfi tomto procesu dochazi vlivem za-
kysové kultury ke snizeni pH vhodného pro dokonalé vysrazeni kaseinu vlivem en-
zymu syfidla [20]. Syfeni probiha po dobu 30 — 50 minut, pomér srazeni a vyluco-
vani syrovatky ma byt 1:1. Provede se formovani ve vani¢kach nebo koagulatoru,
kdy se na pas dopravuje rozkrajené zrno a zaroven je zajisténo odkapavani syrovat-
ky. Dochazi ke spojeni hmoty vlastni vahou a nasledné krajeci noze urcuji tvar syru.
Relativni vlhkost prostfedi je zajiSténa na 90 %, provede se nasoleni a mlhovy po-

stiik kulturou kvasinek [18].

2. Faze masivniho nartstu kvasinek Candida vini, C. krusei, C. lipopytica, Debaryo-
myces hansenii a plisné Geotrichum candidum. Rozvoj kvasinek probiha pii 20 °C
po dobu 3 - 6 dnt. Kvasinky svou ¢innosti rozkladaji kyselinu mléénou [20], za
soucasného zvySeni pH z hodnot pH 4,8 — 5,0 az na hodnoty neutralni oblasti [18],
tim kvasinky pfipravi vhodné prostiedi pro proteolytické bakterie treti faze [20], ale

zaroven zabranuji rozvoji nezadoucich plisni [18].

3. Zde probiha rozvoj aerobnich mikroorganizmi druhu Brevibacterium linens a
Micrococcus, diky kterym je na povrchu syra vytvofen oranzovy maz. Soucasné
probiha rozklad bilkovin a tim vznika typické aroma syra [20]. Teplota je ve treti
fazi 14 — 16 °C, relativni vlhkost vzduchu 95% a doba zrani 10 — 14 dni [18] az do
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dozrani syra. Pti této fazi je dulezité dodrzet dostatecnou vlhkost vzduchu pro roz-
vO0j bakterii, tj. musi probihat pti 90 — 95 % relativni vlhkosti prostiedi [20]. Tyto
procesy probihaji v komorach, kde je zajisténo optimalni proudéni vzruchu, teplota

a vlhkost prostiedi.
Hermadur

Tento vyrobek je produktem spolec¢nosti Pribina spol. s r.o., provozovna Hesov, Ptibyslav.
Jedna se o novy vyrobek, vyrabénym jen né€kolik let, jehoz technologie je chranéna vyrob-

cem. V literatufe vyroba tohoto vyrobku zatim neni popsana.
Pepin
Tento zrajici syr je vyrobkem spolecnosti Poviltavské mlékarny, provozovny v Sedl¢anech.

Zakladem pro vyrobu je tepelné osetfené mléko pasteraci s pridavkem mezofilnich zakyso-
vych kultur, kdy probiha zrani tzv. 1. macerace pfi teploté 10 — 14 °C po dobu 12 — 20 ho-
din. Nasledujici den se provede opét pasterace a nasledné jsou piidany dal$i mezofilni a
termofilni Kultury, kvasinky rodu Kluyveromyces, bakterie Staphylococcus xylosus, Brevi-
bacterium a mikroorganizmy Geotrichum, ¢imz probiha 2. macerace, za soucasného piida-
ni CaCl; z diivodu podpory srazeni pti syfeni. Po této maceraci, probihajici pfi teploté 35 —
38 °C po dobu 30-60 minut, je pfidano syfidlo a mléko se srazi za vzniku gelu. Ten se kraji
a z kosticek syfeniny se oddé€luje syrovatka. Nasledné probiha michani po dobu 15 — 40
minut, syfenina Se plni do forem a odkapava v odkapnich salech 24 hodin, pfi teploté 32 —
16 °C a relativni vlhkosti pfiblizné 98 % [21].

Nasledné¢ se syry vyklopi z forem, provede se nasoleni a syry se uskladiuji do zracich skle-
pu.
Zréani probiha ve dvou fazich:

1. Kvasinkova faze zrani - jejimz cilem je pfipravit povrch syra pro rozvoj bakterialni

mikroflory, probihajici pfi teploté 14 — 20 °C,
2. Bakterialni faze zrani — pobihajici pii teploté pod 13 °C.

Béhem zrani se syry nékolikrat strojové omyvaji (kartdcuji) pomoci omyvaciho roztoku

slozeného ze soli, barviva a kultury. Syry jsou nasledné baleny a expedovany [21].
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Romadiizek
Tento zrajici syr je rovnéz vyrobkem Povltavské mlékarny, provozovny Sedl¢any.

Technologie vyroby je obdobna vyrobku Pepin. Oproti technologii vyrobku Pepinu je roz-
dil ve druhé maceraci, kdy nejsou ptidavany mezofilni kultury a standardizované mléko
obsahuje vice tuku. V Romaduzku jsou dodany siln&jsi kvasinky Debaryomyces hansenii
misto Kluyveromyces. Zrani probiha pfi vyssich teplotach, ¢imz je siln€jsi. Vliv na zrani
ma i tvar Romadiizku, coZ je kolecko s dirkou uprostied. Romadutizek tak ma vétsi povrch a

dochazi k masivnéjsimu rozvoji povrchové zraci kultury [21].
B) Kyselé srazeni tvarohu
Olomoucké tvariizky

Vyroba Olomouckych tvarazkl probiha podle tradic a zavedeném technologickém postupu,
dle ziskanych poznatkli a zkusenosti, ktery se neméni. Vychozi surovinou pro vyrobu tva-
razku je pramyslovy tvaroh, vyrobeny samovolnym kysanim mléka [22]. Tento tvaroh ma
vysokou kyselost 120 °SH (dle Soxhlet-Henkela) [20].
Vyroba tvarizki:

1. ptiprava suroviny
Primyslovy tvaroh se drti [7] smicha s kuchytiskou soli v mnozstvi 4,0 % az 4,5 % [18] a
skladuje v zasobnicich [7] 1 — 2 tydny, kdy dochazi k rozlozeni soli a nastava fyzikalné
chemické zrani, diky kterému ziskava tvaroh tuhou konzistenci [22]. Takto pfipravena
hmota se misi s uhli¢itanem vapenatym a sodnym, které ptisobi na kyselinu mlé¢nou a bil-
koviny. Uhli¢itan vapenaty vyvolava tuhou a pevnou konzistenci, uhli¢itan sodny zptisobu-
ji mékkou az roztékavou konzistenci. Pomér téchto soli se méni dle rocniho obdobi [22].

2. Vlastni vyroba
Tvaroh s prisadami, kulturnimi mikroorganizmy se pomele a formuje na formovacim stroji
dle pozadovaného tvaru, které se ukladaji na podlozky a pfesunou do zracich mistnosti [7].
Zréani probiha pti 20 °C po dobu 2 — 4 dnti, kdy dochézi k rozvoji kvasinkové kultury Can-
dida a Torulopsis [18]. Kvasinky oxiduji nadbyte¢nou kyselinu mlé¢nou, ¢imz stoupa pH
z kyselé do neutralni oblasti [18, 20]. Nasleduje omyvani tvartizkdy se odstrani tzv. Kfis a
ponrchova mikroflora [18]. Nésleduje zrani pfi relativni vlhkosti 80 — 90 % , pfi teplote 15
— 20 °C po dobu 4 — 8 dnii. Pti této fazi zrani dochéazi k masivnimu rozvoji kulturni proteo-

lytické bakterie Brevibacterium linens a probiha proteolyza. Dochazi k prozravani tvarazkt
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smérem dovnitt probihd plsobenim difundujicich enzymi povrchové mikroflory, doprova-
zené zadoucimi biochemické zmény [18]. Zaroven se tvoii oranzovy maz a syry ziskéavaji
charakteristickou vuni a chut’ [7, 18, 20, 22].

Takto dozralé tvarizky se bali a zabalené¢ dozravaji v chladu a vlhku. Nasledné jsou expe-
dovany [22]. Olomoucké tvartizky maji tvar kolecek, krouzkd, ty¢inek, o hmotnosti 20 — 30
g nebo tvar kouskd [7].

1.4.2 Mikrofléra zrajicich syri

Mikrofloru syru lze rozdélit na zadouci a nezadouci. Mezi zadouci mikroorganizmy fadi-
me: mezofilni a termofilni zakysové kultury, kulturni druhy bakterii, kvasinek a plisni.
Mezofilni zakysové kultury jsou Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp.
cremoris, Lactococcus lactis ssp. lactis bv. diacetylactis, Leuconostoc mesenteroides ssp.
cremoris, Leuconostoc mesenteroides ssp. dextranicum. Termofilni zakysové kultury jsou
Streptococcus salivarius ssp. thermophilus, Lactobacillus delbruecki ssp. bulgaricus, Lac-

tobacillus delbruecki ssp. laris, Lactobacillus helveticus [23].
U syrt zrajicich pod mazem jsou vyznamné:

1. bakterie — Brevibacterium linens (Obr. 1), Staphylococcus xylosus, rod Micro-

coccus,

2. kvasinky — rod Kluyveromyces, Debaryomyces hansenii, Torulopsis, druhy Candida

vini, C. krusei, C. lipopytica [20],

3. plisné — Geotrichum candidum [23].

Obr. 1. Brevibacterium linens [24].
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Mezi vyznamné nezadouci mikroorganizmy syra patii verocytotoxin produkujici Escheri-
chia coli, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella spp. [25, 26, 27],
Brucella abortus, Brucella melitensis, Shigella spp., Clostridium butyricum, Campylobac-

ter jejuni, [25].

Listeria monocytogenes (Obr. 2) je patogenem schopnym rust v Sirokém teplotnim rozmezi
véetné chladni¢kovych teplot [25]. Zplsobuje zavazné a ¢asto smrtelné onemocnéni - liste-
ridzu. U téhotnych Zen zpisobuje potraty, dale postihuje batolata, oslabené nebo starsi je-
dince, muze zptsobit meningitidu. U zdravych jedinc ma toto onemocnéni lehky pribéh,

obdobny chiipce [28].

Obr. 2. Listeria monocytogenes [29].

Staphylococcus aureus (Obr. 3) je grampozitivni bakterie produkujici termostabilni toxin,
ktery zpusobuje otravy z poZivatin. NejcastéjSim zdrojem je ¢lovék a hnisavé zéanéty
v krku, narukou, kazi a nosu. Ke kontaminaci potravin muze dojit béhem vyroby nebo
distribuce, vzduchem nebo ptimym dotykem. Za vhodnych podminek se enteropatogenni

stafylokoky mizou pomnozit a vyprodukovat toxiny [28].
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Obr. 3. Staphylococcus aureus [30].
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1.4.3 Faktory ovliviiujici vyskyt mikroorganizmui
Faktory ovliviiujici vyskyt mikroorganizmu lze rozd¢lit na vnitini a vnéjsi.

Vnéjsi faktory: relativni vlhkost prostiedi, teplota skladovani, vyskyt a koncentrace plynii,

vyskyt a aktivita mikroorganizmi [20].

Relativni vlhkost prostiedi

Vlhkost je vyznamnym faktorem hlavné v dob€ zrani syri, kdy je nutno dodrzet stanove-
nou vysi vzdusné vlhkosti, dle technologie vyroby a vyrabéného druhu syra. Pfi nedodrzeni
téchto kritérii mize dojit k vadam syrt. U hotovych vyrobkd je vyznamna ochrana syrt
vhodnymi obaly, baleni do ochrannych folii nebo pouziti inertni atmosféry. Ochranné folie
maji zasadni vyznam. V piipad¢ netésnosti oballi mtize dochéazet k pronikani plisni a jejich
spor do syru, kde se mohou mnozit. Pfedev§im jsou to druhy mén¢ naro¢né na potiebu kys-
liku jako rod Penicillium s produkci modré plisné a rod Cladosporium s plisni ¢ernou.
Sladké zrajici syry mohou byt napadany plisnémi rodu Penicillium, dale bakteriemi rodu
Proteus, jejichz plisobenim vznika tzv. rakovina klry. Vyznamnymi kontaminanty syra
zrajicich pod mazem jsou nekulturni rody plisni Penicillium [20]. Na povrchu syra
s nadmérnou vlhkosti se mnozi kvasinky. Nejéastéjsi rody kvasinek zpuasobujici kontami-
naci jsou Yarrowia, Candida, Geotrichum, Kluyveromyces, Debaryomyces a Pichia. Cas-
tym zdrojem byvaji solné lazn¢ [20]. U tvaruzkt muze dojit pii brzkém vzduchotésném
zabaleni k tvarohovitosti znacici nezraly vyrobek. Tvarohovitost mliZze vzniknout také v

ptipad¢, ze povrch tvartizki vyschne a mikroorganizmy zastavi svoji ¢innost [23].

Teplota skladovani

Pti nedodrzeni teplotnich podminek technologického procesu miize dojit u syrt zrajicich
pod mazem K jejich roztékani, zptisobené bud’ nizkou teplotou pfi syfeni, zamezenim odto-
ku syrovatky nebo naopak vysokou teplotou pii zrani téchto syrt [23]. Pro rust nezadou-
cich mikroorganizmi je typické Siroké teplotni rozmezi. Z tohoto divodu je dileZzité zajis-
tit takové podminky pii vyrobé a skladovani, které jsou nevhodné pro jejich mnozeni [20].
Nejvétsi vyznam maji mezofilni (optimum ristu pii teplote 20 — 30 °C) a psychrotrofni
mikroorganizmy (schopné rist pii teploté¢ 7 °C). Pii zvySené skladovaci teploté hotovych
tvartizktt mize dojit k pomnozeni bakterii Bacillus cereus a B. subtilis a naslednému rozté-
kani tvaruzka [23]. Ze zastupcu psychrotrofnich mikroorganizma zpusobujicich kazeni

mléénych vyrobku jsou to predevsim bakterialni rody Pseudomonas, Micrococcus, Flavo-
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bacterium, Vibrio, Acinetobacter a dalsi. Z kvasinek jsou to rody Candida, Rhodotorula a
Saccharomyces, z plisni to mohou byt rody Mucor, Penicillium, Botrytis, Rhizopus a dalsi.
Z termofilnich mikroorganizmii jsou z potravinarského hlediska vyznamnymi zastupci spo-
rulujici bakterie Bacillus a Clostridium [20]. Za optimalni teplotu skladovani syra zrajicich
pod mazem je povazovana teplota chladirenska. Listeria monocytogenes je schopna rist
vV rozmezi 0 — 44 °C, tedy i za chladirenskych teplot, s optimem rastu 37 °C [25]. Tato bak-
terie byla izolovana z podpovrchovych vrstev syri Romadur, Olomoucké tvartuzky a Ca-

membert [18].

Vyskyt a koncentrace plynu

Pro rozvoj mikroorganizmt je vyznamny obsah plynt v atmosféie, predevsim obsah kysli-
ku. Tento parametr Ize ovlivnit vhodnym obalem potraviny, fizeni atmosféry s optimalnim

sloZzenim plynti, nebo vakuovym balenim [20].

Vyskyt a aktivita mikroorganizmu

Jedna se o mikroorganizmy, majici schopnost produkovat latky ptisobici na jiné mikroor-
ganizmy protichiidné. Témito latkami jsou bakteriociny, antibiotika, organické kyseliny a
peroxid vodiku. Plati zde, ze pfirozena mikrofléra potlacuje rist mikroflory patogenni. Ta
vSak musi byt pocetnéjsi a skupiny nesmi byt blizce pfibuzné. Tyto kultury inhibuji rist
napt. salmonel a listerii. Z té€chto kultur jsou vyznamné bakterie mlééného kvaseni (BMK),
produkujici bakteriociny (nisin), diacetyl, H,O,, zptsobujici pokles pH a tbytek Zivin [20].
Nisin je pfirodnim antibiotikem, vyznamnym pfi pusobeni na bakterii Listeria monocyto-
genes, majici vysokou antibakterialni aktivitu a zaroven mena pfiznivy G¢inek na ¢lovéka.
Jedna se o protein produkovany bakterii Lactococcus lactis [31]. Je tedy zaroven konzer-
vantem, dle platné legislativy oznacen E234 a v pfiloze ¢. 6 tabulka 5 vyhlaSky ¢. 4/2008
Sb., Ize tuto pfidatnou latku ptidavat do zrajicich a tavenych syra ve stanoveném maximal-

nim mnozstvi [32].

Vnitini faktory: vodni aktivita, obsah soli, aerobni nebo anaerobni podminky, pH a redox

potencial [20, 33].

Vodni aktivita a obsah soli

Mikroorganizmy potiebuji pro svoji ¢innost dostatecné mnozstvi volné vody, tedy vody

v okolnim prostiedi. V ptipad¢ jejiho nedostatku dochazi ke ztraté vody vazané a tim
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ke zpomaleni, zastaveni ¢innosti jejich bunék. Vyuzitelnost vody mikroorganizmy je vyjad-

fovana jako vodni aktivita (ay) neboli voda dostupna pro mikroorganizmy.

Hodnota a,, optimalni pro rast bakterii ¢ini 0,99 — 0,91, avsak halofilni bakterie, které ros-

tou i v prostiedi s obsahem chloridu sodného vys$sim nez 15 %., se mnozi v prostiedi, jehoz

ay dosahuje hodnot okolo 0,75 [20]. Vodni aktivita syra dosahuje hodnot 0,98 — 0,91 [34].

pH

Koncentrace vodikovych iontu v prostiedi ovlivituje biologickou aktivitu mikroorganizmu.
Vsechny mikroorganizmy jsou schopny rust v urcitém rozmezi pH. Optimum ristu
pro bakterie je vétSinou v neutralni oblasti pH nebo slabé kyselé. Vyjimkou jsou bakterie,
jejichz hlavnim produktem metabolizmu jsou kyseliny, pfedev§im BMK. Kvasinky rostou
optimalné¢ pifi mirné kyselém pH a jsou schopny upravovat méné vhodné prostiedi,
k dosazeni optimalniho pH, a to produkci hlavniho metabolitu etanolu a glycerolu
Vv poméru, ktery je pfiznivy pro zajisténi optimalniho pH. Jsou-li hodnoty pH nizsi nez je
optimum daného druhu, dochazi k omezeni vyvoje. Prostfedi a jeho pH ma vliv na vegeta-
tivni buiiky, ale i na spory. Kyselé pH zabranuje vykli¢eni spor rodd Bacillus a Clostridium
a k jejich pfeméné na vegetativni bunky [20]. Optimum ristu pH pro kvasinky je v rozmezi
1,5 - 8,5; pro BMK 3,2 — 10,5; Staphylococcus aureus 4,0 — 9,7; Salmonella sp. 4,1 — 9,0
[35].

Prostiedi potraviny a jeho hodnota pH ovliviiuje funkci enzymt daného mikroorganizmu,
ale také transport Zivin do buiky. Pfi hodnotach pH mimo optimum se prodluzuje lag faze
rastu, ¢imz se prodluzuje doba ptizptisobovani mikroorganizmu a faze intenzivniho rastu
se opozd’uje [20]. Hodnota pH u hotovych vyrobka syru je 4,9 — 5,9 [35]. U syru zrajicich
pod mazem ma pH velky vyznam, v jednotlivych krocich technologického procesu, kdy se
hodnota pH méni z divodu navazujicich krokd dle pouzitych mikroorganizmi. V prvni
fazi vznikd pusobenim zékysové kultury kyselina mlécnd, kterd snizi pH. Ve druhé fazi
nastupuji kvasinky, které naopak svou ¢innosti hodnotu pH zvysi az do neutralni oblasti
[18], kdy mohou ve tieti fazi nastoupit proteolytické bakterie. Pti nedodrZeni jednotlivych
hodnot pH, by byl znemoznén rozvoj proteolytickych bakterii a naopak umoznén rozvoj

nezadoucich mikroorganizmi [20].
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Redox potencial

Oxidacné-redukéni potencial prostfedi potravin ovliviiuje rdst a vyvoj mikroorganizmi.
Pii oxidaci dochazi ke ztraté elektronti naopak pii redukci k jejich pfijmu. Oxida¢nimi ¢i-
nidly jsou kyslik, zelezité ionty peroxidy, reduk¢énimi ionty zeleznaté, vodik a dalsi. Hod-
nota redox potencidlu prosttedi (méfi se v mV) udava schopnost latek odevzdavat nebo

pfijimat elektrony. Pozitivni redox potencial poskytuji silna oxida¢ni ¢inidla a naopak.

Aerobni mikroorganizmy potiebuji pro sviij rust kyslik, tj. vysoky redox potencial. Fakulta-
tivné anaerobni mikroorganizmy jsou schopny rast za pfitomnosti kysliku i bez jeho pii-
Stupu, maji pozitivni i negativni redox potencidl. Naptiklad hodnota redox potencidlu dru-
hu Staphylococcus aureus je -200 az +200, toxiny je vSak schopen tvofit jen v acrobnim
prostfedi. Anaerobni mikroorganizmy rostou bez ptistupu kysliku, maji zaporny redox po-

tencial [20].

Hodnota redox potencialu zralych syri ¢ini -100 mV [35], coZ je hodnota vhodna pro rist

kulturnich mikroorganizmu ptitomnych v syrech.

1.4.4 Vady syri zrajicich pod mazem

Vstupni, prvotni surovinou pii vyrob& syrt zrajicich pod mazem je mléko. Zakladnim fak-
torem ovliviwyjici mikrobialni kazeni syrd je mikrobialni kvalita pouzitého syrového mléka
pro vyrobu. Naptiklad termostabilni zastupci rodu Bacillus, Clostridium, Lactobacillus,
Microbacterium, Micrococcus a Streptococcus mohou prezit tepelné osetieni mléka a rust
v nékterych produktech syri [36]. Z uvedeného vyplyva, Ze pocatecni oSetfeni mléka je

zékladnim ptedpokladem pro vyrobu nezavadné potraviny.

Pti vlastni vyrobé syri mohou vzniknout vady zpisobené pouzitim nevhodné suroviny,

nedodrZenim technologie vyroby a hygienickych pozadavki v pribéhu vyroby.
Syry vyrobené kyselym srazenim mléka

- Casné dufeni — nedodrzenim technologie vyroby, doslo k pomnoZeni plynotvornych

koliformnich bakterii.

- Kiidovité a piskovité syry — poruchy zrani a vysoka kyselost suroviny.
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- Roztékani syrt — nizka teplota pii syieni, zamezeni odtékani syrovatky, slabé preso-
leni syrt, vysoka teplota zracich prostor nebo vysoka relativni vlhkost zracich mist-
nosti.

- Hotka chut’ — slabé odkapané syry, napted jsou piekyselené potom zhotknou.

- Bily potom Zluty maz — piiliSné zchlazeni pti prosolovani nebo zrani.

Pfi nedodrzeni technologickych postuptt miize dojit ke kontaminace mikroorganizmy Liste-

ria monocytogenes, Escherichia coli a toxinogenni stafylokoky [23].

Kyselé syry

- Roztékani tvaruzki — aerobnimi sporulujicimi bakteriemi Bacillus cereus, Bacillus

subtilis nebo pomnozenim plisni Geotrichum candidum.

- Bila mazovitost tvarohu — pii vysoké vlhkosti, kdy dochazi k uvoliiovani volné vody

a souc¢asnému zrani pfi nizkych teplotach.
- Cernéni tvarizkl — vysoky obsah Zeleza a médi v suroviné

- Tvarohovitost tvarizkl — nezraly vyrobek, pfili§ brzo a vzduchotésné zabalené, nebo

povrch tvarizkl vyschne a mikrofléra nemuze rast [23].

- Hotka chut’ tvartizkt — nespravné zrani spojené s jejich roztékanim, ptisobenim bak-

terie Bacillus cereus a jinych [20, 23].

- Zatuchla chut’ — nedostate¢ny pfistup vzduchu pii suSeni tvartizkli nebo silnym po-

mnozenim plisné¢ Geotrichum candidum [23].

- Hnilobna chut’ — v ptipadé pouziti tvarohu dlouho skladovaného, ktery byl kontami-

novan bakteriemi Clostridium sporogenes a Proteus vulgaris [20].

1.4.5 HACCP (The Hazard Analysis Critical Control Points).

Zakladnim pozadavkem celého potravinového fetézce je bezpe€nost potravin. Kazdy ¢la-
nek fetézce je zodpoveédny za produkci nezavadnych potravin. Tato povinnost provozovate-
It potravinaiského podniku je oSetfena legislativou, konkrétné zakonem ¢. 110/1997 Sb., o
potravinach a tabakovych vyrobcich a o zméné a doplnéni nékterych souvisejicich piedpi-
st, ve znéni pozdéjsich predpisi. Ve zminovaném zakon¢ jsou stanoveny povinnosti pro-

vozovateli potravinaiského pii vyrobé potravin a uvadéni potravin do ob&hu [37].
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Od vstupu Ceské republiky do Evropské unie jsou provozovatelé potravinaiskych podnikt
CR povinni dodrzovat piedpisy Evropské unie. Zde je tato problematika oSetfena Naiize-
nim Evropského parlamentu (EP) a Rady (ES) ¢. 852/2004 o hygien¢ potravin, ve znéni
pozdé¢jsich predpist [38]. Vyrobci potravin maji za kol vyrobit a uvadét na trh potraviny
bezpecné dle Nafizeni Komise ES 178/2002, o bezpeénosti potravin. K tomuto ucelu slouzi
systétm HACCP, zavadény prvovyrobcl, pies vyrobce potravin, distribu¢ni sit, jako ochrana

bezpecnosti potravin az ke spotiebiteli.

Systém HACCP byl vyvinut v r. 1971 jako soucast programu zabezpecujiciho vyzivu kos-
monautt [20]. Systém je okamzity, jelikoZ zdravotni a jakostni nedostatky jsou odhalovany
okamzité po jejich vzniku a nasledné jiz ve vyrobé odstranovany. Systém je zaroven sou-
hrnny zahrnujici vyrobni postup, véetné jednotlivych tseki, zachazeni s vstupnimi surovi-
nami, polotovary, hotovymi vyrobky ve fazi vyroby, ale také po jejim ukonceni. Tento sys-

tém je vyuzivan pii samotné vyrobé potravin, skladovani, pfi jeji piepravé a distribuci [20].

Zakladem tohoto systému je vypracovani analyzy nebezpeci a nasledné vyhodnoceni useki
S nejvysSim moznym rizikem vyprodukovani zdravotné zavadnych potravin. Z takto ziska-
nych informaci jsou pak stanoveny tzv. kritické¢ kontrolni body oznacovany CCP (critical
control points) a to ve vyrob¢, zpracovani, distribuci potravin a jejich uvadéni do obé&hu.
U téchto CCP jsou stanoveny kritické meze, které jsou pravidelné ve stanovenych interva-

lech monitorovany a jsou o nich vedeny zaznamy [20].

Vypracovat tyto ochranné systémy se staly pro provozovatele potravinarskych podnikt
v CR tak u celé EU povinnosti. Tuto povinnost jim dava ¢lanek 5 vyse zmifiovaného Naii-
zeni Evropského parlamentu (EP) a Rady (ES) ¢. 852/2004 o hygiené potravin, ve znéni
pozdéjsich predpisti. V tomto ¢lanku maji provozovatele potravinaiského podniku stano-
veny povinnosti provést identifikaci vSech rizik, na zakladé které budou pfedchazet témto
moznym rizikiim, dale identifikovat kritické kontrolni body, stanovit jejich limity, zajistit
jejich Gcinné sledovaci postupy, véetné napravnych opatieni, provadéni pravidelného ove-

fovani spravného fungovani tohoto systému a vedeni odpovidajici dokumentace [38].

Z vyse uvedeného vyplyva, Ze nejvyznamngjSim krokem je provedeni spravné a dikladné
analyzy nebezpeci. Tato nebezpeci 1ze rozdélit na biologicka, fyzikalni a chemicka [20].
Vyznamnym biologickym nebezpe¢im je nebezpeci mikrobiologické. Mikroorganizmy

mohou zpiisobit svym ristem nebo produkovanymi metabolity kazeni potravin. Mikrobio-
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logické kazeni je vyznamnym faktorem ovliviiujici zdravotni nezavadnost a bezpecnost

potravin [20, 39].

Chemické kazeni mtize byt zptisobeno nemikrobialni enzymatickou aktivitou, oxidaci, ne-
enzymatickym hnédnutim tzv. Maillardovou reakci [39]. Mezi mozné fyzikalni kazeni patii
ztrata vody, zvySeni vlhkosti suchych potravin, spaleni mrazem, rekrystalizace zmrazenych

potravin. Pti¢ina kazeni mize byt zptisobena kombinaci téchto druhti nebezpeci [39].
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2 LEGISLATIVA

Produkce bezpecnych potravin je oSetfena legislativou narodni, ale i nadnarodni tj. legista-
tivou Evropské unie. Stézejnim narodnim pfedpisem tykajicim se potravin je zakon C.
110/1997 Sb., o potravinach a tabakovych vyrobcich, ve znéni pozdéjsich predpist (zékon
o potravinach), zékon ¢. 166/1999 Sb., o veterinarni péc¢i, a o zmén¢ nékterych souviseji-
cich predpist, ve znéni pozdé&jsich predpist, zakon ¢. 258/2000 Sb., o ochrané veiejného
zdravi a 0 zméné nékterych souvisejicich predpist, ve znéni pozdéjsich predpist a zakon ¢.
634/1992 Sb., na ochranu spotiebitele, ve znéni pozdéjsich predpisu [37]. Ochranu
nad dodrzovanim bezpe¢nosti potravin a téchto zakonu zajistuje stat pomoci kontrolnich
organd.

Evropskou legislativu pfedstavuje tzv. ,,Hygienicky balicek*:

- nafizeni Evropského Parlamentu a Rady (ES) ¢. 852/2004, o hygien¢ potravin, ve
znéni pozdéjsich predpist,

- nafizenim Evropského Parlamentu a Rady (ES) 853/2004, kterym se stanovi speci-
fické hygienické ptedpisy pro potraviny zivocisného ptivodu, ve znéni pozdéjsich
piedpisi,

- nafizenim Evropského Parlamentu a Rady (ES) ¢. 854/2004 ze dne 29. dubna 2004,

kterym se stanovi specifickd pravidla pro organizaci ufednich kontrol vyrobki zivo-

¢isného ptivodu urcenych pro lidskou spottebu, ve znéni pozdéjsich predpist,

- nafizeni Evropského parlamentu a rady (ES) ¢. 882/2004 ze dne 29. dubna 2004, o
ufednich kontrolach za ucelem ovéfovani, zda se dodrzuji pravni predpisy o krmi-
vech a potravindch a ustanoveni o zdravi zvirat a dobrych zivotnich podminkach zvi-

fat, ve znéni pozdgjsich predpist [40].

ZastreSujicim predpisem hygienického bali¢ku je natfizeni Evropského parlamentu a rady
(ES) ¢. 178/2002 , kterym se stanovi obecné zasady a pozadavky potravinového prava, zfi-
zuje se Evropsky ufad pro potraviny a stanovi postupy tykajici se bezpecnosti potravin, ve

znéni pozd¢jsich predpist [41].
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2.1 KONTROLNI ORGANY

V zdkon¢ o potravindch jsou nastaveny kompetence jednotlivych dozorovych kontrolnich

organd.
Témito kontrolnimi organy jsou:

- organy ochrany verejného zdravi, vykonavajici statni dozor nad dodrzovanim povin-
nosti uvedenych v tomto zékon¢ a v zakoné na ochranu zdravi lidu pro poskytovani
stravovacich sluzeb, zjisténi pti¢in poskozeni nebo ohrozeni zdravi a zamezeni Sifeni

infek¢énich onemocnéni nebo jiného onemocnéni z potravin,

- organy statni veterindrni spravy vykonavajici statni dozor nad dodrzovanim povin-
nosti uvedenych v tomto zakoné a veterinarnim zakoné nad dodrzovani povinnosti

potravin zivo¢isného piivodu,

- Statni zemeédélska a potravinadrska inspekce, vykonavajici statni dozor nad dodrzova-
nim povinnosti uvedenych v tomto zdkoné¢ a vykonavajici dozor nad dodrZzovanim

potravin ostatnich nez zivo¢isného ptivodu,

- Ustredni kontrolni a zkusebni ustav zemédelsky, vykona statni dozor nad provadénim

klasifikace jate¢nych zvirat [37].

Vsechny tyto kontrolni organy vV ramci své ¢innosti provadéji odbéry vzork pro tzv. moni-
toring, dale dle pfijatych stiznosti a vlastnich projektt vedoucich k provéteni bezpecnosti
potravin na trhu. Vysledky jednotlivych rozbort jsou vyhodnocovany dle pislusné legisla-
tivy. V piipadé nevyhovujicich — zdravotné zavadnych potravin, tedy nebezpecnych potra-
vin je v evropské unii nastaven ochranny systém RASFF (Rapid Alert System for Food and
Feed). Mikrobiologicka kriteria pro potraviny jsou oSetfena Natfizenim Komise (ES) ¢.
2073/2005, o mikrobiologickych kritériich pro potraviny, ve znéni Natizeni Komise (ES) ¢.
1441/2007 ze dne 5. prosince 2007 a Natizeni Komise (EU) 365/2010 ze dne 28.4.2010
(dale jen ,,Natizeni ES 2073/2005). Pro mikrobiologické hodnoceni potravin na ¢eském
trhu byla vytvotena norma CSN 56 9609, Pravidla spravné hygienické a vyrobni praxe —
Mikrobiologické kriteria pro potraviny. Principy stanoveni a aplikace (dale jen CSN 56
9609), ktera vSak neni pro provozovatele potravinaiskych podnikt zavazna, ale pouze do-

porucujici.
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2.2 NARIZENI ES 2073/2005

Natizeni stanovi mikrobiologicka kritéria pro nékteré mikrobiologické parametry a prova-
déci pravidla, ktera jsou povinni provozovatelé¢ potravinaiskych podnikti dodrzovat pii
provadeéni obecnych a zvlastnich hygienickych opatieni podle ¢lanku 4 natizeni (ES) ¢.
852/2004. Natizeni ES 2073/2005 stanovuje povinnosti provozovateli potravinaiského
podniku, ktefi musi zajistit mikrobiologicka kriteria uvedena v pfiloze ¢. I. tohoto nafizeni,
u potravin uvadénych na trh. Ve vSech fazich vyroby, zpracovani a distribuci, v¢etné malo-
obchodu, v souladu se stanovenymi postupy dle zavedenych systémi HACCP, zajistit pro-
dukci bezpecnych potravin. Ptiloha I stanovuje mikrobiologicka kriteria pro potraviny,
jejich bezpecnost, kriteria hygieny vyrobniho procesu a pravidla odbéru vzorkt. Ptiloha je

rozde¢lena na 3 kapitoly.

Kapitola 1 stanovuje kriteria bezpe¢nosti potravin pro jednotlivé patogenni mikroorganiz-
my, jejich metabolity a toxiny: Listeria monocytogenes, Salmonella, stafylokokové entero-

toxiny, Enterobacter sakazakii, Escherichia coli, a histamin [42].

Z pohledu syrt zrajicich pod mazem je mikroorganizmem vyskytujicim se u téchto syri
uvedenym v této kapitole Listeria monocytogenes, ktera byva sekundarnim zdrojem kon-
taminace pti nedodrzeni hygienickych podminek béhem vyrobniho procesu [23]. Pro tento
vyznamny patogen jsou V kapitole 1 stanovena kriteria dle kategorie potravin. Clanek 1.2.
upravuje hodnoty pro potraviny uréené k ptimé spotiebé které podporuji rist L. monocyto-
genes, jinych nez pro kojence a pro zvlastni 1é€ebne ucely. U téchto potravin podporujicich

rast jsou stanoveny dva limity:

- 100 KTJ (kolonie tvofici jednotku)/g, u produktii uvedenych na trh béhem doby pou-
zitelnosti. Tento limit Ize uplatnit v ptipadé¢, Ze je vyrobce schopen prokazat kontrol-
nim organiim, ze vyrobek je schopen dodrzet tuto hodnotu po celou dobu pouzitel-
nosti. Predlozenim studie podle pfilohy II. s cilem prosetfit, zda potravina dodrzi sta-
noveny limit po celou dobu pouzitelnosti. Provozovatelé potravinaiskych podniki
musi dle ¢lanku 3 odst. 2 provadét u potravin podporujicich rust tohoto mikroorgani-
zmu studie podle piilohy II, a tim provéfit, zda je vyrabéna potravina ur¢ena k piimé

spotfebé schopna dodrzet limit 100 KTJ po celou dobu pouzitelnosti.

- nepfitomnost ve 25 g, tj. limit pfed tim, nez potravina opusti okamzitou kontrolu

provozovatele potravinarského podniku, ktery potravinu vyrobil, pokud neni schopen
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kontrolnimu organu prokazat, ze vyrobek nepiekro¢i 100 KTJ po celou dobu pouzi-

telnosti, nema tedy vypracovanou studii.

Clanek 1.3. stanovuje hodnoty pro potraviny uréené k piimé spotieb& nepodporujici rist L.
monocytogenes, jiné nez pro kojence a pro zvlastni 1é¢ebné ucely, pro potraviny uvedené

na trh béhem doby pouzitelnosti. Limitem je stanoven 100 KTJ/g.

Rozbor je provadén v poctu n = 5, tj. jeden vzorek ma 5 podvzorku, stanoveni mikroorga-
nizmu L. monocytogenes je provadén 5x. Stanovené limity nesmi byt pifekro¢eny v zadném

Z 5-ti stanoveni. Rozbory jsou provadény dle ptedepsanych norem.

Kapitola 2 stanovuje kriteria hygieny vyrobniho procesu pro maso a masné vyrobky, mléko
a mlééné vyrobky, vajecné vyrobky, produkty rybolovu, zeleninu, ovoce a vyrobky z nich.
V oddile mléénych vyrobkl, konkrétné pro syry vyrobené z tepelné oSetfené¢ho mléka ¢i
tepelné oSetfené syrovatky jsou zde nastavena kriteria pro mikroorganizmus Escherichia
coli limit 10% KTJ/g ve tiech pripadech z péti vzorkd a 10° KTJ/g ve dvou pripadech z péti
vzorkd daného rozboru. Pro syry vyrobené z mléka, které bylo podrobeno niz§imu tepel-
nému oSetfeni nez pasteraci, a zrajici syry vyrobené z pasterované¢ho ¢i silnéji tepelné oSet-
feného mléka nebo z pasterizované ¢i tepelné oSetiené syrovatky jsou zde nastavena krite-

ria pro koagulazopozitivni stafylokoky se stejnym limitem jako Escherichia coli.
Kapitola 3 upravuje pravidla odbéru vzorka a piipravu zkuSebnich vzorka [42].

Timto Natizenim jsou stanoveny povinnosti provozovatelim potravinaiského podniku
provadét v ptipade potteby rozbory podle mikrobiologickych kritérii stanovenych v ptiloze
I. pfi validaci a ové&fovani spravného fungovani svych postupt zaloZenych na zasadach

HACCP a spravné hygienické praxe [42].

2.3 (SN 56 9609

Bezpecnost potravin je zaloZena na principech systému kritickych kontrolnich bodi
HACCP a pravidlech spravné hygienické praxe, soucasti kterych jsou mikrobiologické
rozbory od vstupnich surovin, kontrol béhem vyroby a zpracovani, distribuce, skladovani,

prodeje.

Tuto normu vydal Cesky normalizaéni institut v roce 2008 [43] a slouZi jako navod
pro stanoveni a aplikaci mikrobiologickych kritérii pro potraviny ve vSech ¢astech potravi-

nového fetézce od prvovyroby az po koneéného spotiebitele.
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Norma ma doporucujici charakter, neni tedy zavazna, jeji dodrZzovani neni vymahatelné
kontrolnimi organy. Je vSak u¢innym ovéfovacim kriteriem systému HACCP. Umoziuje
zjisténi stavu surovin, polotovarti a potravin v celém potravinovém fetézci. V normé jsou
stanovena mikrobiologicka kriteria pro potraviny, coz vyznacuje piipustnost vyrobku nebo
Sarze potraviny na zékladé¢ nepfitomnosti, pfitomnosti nebo poc¢tu mikroorganizmii
Vv jednotce, véetné paraziti nebo mnozstvi toxinl v kontrolované davce. Soucasti normy je
tabulka B.6, ktera uvadi bakterialni piivodce onemocnéni z potravin, kategorie potravin a
jejich nejvyssi mezni hodnoty na g (ml), tabulka B.7 uvadi ptivodce kazeni a tabulka B.8

uvadgéjici toxické produkty mikroorganizmu [43].

V oddil B.5.2., této normy, jsou uvedeny tolerované hodnoty pro jednotlivé druhy, skupiny
nebo podskupiny potravin. Syry zrajici pod mazem a jejich tolerované hodnoty jsou uvede-
ny v oddilu B.5.5.4.9.4. (Tab. 1.). Zde jsou stanoveny tolerované (piipustné) hodnoty pro
koliformni bakterie, Escherichia coli, koagulazopozitivni stafylokoky a Listeria monocyto-
genes. Rozbory jsou provadény pét krat. Pro stanoveni Escherichia coli, koagulazopozitiv-
ni stafylokoky norma umoziuje piekroceni ve dvou piipadech z péti do hodnoty M, limity
jsou uvedeny jako pocet KTJ/g. Listeria monocytogenes musi byt ve vSech 5 stanovenich

negativni a stanovuje se v 25 g [43].

Tab. 1. Mikrobiologické limity mékkych syrii zrajicich, dle CSN 56 9609.

n c m M
Koliformni bakterie 5 2 10* 10°
Escherichia coli 5 2 102 10°
Koagulazopozitivni 2 3
stafylokoky > 2 10 10
Listeria 5 0 0/25 i
monocytogenes

Kde: n — pocet stanoveni vzorku; C — pocet vzorkii z poctu n, u nichz miize pocet mikroor-
ganizmui dosahnout hodnot M; m — uddvad pocet mikroorganizmii, ktery se povoluje u vsech

vzorkit n; M — udava pocet mikroorganizmii, ktery se povoluje pro pocet stanoveni ¢ nebo
nizsi [43].

Norma svymi limity nahradila jiz zaniklou vyhlasku ¢. 132/2004 Sb., o mikrobiologickych
pozadavcich na potraviny, zpusoby jejich kontroly a jejich hodnoceni, ktera byla zrusena

v roce 2006. Novym predpisem nastavujici mikrobiologicka kriteria pro potraviny, ktera
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jsou provozovatelé potravinafskych podnikd povinni dodrzovat, se stalo vySe zminované

Naftizeni ES 2073/2005.

2.4 SYSTEM RYCHLEHO VAROVANI PRO POTRAVINY (RASFF)

Systém vcéasného, rychlého varovani pro potraviny piedstavuje propojeni vSech ¢lenskych
stati Evropské unie (27 stat) s Evropskou komisi a Evropskym ufadem pro bezpecnost
potravin EFSA (European Food Safety Authority), za pomoci internetové sité. Systém je
stanoven Natizenim Evropského Parlamentu a Rady (ES) ¢. 178/2002. V Ceské republice
je fungovani tohoto systému oSetfeno Natizenim vlady ¢. 98/2005, kterym se stanovi Sys-

tém rychlého varovani o vzniku rizika ohrozeni zdravi lidi z potravin a krmiv.

Tento systém ma za cil ochranu spotiebitele pfed nebezpeénymi potravinami, krmivy nebo
surovinami pouzitymi pro vyrobu téchto surovin, zabranit jejich uvadéni na trh a zajistit

jejich stazeni z trhu, jestlize piedstavuji vazné riziko poSkozeni zdravi spotiebitele [44].

V EU tento systém funguje jiz od roku 1979 [45], ¢lenem této sit& se Ceska republika stala
v roce 2004 [46]. V Ceské republice bylo ziizeno narodni kontaktni misto pro shromazd’o-
vani informaci ze vSech dozorovych organd, provadéjicich dozor nad potravinami a krmi-
vy. Timto kontaktnim mistem je Statni zemédé€lska a potravinaiska inspekce. Tato organi-
zace shromazd'uje informace od orgdnil veterinarni spravy, organli ochrany zdravi lidu,
Statni zem&délské a potravinaiské inspekce, Statni rostlinolékaiské spravy a Ustiedniho
kontrolniho a zkuSebniho tstavu zemédélského [44]. Schéma fungovani systému RASFF

v CR znazoriuje Obr. 4.

Ministerstvo zem&délstvi vydava kazdy rok Zpravu o ¢innosti systému rychlého varovani
pro potraviny a krmiva. Ve zpravach jsou shroméazdény informace o podanych oznamenich
z Ceské republiky do tohoto systému a oznameni podana z EU. Tyto zpravy jsou vefejnosti

ptistupné [45].

V ptipadé zjisténi nebezpeéné potraviny v CR nékterym dozorovym organem, piedava ten-
to ufad informace narodnimu kontaktnimu mistu, které nasledné informuje Evropskou
Komisi. V ramci zpétné vazby je Ceska republika informovana Evropskou Komisi o kont-
rolnim zji$téni v ostatnich statech EU. Tento systém poskytuje informace 0 nebezpe¢nych

vyrobcich nebo krmivech jednak vychazejicich z naseho domaciho trhu, ale také od ostat-
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nich statd EU, systém je tedy obousmérny. Dozorové organy na zakladé ziskanych infor-

maci provadéji nasledna Setfeni, opét probiha zpétna vazba predavani informaci [44].

Typy informaci tzv. ,notifikace jsou rozdéleny: varovani (alert notification), informace
(information notification), odmitnuti na hranici (border rejection notification) a novinka

(news natification).

Varovani — piedstavuje zavadné potraviny nebo krmiva, kdy hrozi vazné riziko pro ¢lovéka
nebo zvite. Notifikaci zasild zemé zjisténi této potraviny nebo krmiva a je rozesilana vSem

statim EU.

Informace — povaha rizika to nevyzaduje nebo v pfipadé potravin, surovin a krmiv umisté-
nych na trh, u nichz bylo zjisténo riziko, ale vyrobek se nedostal do vSech zemi EU, proto

nemusi ostatni ¢lenské staty ihned zasahovat.

Odmitnuti na hranici — jedna se o ochranu trhu EU pfed vniknutim zdravotniho rizika na

vné&jSich hranicich EU.

Novinka — zahrnuje v8echny druhy informaci tykajici se bezpe¢nosti potravin, které nebyly
ozndmeny clenskym statim (varovani, informace, odmitnuti na hranici), ale které povazo-

vany za dulezité z pohledu dozorovych organti [45].

Schéma fungovini RASFF v CR:

Clenské zemé EU -— Evropska komise - DG SANCO
kl*‘.\ ropsky ufad pro bezpeénost (Brusel)

/ Spo C ¥ v C

® Ministerstvo vaitra

¢ 3 = Ministerstvo spravedinosti

® Nimisterstvo obrany

Ministerstvo
zemédilstvi < —

Narodail kontakinl
misto RASFF
Ceska ropublika

s Ustav zemddelské ekonomiky

a jnformaci

Statnl veterinarni * Samd Grad pro jadernou
spriva CR bezpenost

(potravimy, krmiva)

I Celal organy I

Statni zemédéhka » Orginy ochrany vefejného zdravi Ustiedni kontrolni a zkufebni
potravindiski lnspekee MZ) astav
(potraviny) (potraviny) (krmiva)

Obr. 4. Schéma fungovani RASFF v CR [47].
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CILPRACE
Cilem prace bylo:

- provést mikrobiologicky rozbor (CPM, koliformni bakterie, plisn€, kvasinky, koagu-
lazopozitivni stafylokoky — Staphylococcus aureus a Listeria monocytogenes) vybra-
nych syrt zrajicich pod mazem od ceskych vyrobcti;

- vyhodnotit ziskané vysledky dle CSN 56 9609 a Naiizeni Komise (ES) ¢. 2073/2005
o mikrobiologickych kritériich pro potraviny, ve znéni pozd¢&jSich predpisu;

- zpracovat udaje o vyskytu Listeria monocytogenes ve zrajicich syrech dle monitorin-
gu kontrolnich organti (Statni zeméd¢€lska a potravinaiska inspekce, Statni veterinarni

sprava, Rapid Alert System for Food and Feed).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 PRISTROJE A POMUCKY
- predvazky, KERN 440-47N (max 2000g, d=0,1g), Némecko;
- digitalni vaha, KB800-2- Kern & Sohn GmbH, Némecko;
- inkubator mikrobiologicky, MEMMERT, Némecko;
- bezpecnostni box, Schoeller, Ceska republika;
- laboratorni homogenizator, Stomacher Seward, Velka Britanie;
- Vortex, Heidolph REAX top, Némecko;
- horkovzdusny sterilizator, PREMED, Polsko;
- parni sterilizator VARIOKLAYV 758S,135S, H+P Labortechnik, Némecko;
- mikrovlnna trouba Elektrolux EMM 2005, Svédsko;
- pH metr HANNA pH 211 Fischer Scientific, spol. s r.o., Ceska republika;
- chladni¢ka ERB3046- Elektrolux, Svédsko;
- Vvodni lazen, MEMMERT, WB 22, Némecko;
- mikropipety: Hirschmann Laborgerate (Némecko), Nichipet (Japonsko), Ependorf;
- pocitadlo kolonii;
- mikroskop laboratorni, Motic, Type BA 200, Intraco micro, Ceska republika;
- termoblok Bio TDB-100, Biotech, Ceska republika;
- laboratorni centrifuga chlazena Z 300 K, HERMLE, Labortechnik, Némecko;
- termostat BT 120, Ceska republika;
- termocykler DNA Engine, Biotech, Ceska republika;
- transiluminator vizualizace pii elektroforéze, Ceska republika;
- elektroforetickd souprava model B1A, OWL Separation Systems, Inc., USA;
- zdroj napéti Major Science MP-300N, Taiwan;

- fotoaparat PowerShot G6 Canon, Japonsko;
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- b&zné laboratorni sklo.

4.2 CHEMIKALIE

4.2.1 Kultivaéni média

Slozky kultiva¢nich médii byly rozpustény v definovaném mnozstvi destilované vody, byla
provedena kontrola pH media a nasledné byla provedena sterilizace parnim autoklavem pii

teploté 121 °C po dobu 15 minut. Media byla vychlazena na pozadovanou teplotu.
Celkovy pocet mikroorganizmi (CPM)

Agar s glukézou, tryptonem a kvasni¢nym extraktem (GTK), BIO-RAD, Francie (20,5 g/l).

Slozeni: enzymaticky natraveny kasein 5049
kvasni¢ny extrakt 2549
glukéza bezvoda 10¢g
agar 9-18¢g
voda 1000 ml

Koliformni bakterie

agar s krystalovou violeti, neutralni ¢erveni, zlu¢ovymi solemi a laktézou VRBL (Violet

Red Bile Lactose agar), BIO-RAD, Francie (38,0 g/l).

Slozeni: enzymaticky hydrolyzat Zivo¢isné tkan€¢ 7,0 ¢
kvasni¢ny extrakt 3049
laktoza 10,0¢g
chlorid sodny 509
zlucové soli 15¢9
neutralni ¢erven 0,03¢g
krystalova violet’ 0,002 g
agar 12-18¢g

voda 1000ml
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Plisné a kvasinky

Agar s glukézou, kvasniénym extraktem a chloramfenikolem (GKCH), BIO-RAD, Francie
(40 g/l).

Slozeni: kvasni¢ny vytazek 5049
glukéza 20,09
chloramfenikol 0,19
agar 15,0 g
voda 1000 mi

Koagulazopozitivni stafylokoky, Staphylococcus aureus

Baird — Parker agar (B-P agar) agar s vaje¢nou emulzi a teluri¢itanem draselnym, HiMedia
Laboratories, India (63 g/I).

Slozeni: pankreaticky natraveny kasein 1009
kvasni¢ny extrakt 10¢g
masovy extrakt 5049
pyruvat sodny 1009
L — glycin 1209
chlorid litny 5049
agar 12-22¢
voda do objemu 1000 ml

slozky pudy se rozpusti ve vodé, provede se Uprava pH (je-li tfeba) a ptida se sterilizuje 15
min. pfi 121 °C. k takto pfipravené pud¢ se po vychlazeni 45 °C pfida telurifitan draselny

1ml (1,0 g /100ml vody) a 50 ml Zloutkové emulze, HiMedia Laboratories, India.
Listeria monocytogenes

> Fraser bujon - tekuté selektivni pida pro primarni pomnoZeni.

SloZeni: masovy pepton 509

trypton 5049
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masovy extrakt
kvasni¢ny extrakt

chlorid sodny

hydrogenfosfore¢nan disodny dihydrat

dihydrogenfosforecnan draselny
eskulin

voda

20,0 g
120g
1,35¢
10¢g

1000 ml

Zakladni ptida byla vysterilizovana a pted pouzitim byly pfidany vysterilizované roztoky:

Plny Fraser bujon - tekuté selektivni piida pro pomnoZeni.

Slozent:

chlorid litny
hydrochorid akriflavinu
citran Zelezitoamonny

sodna sul kyseliny nalidixové

masovy pepton
trypton

masovy extrakt
kvasni¢ny extrakt

chlorid sodny

hydrogenfosfore¢nan disodny dihydrat

dihydrogenfosforecnan draselny
eskulin

chlorid litny

sodna stl kyseliny nalidixové

voda

10 ml (3 g v 10 ml vody)
5,0 ml (0,25 g v 100 ml vody)
10 ml (5,0 g v 100 ml vody)

1,0 ml do 1000 ml (0,1 g v 10
ml roztoku NaOH o koncentraci
0,05 mol/l)

5049
5049
5049
5049
20,09
12,0 g
1,359
10g
3049
0,02 g

1000 ml
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Zakladni ptida byla vysterilizovana a pted pouzitim byly pfidany vysterilizované roztoky:

hydrochorid akriflavinu

citran zelezitoamonny

10 ml (0,25 g v 100 ml vody)

10 ml (5,0 g v 100 ml vody)

Listeria Oxford agar (LOA), agar pro listerie dle Otavaniho a Agustiho, selektivni puda,

HiMedia Laboratories, India.
Slozeni: pepton
Skrob
chlorid sodny
agar (dle ztuzovaci schopnosti)
eskulin
citran Zelezitoamonny
chlorid litny

voda

23,09
10g
5049
9az18¢g
lg

059

15 g

1000 ml

Suplement, HiMedia Laboratories, India (vysterilizované slozky) pro 1000 ml sterilni pady.

Slozeni: cykloheximid
sulfat kolistinu
hydrochlorid akriflavinu
cefotetan
fosfomycin
etanol
voda

selektivni agar XLD (Salmonella)

400 mg
20 mg
5,0 mg
2,0 mg
10,0 mg
5ml

5ml

Agar s xylozou, lyzinem, deoxycholatem, HiMedia Laboratories, India (56,68 g/l).

Slozeni: kvasni¢ny extrakt
L — Lyzin HCI

xyloza
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chlorid sodny
laktoza
sacharoza
deoxycholat sodny
tiosulfat sodny
citrat zelezito — amonny
fenolova Cerveinl
agar
voda
Fyziologicky roztok
NaCl, Ing. Petr Lukes, Ceska republika

Destilovana voda

4.2.2 Konfirmacni testy
KOH, Ing. Petr Lukes, Ceska republika

Katalaza (H20,)

3549

1000 ml

8549

1000 mi

3% vodny roztok

3% vodny roztok

OXI test, detekéni prouzky, Lachema Micro-LA-Test, Ceska republika

ZkvaSovani cukru:

Slozeni: masovy vytazek, HiMedia Laboratories, Indie 39
chlorid sodny, Ing. Petr Lukes, Ceska republika 59
pepton, HiMedia Laboratories, Indie 10¢g
bromkrezolova cerven 0,19
voda 1000 mi
laktdza, Lach-Ner s.r.o., Ceska republika 19
ramnoza, Lachema a.s., Ceska republika 19
xyloza, Lachema a.s., Ceska republika 19
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OF test oxida¢né fermentaéni test:

Slozenti:

masovy vytazek, HiMedia Laboratories, Indie
pepton, HiMedia Laboratories, Indie

NaCl, Ing. Petr Lukes, Ceska republika
D-gluko6za, Lachema a.s., Ceska republika
bromtymolova modi — 1,5% alkoholicky roztok
agar, HiMedia Laboratories, Indie

voda

Gramovo barveni

Gram I.

Slozent:

Gram Il.

Slozent:

Gram 1.

Slozent:

Gram V.

Slozent:

Roztok krystalové violeti
Krystalova violet 109
96% etanol 100 ml

Lugoltv roztok

jod 1g
jodid draselny 29
destilovana voda 100 ml
Etanol

Roztok karbolfuchsinu
Fuchsin bazicky 0,19
96% etanol 10 ml
Fenol 100 mi

Pied pouzitim byl roztok zfiltovan.

4.2.3 Roztoky pro agarézovou gelovou elektroforézu

50x TAE pufr (TRIS-acetatovy pufr)

Slozent:

TRISMA-base, Sigma, USA

0,5 M EDTA, pH 8, Lach. — Ner. s.r.o., Ceské republika

ledové kyselina octova, Lachema a.s., Ceska republika

159

1000 mi

121¢
50 ml

28,55 ml
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destilovana voda do 500 ml
Nandaseci pufr:
Slozeni: bromtymolova modt, SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko 10 mg
10% SDS, SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko 600 pl
Glycerol, PENTA, Ceska republika 1,2 ml
destilovana voda do 10 ml.
Agarozovy gel
Slozeni: agaroza pro elektroforézu DNA, SeaKem, USA 2049
1x koncentrovany TAE pufr 200 ml
etidium bromid 10 pl

(roztok 10 mg/ml, SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko)
PCR reakéni smés:

PCR pufr Thermopol (New England Biolabs, USA), dNTP mix (Jena Bioscience, Némec-
ko), Tag DNA polymeraza (New England Biolabs, USA), primery — F a R (dodavatel
KRD, Cesk4 republika), templatova DNA (piiprava viz. 3.4.5), sterilni destilovana voda.

PCR pufr

Zaklad pufru je tvofen siranem amonnym/chloridem draselnym, dal$i slozky jsou chlorid
hotecnaty, a Tris — HCI pH 8,8 (pti 25 °C). PCR pufry jsou dodavany i bez chloridu hotec-

natého, ¢imz jsou optimalizovany reakéni podminky [48].
dNTP mix

Je vodny roztok nukleozidtrifosfatii, smés Etyt nukleotidli (adenin, guanin, cytosin a tymin)

[48, 49].
Primery—FaR

Primery jsou oligonukleotidy, odpovidajici svou sekvenci DNA templatu, vymezujici am-
plifikovany usek templatu, z nichz jeden urcuje zacatek a druhy konec vymezeného ampli-
fikovaného useku [49]. Tyto Gseky tvoii geny, které ma L. monocytogenes umistény v jed-

nom useku DNA obsahujici Cinitele zodpovédné za patogenitu listerii [50]. Mezi tyto geny
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patii: prfA gen (regulacni protein hemolyzinu) [51], pIcA (fosfatidylinositol specificka Fos-
folipaza C), hly ( prekurzor hemolyzinu), mpl (prekurzor metaloproteinazy) actA (prekur-
zor proteinu spojujici aktinové molekuly) a plcB (fosfolipaza C) [50]. Pro rozbor byly pou-
zity DNA primery uvedené v Tab. 2. Jednalo se o primery LMrt3Rbis R/F specifikujici
actA gen, ktery ma velikost 1920 bp [50, 52, 53].

Tab. 2. Pouzité primery pro PCR.

Velikost
Primery Sekvence nukleotidu 5°- 3° PCR Citace
produktu
LMrt3Rbis TAATTTCCGCTGCGCTATCCG
109 bp [53]
LMr3E | CAAAGCGAGAATGTGGCTATAAATGA

Taq DNA- polymeraza

Prvnim krokem mnohonésobné amplifikace je denaturace, kdy dochdzi k inaktivaci béz-
nych enzymil vysokou teplotou 95 °C. Pfi reakci je pouzivan enzym termostabilni DNA —
polymeraza, ktera je schopna této teplot¢ odolavat az po dobu 40 minut i déle a slouzi
k syntéze nové DNA. Nej¢astéji pouzivanym enzymem je Taq DNA polymeraza, ziskavana
z termofilni bakterie Thermus aquaticus [49, 54, 55].

4.3 METODY

Bylo provedeno mikrobiologické testovani: stanoveni celkového po¢tu mikroorganizmd,
koliformnich bakterii, plisni a kvasinek metodou zaliti kultivacnim mediem, dne pfislus-
nych norem. Stanoveni koagulazopozitivnich stafylokoku, Staphylococcus aureus, bylo
provedeno metodou roztéru na povrchu kultivaéni pidy. Stanoveni Listeria monocytogenes

bylo provedeno metodou priakazu.
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4.3.1 Hodnocené vzorky

Pro testy byly pouzity vzorky syrt zrajicich pod mazem od ¢eskych vyrobct zakoupenych
V trzni siti. Zakoupeny byly vzdy dvé baleni kazdého druhu syru. Jedno baleni bylo ulozeno
do chladiciho zafizeni a skladovéno pii teploté 8 °C, druhé baleni bylo skladovano v labo-
ratofi pii teploté 25 °C po dobu 7 dnli (vzorky Hermadur, Tvartzky kolecka, Tvartzky

kousky s kminem) a 14 dni (vzorky Romadur, Pepin a Romaduzek).

Testovani vzorkt bylo provedeno ve tfech etapach: vzorky skladované pii teploté chlad-
nicky do 8 °C (1 a 2 etapa) a vzorky skladované pii pokojové teploté 25 °C po dobu 7 a 14
dni (3 etapa). Testy byly u sledovanych vzorkt (Tab. 3. a 4.) provedeny odbérem

Z povrchu a zevniti syrd zrajicich pod mazem.

Tab. 3. Tabulka vzorki syrii zrajicich pod mazem pro 1. a 2. experiment, skladovdno pri 8
°C.

Vzorek Nazev Vyrobce Ockovano
1 Romadur Madeta, a.s., Ceské Budgjovice povrch
2 Romadur Madeta, a.s., Ceské Bud&jovice zevnitf
3 Pepin Povltavské mlékarny, a.s., Sedl¢any povrch
4 Pepin Povltavské mlékarny, a.s., Sedlcany zevnitt
5 Romadtzek Povltavské mlékarny, a.s., Sedlcany povrch
6 Romadiizek Povltavské mlékarny, a.s., Sedlcany zevnitt
7 Hermadur PRIBINA, spol. s r.0., Hesov, povrch
8 Hermadur PRIBINA, spol. s r.o., Hesov, zevnitf
9 Tvartzky kolecka A.W.spol. s r.o., Lostice povrch
10 Tvartizky kolecka A.W.spol. sr.o., Lostice zevnitf
11 Tvartzky kousky A.W.spol. sr.o., Lostice povrch

s kminem
12 Tvartizky kousky A.W.spol. s r.o., Lostice zevnitf
s kminem

Vzorky ke stanoveni L. monocytogenes byly oznaceny: A — Romadur, B — Pepin , C — Ro-

madutzek, D — Hermadur, E — Tvarizky kolecka, F — Tvartzky kousky s kminem.
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Tab. 4. Tabulka vzorkii syrii zrajicich pod mazem pro 3. experiment, skladovano pri 25 °C.

Vzorek Nazev Vyrobce Ockovano
13 Romadur Madeta, a.s., Ceské Budgjovice povrch
14 Romadur Madeta, a.s., Ceské Budgjovice zevnitt
15 Pepin Povltavské mlékarny, a.s., Sedl¢any povrch
16 Pepin Povltavské mlékarny, a.s., Sedl¢any zevnit
17 Romaduzek Povltavské mlékarny, a.s., Sedl¢any povrch
18 Romaduzek Povltavské mlékarny, a.s., Sedlcany zevnitt
19 Hermadur PRIBINA, spol. s r.o., Hesov, povrch
20 Hermadur PRIBINA, spol. s r.o., Hesov, zevnitf
21 Tvartzky kolecka AW.spol. s r.o., Lostice povrch
22 Tvartzky kolecka A.W.spol. s r.o., Lostice zevnitt
23 Tvaruzky kousky A.W.spol. s r.o., Lostice povrch

s kminem
24 Tvartzky kousky A.W.spol. s r.o., Lostice zevnitt
s kminem

4.3.2 Priprava vzorki

Ze vzorki bylo pro stanoveni CPM, koliformnich bakterii, koagulazopozitivnich stafylo-
kok, plisni a kvasinek asepticky navazeno 10,0 g (z povrchu a zevnitt vyrobku oddélen¢)
do sterilniho sacku a ptidano 90 ml fyziologického sterilniho roztoku. Nésledné byla pro-
vedena homogenizace v homogenizatoru po dobu 2 minut. Z takto ziskaného zakladniho
fedéni byla inokulovana nésledna fedéni dle pfedpokladaného poctu stanovovanych mikro-

organizmu.

Pro stanoveni CPM, koliformnich bakterii, plisni a kvasinek byl, metodou zaliti inokula
tuhou pidou, inokulovan 1 ml vzorku z kazdého fedéni, vzdy na 2 Petriho misky. Po za-
tuhnuti media byly misky ulozeny dnem vzhiru do termostati dle pfedepsanych teplot a
délky kultivace piislusnych norem. Po inkubaci byl proveden odecet charakteristickych
kolonii pomoci pocitaci tuzky kolonii. Charakteristické kolonie byly pouzity pro nasledné

konfirmacni testy.

Pro stanoveni koagulazopozitivnich stafylokokii byla pouZita metoda roztéru inokula na
povrchu tuhé ptdy. Na povrch media 2 Petriho misek bylo inokulovano 100 ul vzorku kaz-

dého vybraného fedéni a nasledného desetindsobného fedéni. Inokulum bylo rozetieno
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asepticky sterilni klickou. Pro vsaknuti inokula do plidy byly Pepiho misky inkubovéany
dnem vzhiiru v termostatu pfi teplot¢ 37 + 1 °C po dobu 24/48 hodin). Po inkubaci byl

proveden odecet charakteristickych kolonii.

Vysledky byly vypocitany dle piedepsanych vzorci jednotlivych norem a vyjadieny
V hodnotéch KTJ/g vzorku.

Pro stanoveni Listeria monocytogenes bylo asepticky odebrano 25 g vzorku z povrchu do

sterilni sklenéné nadoby s 225 ml %2 bujonu dle Frasera.

4.3.3 Mikrobiologicky rozbor

Piipravené vzorky byly podrobeny mikrobiologickému testovani: CPM, koliformni bakte-
rie, plisné a kvasinky, koagulazopozitivni stafylokoky a Listeria monocytogenes. Pti rozbo-

rech byla pouzita media, jejichz sloZeni je uvedeno v kapitole 4.2.
Stanoveni celkového po¢tu mikroorganizmu

Stanoveni celkového poétu mikroorganizmi bylo provedeno dle CSN EN ISO 4833 [56],
metoda zaliti 1 ml inokula pevnou pidou GTK, kultivace pii teploté 30 + 1 °C po dobu 72

hodin, aerobng.

Stanoveni koliformnich bakterii

Stanoveni koliformnich bakterii bylo provedeno dle CSN ISO 4832 [57] metoda zalitil ml
inokula pevnou pidou VRBL, kultivace pii teploté 37 + 1 °C po dobu 24/48 hodin, aerob-

W

ne.
Stanoveni plisni a kvasinek

Stanoveni plisni a kvasinek bylo provedeno dle CSN ISO 7954 [58] metoda zaliti 1 ml

inokula pevnou pudou, kultivace pfi teploté 25 £ 1 °C po dobu 3 az 5 dni, aerobné.
Stanoveni koagulazopozitivnich stafylokoku, Staphylococcus aureus

Stanoveni koagulazopozitivnich stafylokokti bylo provedeno dle CSN EN ISO 6888-1 [59]
metoda roztéru 0,1 ml inokula na povrchu pevné pudy B-P agar, kultivace pfi teploté 37 +
1 °C po dobu 24/48 hodin, aerobné.

Stanoveni Listeria monocytogenes

Pritomnost L. monocytogenes v potravinach lze stanovit n€kolika metodami detekce:
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- klasické kultiva¢ni metody CSN EN ISO 11290;

- moderni kultiva¢ni metody — API Listeria test, RAPID L. mono test, ALOA a
COMPASS L. mono Agar,

- molekuldrné genetické metody — urcujici mikroorganizmus pomoci jeho genetické

informace — Hybridizace a PCR;

- imunochemické techniky — zakladem je interakce protilatky s antigenem - enzymo-

va imunoanalyza, imunochromatograficka technika na membrané, imunosenzor;
- komer¢ni testy pro detekei listerii v potravinach [60].

V této praci bylo stanoveni Listeria monocytogenes provedeno dle CSN EN ISO 11290-1
[61] metoda prukazu v krocich:

1. primarni pomnozent,

2. sekundarni pomnozeni,

3. vyockovani na povrch pevné pldy,
4. konfirmacni testy.

Krok 1: Bylo odvazeno asepticky 25g vzorku do selektivniho pomnozovaciho media 225
ml %2 bujonu dle Frasera a nasledn¢ inkubovano pfi teploté 30 = 1 °C po dobu 24 hodin,

aerobnég.

Krok 2: Odebranych 100 ul vzorku z kroku 1 bylo inokulovano do 10 ml plného bujonu dle

Frasera a bylo inkubovano pti teploté 37 = 1 °C po dobu 24 hodin, aerobng.

Vyockovani celkem 1 ml inokula z kroku 1 na povrch 3 Petriho misek priméru 90 mm se
selektivni pevnou ptidou Listeria Oxford agar, kultivace pfii teploté 37 = 1 °C po dobu 24

hodin, aerobné.

Krok 3: Byl vyoc¢kovan celkem 1 ml inokula z kroku €. 2 z plného bujonu dle Frasera na
povrch 3 Petriho misek praméru 90 mm se selektivni pevnou pudou Listeria Oxford agar,

kultivace pfi teploté 37 £ 1 °C po dobu 24 hodin, aerobné.

Dle vysledkt konfirmacnich test byla u podezielych vzorki provedena PCR.
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4.3.4 Zakladni konfirmac¢ni testy
Barveni dle Grama

Barveni dle Grama je zédkladnim mikroskopickym testem pro rozliSeni bakterii dle slozeni
bakterialni stény na bakterie grampozitivni, gramnegativni a gramlabilni [49]. Nativni pre-
parat vzorku se fixuje plamenem na podloznim skle, provede se barveni krystalovou violeti
a moteni bakteridlnich bun¢k roztokem KI za vzniku komplexu slozek bunétné stény
s barvivem a jodem. Nasleduje promyti organickym rozpoustédlem (acetonem/etanolem).
Gramnozitivni bakterie barvivo z vytvofeného komplexu neuvolni (bakterie zistanou mod-
ré). Gramnegativni bakterie pusobenim organického rozpoustédla z komplexu barvivo
uvolni. Naslednym dobarvenim safraninem/karbolfuchsinem zistanou bakterie Cervené

[49, 62].
Postup barveni dle Grama:

1. sledovand 24 hodinova kultura (star$i kultury se hiife barvi) byla nanesena do kapky

destilované sterilni vody, rozetfena,

2. po zaschnuti byla provedena fixace preparatu trojnasobnym protazenim podlozniho

skla plamenem,
3. fixovany preparat byl pielit krystalovou violeti (Gram I) po dobu 60 sekund,
4. byl proveden oplach preparatu vodou piiblizné 2 sekundy,

5. preparat byl prelit Lugulovym roztokem (Gram II) po dobu 30 sekund a nésledné

promyt vodou,
6. nasledné bylo provedeno odbarveni preparatu acetonem (Gram III), 20-30 sekund,

7. karbolfuchsinem (Gram V) po dobu 30-60 sekund byl preparat dobarven a oplach-

nut vodou,
8. dobarveny preparat byl osusen filtraénim papirem.

Takto pfipraveny preparat byl podroben pozorovani pod mikroskopem s imeznim objekti-
vem o zvétSeni 10 x 100. Gram — negativni bakterie se barvi ¢ervené, gram — pozitivni

modre a gramlabilni tvoii pfechod mezi obéma [49].
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KOH test

Grampozitivni bakterie maji tendenci se pfi Gramové¢ barveni snadno odbarvovat a posky-
tovat tak falesné vysledky. Proto v piipadé zjisténi, ze se jedna o gramnegativni mikroor-
ganizmus, se jako potvrzujici test vyuziva KOH test. Jedna se o skli¢kovy test za pouziti 3
% hydroxidu draselného. Principem je rozruseni bakteridlni st€ény gramnegativnich bakterii
pusobenim KOH. Suspenze se stane viskdzni za soucasné¢ho uvolnéni vlaken deoxyribo-

nukleové kyseliny. U grampozitivnich bakterii k naruSeni bakterialni stény nedochazi [63].

Na podlozni skli¢ko byla nanesena kapka 3% KOH, ke které byla piidana kolonie 24 hodi-
nové kultury a rozmichana. Nasledné byla hodnocena tvorba vytazeni vlakna z kapky do
vzdalenosti 2cm. Vytazeni vlakna znacilo pozitivni vysledek a potvrzeni gramnegativniho

typu bakterii.
Test prukazu katalazy

Test je zaloZen na principu tvorby enzymu katalazy, ktery tvoii vétSina aerobnich a fakulta-
tivné anaerobnich bakterii. Tento enzym rozklada peroxid vodiku na kyslik a vodu. Je po-

zorovan unik kysliku v podob¢ bublinek a znaéi pozitivni reakci [49].

Na podlozni sklo byla nanesena kapka 3% peroxidu vodiku Cerstvé ptipraveného, do které

byla rozetiena testovana kultura, a byl pozorovan tinik kysliku.
OF test

Jedna se o oxidacné- fermentacni test, jehoZ cilem je zjistit, zda testovana kultura je schop-
na zpracovat glukozu aerobni oxidaci nebo kvaSenim tedy fermentaci. K testovani slouzi
kultiva¢ni pida s gluk6zou a bromtymolovou modii jako indikatoru pH [49]. Glukéza je
pii fermentaci Stépena za vzniku kyseliny pyrohroznové [62]. Test se provadi ve dvou
zkumavkach s ptidou. Testovana kultura je o¢kovana vpichem do piidy vzdy ve dvou zku-
mavkach. Prvni je kultivovana za aerobnich podminek, druha kultivovana za anaerobnich
podminek, je na povrchu kultiva¢ni pudy navic prekryta vrstvou parafinu. Po kultivaci se
provede hodnoceni rozkladu glukédzy, provazeno okyselenim ptudy a zménou barvy pidy.
V piipad¢ fermentace dochazi k okyseleni, zezloutnuti obou zkumavek. Dojde-li
k okyseleni gluk6zy oxidaci, dochazi k této reakci pouze u zkumavky bez parafinu.
V pripad¢, ze bakterie nerozkladaji glukézu, puida ztistane nezménéna [49, 62]. Do pudy ve

zkumavce byl proveden vpich kultury. Zkumavky byly inkubovany pfi teploté 37 °C / 24



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 52

hodin. Pozitivni reakce znacila zluté zbarveni, zelené/modré zbarveni znacilo negativni

reakci, tedy reakci beze zmény.
Zkvasovani cukri

Podstatou testu je prukaz glykosidaz. Test je provadén v tekutych pidach s pridavkem sa-
charidd, glykosidi nebo vicesytnych alkoholtl 0,5 — 1%. Pozitivni reakce znacila zkvaso-
vani cukru zménou zbarveni (zluta barva) vznikem organickych kyselin za pouziti indika-

toru zabarveni bromtymolové modfi [49].

Byla testovana schopnost uklizovat ramnoézu a xylozu. Do zkumavek bylo rozplnéno 5 ml
pfipraveného media obsahujiciho 1 % uvedeného cukru a byla provedena sterilizace
Vv autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut. Sterilni klickou byla do zkumavek zaoc¢-
kovéana testovana kultura a byla provedena inkubace pii 30 °C po dobu 2 dni. Po inkubaci

byly barevné zmény vyhodnoceny.

4.3.5 Izolace DNA z bakterialnich kultur varem

Z 24 hodinové bakterialni kultura inkubované na GTK byly odebrany 3 kolonie do 100 ul
PCR pufru ThermoPol, zhomogenizovany (vertex) a kratce odstfedény pii 3000 ot./1 minu-

tu.

Ziskana suspenze byla v termobloku inkubovana pfi teploté 95 °C po dobu 20 minut a na-
sledn¢ byla provedena centrifugace pii 10 000 ot./4 minuty. Pfevedeny sediment do ¢isté

ependorfky slouzil jako templat pro PCR reakci.

4.3.6 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Principem PCR je opakované nakopirovani vzorové (templatové) molekuly DNA. Inkubaci
vzorku pfi vysoké teploté dojde k denaturaci templatové DNA, uvolnéni vazeb vodikd me-
zi bazemi komplementarnich nukleotidi a rozpojeni dvouSroubovice DNA na dvé Sroubo-
vice. Nasleduje hybridizace reakéni smési, kdy dojde k nasednuti komplementarnich pri-
merl na specifickd mista DNA pii teploté¢ 60 °C. Poslednim krokem je syntéza nového
fet¢zce DNA plsobenim enzymu DNA polymerazy. Pii teplot¢ 74 °C dochazi

k prodluzovani primerti podle templatu. Tento cyklus je opakovan ptiblizn€ 30 krat [49].
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SloZeni PCR reakéni smési — celkovy objem 25 ul:

- PCR pufr ThermoPol 2,5 ul
- dNTP mix 0,5 ul
- Taq DNA polymeraza 0,1 pul
- primer -F (dle Tab. ¢. 2) 0,25 ul
- primer -R (dle Tab. ¢. 2) 0,25 pul
- templatova DNA (matrice) 2,5 ul
- destilovana voda 18,9 ul

Amplifika¢ni reakce probihajici v termocykleru

Pocatecni denaturace 95°C/5 minut
Pocet opakovanych cykla 35X
Denaturace 95 °C/1 minuta
Annealing 60 °C/1 minutu
Extenze 70 °C/1 minuta
ZaveéreCnd extenze 70 °C/3 minut
Chlazeni 4°C/ o

Detekce ziskanych PCR produktl byla provedena elektroforézou v 1,0% agarézovém gelu
za pouZziti barviva etidium bromidu. Pisobenim elektrického pole doslo k migraci zaporné
nabité DNA ke kladn& nabité anodé [49]. Nasledné byl gel pozorovan pod UV svétlem a
zdokumentovan.

Agarézovy gel 1,0%

Agaroza 2,049

Koncentrovany TAE pufr 198 ml

Po rozpusténi agardzy bylo provedeno rozvateni smési v mikrovinné troubé. Do vychlaze-
ného roztoku na 45 °C bylo pfidano 10 pl barviva etidium bromidu (EtBr). Agar6zovy gel

byl do formy elektroforézy ptelit k zatuhnuti, soucasné byly vloZeny hiebinky pro vpraveni
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vzorkll. Zatuhnuti probihalo za laboratorni teploty ve vodorovné poloze, nasledné byly hie-

binky vytazeny.
Elektroforéza:

Ptipraveny gel byl zalit takovym mnozstvim 1x TAE pufrem, aby byl cely ponofen. Do
prvni jamky bylo naneseno 15 pl markeru 100 bp DNA Ladder. Dalsi jamky obsahovaly 25
ul testovanych vzorkti a 5 pl nanédseciho pufru LB. Elektroforéza probihala po dobu 40

minut.
Vizualizace DNA:

Po ukonceni elektroforetickych reakci byl gel z elektroforetické vany vyjmut a po umisténi

na UV transiluminator a pozorovan pod UV svétlem. Byla pofizena fotodokumentace.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Soucasti praktické ¢asti byly mikrobiologické testy provedené ve tfech experimentech:

1.  experiment — vyrobky zakoupené 23. 5. 2010, stanoveni mikroorganizmui ve vzorcich
syra zrajicich pod mazem 1 az 6 (Tab. 3), skladovanych pii teploté do 8 °C a to vzdy
z povrchu a uvniti vyrobku. Listeria monocytogenes byla odebirana ze vzorku jeden-
krat vzdy z povrchu syrt. Studie ukazuji vyskyt L. monocytogenes hlavné na povrchu
syri [64, 65, 66, 67].

2. experiment — vyrobky zakoupené 30. 5. 2010, stanoveni mikroorganizmt ve - vzor-
cich syri zrajicich pod mazem ¢. 7 az 12 (Tab.3), skladovanych pii teploté do 8 °C a
to vzdy zpovrchu a uvnitf vyrobku. Listeria monocytogenes byla odebirana

z povrchu vzorka.

3. experiment — stanoveni mikroorganizm v 6 vzorcich syru zrajicich pod mazem
(Tab. 4.), skladovanych pfi laboratorni teploté 25 °C, po dobu 7 dnti (vzorky 7 az 12)

a 14 dnu (vzorky 1 az 6) a to vzdy z povrchu a uvniti vyrobku.

Vypocty ziskanych vysledkl byly provedeny dle vzorct uvedenych v jednotlivych normach
(CPM, koagulazopozitivni stafylokoky, L. monocytogenes). Vyjadieni vysledku koliform-
nich bakterii, plisni a kvasinek bylo provedeno dle CSN EN 1SO 7218 [68].

5.1 MIKROBIOLOGICKE TESTY

5.1.1 Experiment1a?2

V experimentech 1 a 2 byly provedeny mikrobidlni rozbory 6 vzorkid syri skladovanych
pii 8 °C. Vysledky stanoveni sledovanych mikroorganizmi (CPM, koliformni bakterie,

plisné a kvasinky, koagulazopozitivni stafylokoky) jsou uvedeny v Tab. 5 a 6.

Stanoveni ptitomnosti bakterie Listeria monocytogenes bylo v téchto sledovanych vzorcich

vyhodnoceno jako negativni v 25 g.
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Tab. 5. Vysledky rozborii vzorkii experimentu ¢. I v hodnotich KT.J/g.

Druh stanoveni Romadur Pepin Romaduzek
1 2 3 4 5 6
CPM 54.10" | 2,9.10° | 2,3.10" | 4,2.10° | 5,2.10" | 4,1.10’
koliformni bakterie | 2,1.10% | 1,5.10° 95 82 <10 <10
plisné a kvasinky | 1,4.10° | <10° | 1,1.10" [ 2,2.10° | 8,0.10" | 2,9.10’
koafg?;%ﬁ’(gi’;“’m <10 <10 <10 <10 <10 <10

Kde: 1 — Romadur povrch, 2 — Romadur zevnitr, 3 — Pepin povrch, 4 — Pepin zevnitr, 5 -
Romaduizek povrch, 6 — Romaduzek zevnitr

Tab. 6. Vysledky rozborii vzorki experimentu ¢. 2 v hodnotach KTJ/g.

Druh stanoveni Hermadur Tvarizky kolecka Tvari’;{i{i(lzrnl;gsky >
7 8 9 10 11 12

CPM 1,0.10° [ 21.10" | 2,5.10° | 40.10° | 85.10° | 6,1.10°

koliformni bakterie | 2,4.10% | 2,4.10° | <10 <10 | 36.10° | 21.10°

plisné a kvasinky | 5,1.10" | 1,7.10" | 44.10" | 23.10" | 34.10" | 3,6.10’
k“fg?;%ﬁ’(gﬂ;“’ni <10 <10 <10 <10 <10 <10

Kde: 7 — Hermadur povrch, 8 — Hermadur zevniti, 9 — Tvarizky kolecka povrch, 10 — Tva-
riuzky kolecka zevnitr, 11 — Tvarizky kousky s kminem povrch, 12 — Tvarizky kousky s kmi-
nem povrch zevnitr.

Ze ziskanych hodnot dle Tab. 5 a 6. lze vyhodnotit jednotlivé poéty mikroorganizmii
KTJ/g u testovanych vzorkd syrt. Z pohledu natizeni 2073/2005 [42], kde jsou stanoveny
hodnoty pro mikroorganizmus Listeria monocytogenes a koagulazopozitivni stafylokoky,
byly ziskané vysledky vyhovujici ve vSech ptipadech. V tomto nafizeni nejsou limity pro

CPM, koliformni bakterie, plisné a kvasinky stanoveny.
Celkovy pocet mikroorganizmii

CSN 56 9609 [43] neuvadi limit pro stanoveni CPM u zrajicich syrd, nelze tedy tento vy-
sledek vyhodnotit. Tento limit pro syry zrajici pod mazem neni stanoven, pravdépodobné
z davodu zdmérné piidavané kulturni mikroflory ve vysokych poctech, jejichz pocty jsou
rozdilné dle pouzité technologie zrajicich syrti. Na mnozstvi a druhu pouzité kulturni povr-

chové mikroflory, zavisi také aroma tj. produkce tékavych sloucenin [69]. Brevibacterium
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linens je hlavnim piedstavitelem mikroorganizmu rostouciho na povrchu téchto syra [70].
V dobé zabaleni vyrobkd, jeho expedice, skladovani v maloobchodech a kone¢né u spotie-
bitele doma, probihaji neustalé reakce spojené se zménami pii dozravani téchto syri a pii-
tomné mikroflofe zamérné ptridavané dle jednotlivych druht syrd. U sledovanych vzorki
byly zjistény hodnoty CPM mezi 10° - 10® KTJ/g. Tyto zjiiténé pocty mikroorganizmi
mohou zahrnovat mezofilni zakysové kultury rodd Lactococcus a Leuconostoc, termofilni
zakysové kultury roda Streptococcus a Lactobacillus, dale bakterii Brevibacterium linens,
Staphylococcus xylosus, rody Corynebacterium, Microbacterium a kvasinky Debaryomy-
ces hansenii [71] a dalsi rody Kluyveromyces, Torulopsis, Candida, popiipadé kulturnich

plisn¢ Geotrichum candidum [20, 23].
Koliformni bakterie

CSN 56 9609 [43] stanovuje limit m 10* a M 10°, pfi provedeni rozboru 5x. Ze zjisténych
hodnot je zfejmé, ze vzorky 5, 6, 9 a 10 (Romadizek povrch a zevnitt, Tvartzky kolecka
povrch) byly bez ptitomnosti koliformnich bakterii, coz zna¢i vysokou uroven Ccistoty
pii vyrobé téchto potravin. Ve vzorku 2, 3, 4, 8 a 12 (Romadur zevnitt, Pepin povrch a ze-
vnitf, Hermadur zevnitt, Tvartizky kousky s kminem zevnitf) byla zjisténa pfitomnost koli-
formnich bakterii odpovidajici stanovenému limitu normy m 10*. Vzorek 1, 7 a 11 (Roma-
dur povrch, Hermadur povrch a Tvarizky kousky s kminem povrch) se zjisténymi hodno-
tami v rozmezi > 10* a < 10° byl vyhodnocen jako vyhovujici stanovenym limitim limit m
10* a M 10°, ale pouze s ptihlédnutim k provedeni pouze jednoho stanoveni, norma stano-
vuje provedeni rozboru 5x. V piipadé provedeni rozboru jedenkrat plati hodnota vyssi, tedy
M 10°, které zjisténé vysledky vyhovuji. Vysledky provedenych rozborti ukazuji na skutec-
nost, ze na povrchu syri zrajicich pod mazem byly zjistény vyssi pocty koliformnich bakte-

rii nez u vzorkid odebranych zevnitt vyrobki, coZ potvrzuje i irska studie [72].

Koliformni bakterie jsou fakultativné anaerobni mikroorganizmy patfici spolec¢né s bakterii
Escherichia coli O157: H7 [20, 73, 74], enterokoky a bifidobakteriemi do skupiny tzv. in-
dikatort fekalniho znecisténi a jsou ptirozenou mikroflorou traviciho traktu ¢lovéka a zvi-
fat. Koliformni bakterie ptedstavuji skupinu ¢tyf rodt bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae
— Enterobacter, Citrobacter, Eschericha a Klebsiella. Pti vyskytu v potravinach poukazuji
na nedodrZeni hygienickych pozadavka pii vyrobé [73, 75, 76, 77, 78]. U vzorka 1 a 2
(Romadur povrch a zevnitt) narostly na mediu VRBL mimo typické kolonie i kolonie bilé

barvy - laktoézanegativni. Pro vylouceni pfitomnosti bakterii rodu Salmonella bylo prove-
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deno vyockovani téchto laktdza negativnich kolonii bilé barvy na XLD agar. Kultivace byla
provedena v termostatu pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin, aerobné. Kultivaci nebyly zjis-

tény typické prusvitné kolonie s ¢ernym stiedem poukazujici na salmonely.
Plisné a kvasinky

Pti hodnoceni plisni a kvasinek ve vzorcich 1ze pozorovat, Ze nariisty na dané¢ho druhu syra
na povrchu a uvniti jsou obdobné ( 10° - 10" KTJ/g ). Kvasinky jsou fakultativné anaerobni
mikroorganizmy, schopny za anaerobnich podminek zménit metabolizmus na fermentacni.
Pro tento druh syrii je charakteristicky vyskyt vysokych pocti kvasinek, protoze patii mezi
zakladni mikroorganizmy, diky kterému ziskava syr pii dozravani charakteristické aroma,
chut’ a pozadovanou konzistenci [20, 73, 75]. Na povrchu syru lze nalézt kvasinky Deba-
ryomyces hansenii, Galactomyces Geotrichum byly zjistény v syfidlech syra, Kluyvero-
myces marxianus a Pichia membranifaciens byly pfitomny v kyselém tvarohu syri [75, 77,
79].

Staphylococcus aureus, koagulazopozitivni stafylokoky

Pfi provedenych testech na pidé Baird — Parker nebyl po inkubaci zjistén narist typickych
¢ernych nebo Sedych, lesklych a vypouklych kolonii, obklopenych zoénou projasnéni [59].

Staphylococcus aureus nebyl provedenymi rozbory zjistén u zadného z testovanych vzorki.

Pocty Staphylococcus aureus jsou ve vétsing syri nejvyssi 2 — 3 dny po vyrobe. Jejich po-
¢ty mohou byt vyrazné snizeny béhem skladovani, predev§im skladovanim pii chladiren-
skych teplotach. Pokud vsak koncentrace S. aureus v kazdém vyrobnim kroku ptekracuje
hodnotu 10° KTJ/g, pak existuje riziko, Ze S. aureus miiZe tvofit enterotoxiny, které v syru
zustanou bez ohledu na zbyvajici poéty této bakterie [79]. Nafizeni 2073/2005 stanovuje
pro syry, susené mléko a susenou syrovatku nulovy limit stafylokokovych enterotoxinti
ve 25 g stanovovaného vzorku. Dale stanovuje pro syry vyrobené z mléka, které bylo
podrobeno niz§imu tepelnému oSetfeni neZ pasteraci a zrajici syry vyrobené
z pasterovaného mléka & silng tepelné odetieného mléka limit m 10? KTJ/g a M 10° KTJ/g
[42]. Z uvedeného vyplyva, Ze velky vyznam ma zpusob oSetfeni vstupni suroviny. Pravé u
syri vyrobenych z nepasterovaného mléka ovc¢iho, koziho [80], kravského byl zjistén vy-
skyt stafylokokovych enterotoxint [81]. K vyskytu S. aureus ve vyrobcich mize dojit také

sekundarni kontaminaci prostfednictvim nehygienické manipulace s produkty [75, 79].
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Listeria monocytogenes

Pii stanoveni Listeria monocytogenes metodou prukazu [61] doslo po inkubaci na padé

Listeria Oxford Agar k nartstu typickych tmavych drobnych kolonii, obklopenych ¢ernou

zonou. Po 48 hodinach mély tyto kolonie vpaceny stfed, Coz je charakteristické pro L. mo-

nocytogenes (Obr. 5).

Obr. 5. Rist L. monocytogenes na
Listeria Oxford Agar [82].

Pocty narostlych kolonii na pad¢ Listeria Oxford Agar ve stanovovanych vzorcich jsou

uvedeny v Tab. 7.

Tab. 7. Pocty typickych/atypickych kolonii na piidé Listeria Oxford Agar ve stanovovanych

vzorcich v KTJ/g.

Pida LOA | Pida LOA | Vyskyt typickych/atypickych
Vzorek Syr
%, Fraser | plny Fraser kolonii
A Romadur 5 1 Cerné kolonie, bez zabarveni
pudy
B Pepin 0 0 Bez nariistu
C Romadiizek 0 0 Bez nariistu
D Hermadur 51 Pierostlé Cerné kolonie, vpageny stied,
cerné zabarveni pudy
E Tvartzky 3 Pterostlé Cerné kolonie, vpageny stied,
kolecka cerné zabarveni pudy
F Tvarizky kous- 13 Pterostlé Cerné kolonie malé a velké,
ky s kminem vpaceny stied, Cerné zabarveni

pady
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U vzorku Hermadur, Tvartzky kolecka a Tvartzky s kminem byly pro potvrzeni nebo vy-
vraceni patogenniho druhu Listeria monocytogenes provedeny konfirmacéni testy. Vzdy
jedna odebrand kolonie byla pfeockovana opét na pidu LOA a GTK a inkubovana
V termostatu pii teploté 37 °C po dobu 24 hodin. Takto ziskané Cisté kultury byly podrobe-
ny dal$im testim — Gramovo barveni, test KOH, katalaza, OF test, OXI test, cukry (xyloza

a ramnoéza) a nasledné byla dle ziskanych vysledki provedena PCR (viz. kapitola 5.2.2).

5.1.2 Experiment 3

V bloku testt ¢. 3 byly provedeny mikrobiologické rozbory 6 vzorka syri skladovanych
pti 25 °C, po dobu 7 a 14 dni. Vysledky stanoveni sledovanych mikroorganizmi jsou uve-

deny v Tab. 8a9.

Tab. 8. Vysledky rozborii vzorkit v hodnotach KTJ/g, teplota skladovani 25 °C, po dobu 14

dnil.
Druh stanoveni Romadur Pepin Romadizek
13 14 15 16 17 18
CPM 32.10" 1 6,2.10" | 29.10% | 1,3.10" | 2,8.10% | 1,5.10°
Koliformni bakterie | 2,9.10° | 24.10* | 1,2.10" | 5,8.10° <10 20
Plisné a kvasinky | 1,2.10° | <10° [ 1,2.10° [ 1,9.10° | 2,0.10° | 3,0.10°
Koasgt‘;gzlgﬁgf;“’m <10 <10 <10 <10 <10 <10

Kde: 13 — Romadur povrch, 14 — Romadur zevnitr, 15 — Pepin povrch, 16 — Pepin zevnitr,
17 - Romadiizek povrch, 18 — Romadiizek zevnitr

Tab. 9. Vysledky rozborii vzorkii v hodnotach KTJ/g, teplota skladovini 25 °C, po dobu 7

dnii.

Druh stanoveni Hermadur Tvarizky kolecka Tvaﬁf‘ﬁ?nt?I?Sky >
19 20 21 22 23 24

CPM 87.10° | 1,1.10" | 38.10° | 5,6.10° | 2,0.10° | 1,9.10°

Koliformni bakterie | 1,6.10° | 55.10° | <10 <10 | 2,7.10° ] 34.10°

Plisn& a kvasinky | 9,6.10" | 50.10° | 3,7.10° | 1,6.10° | 1,3.10° | 9,8.10’
K"ai“agzlgﬁg@i"ni <10 | <10 | <10 | <10 | <10 | <10
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Kde: 19 — Hermadur povrch, 20 — Hermadur zevnitr, 21 — Tvarizky kolecka povrch, 22 —
Tvarizky kolecka zevnitr, 23 — Tvarizky kousky s kminem povrch, 24 — Tvaruzky kousky s
kminem povrch zevnitr.

Skladovanim syru pii teploté 25 °C doslo u vSech vyrobka k narustu poéta mikroorgani-
zmu. V ptipadé¢ celkovych poctl aerobnich mezofilnich mikroorganizmi doslo k mirnému
zvyseni jak na povrchu syrii, tak uvniti u vSech sledovanych vzorki, coz lze piisuzovat
optimalni teploté. Teplota skladovani 25 °C je teplotou ptiznivou pro rust kulturni mik-

rofléry, ale i mikroflory kontaminujici [75, 77].

Pocty koliformnich bakterii u vzorkd na povrchu a uvnitf, ve kterych byl zjistén vyskyt
koliformnich bakterii pfi stanoveni v bloku rozbora ¢. 1 a 2 testa 13, 14, 15, 16, 19, 20, 23
a 24 (Romadur povrch, zevnitt, Pepin povrch, zevnitf, Hermadur povrch, zevnitf a Tvartz-
Ky kousky s kminem povrch, zevnitf) masivné vzrostly o 2 a vice fadu, coz lze ptisuzovat
pravé skladovani pii pokojové teploté 25 °C. Tyto podminky skladovani syrd, mimo chla-
dici zafizeni, umoziuji rychlejsi rist téchto mikroorganizmi nez kulturni mikroflory [71,
75]. Vyrobci na obalech téchto potravin deklaruji teplotu skladovani do 8 °C, ktera umoz-
fluje zrani vyrobku, ale zaroven je jednou z bariér proti nezddoucimu pomnoZeni nezadouci
mikroflory [79]. Tyto vzorky byly vyhodnoceny dle CSN 56 9609 ve znaku koliformni
bakterie z diivodu prekrogeni povolené hodnoty M 10° jako nevyhovujici nejvyssi povolené
hodnoté. Vzorky 17, 18, 21 a 22 (Romaduzek povrch, zevniti a Tvartzky kolecka povrch,
zevnitt) zistaly prosté koliformnich bakterii, vyhovély pozadavkim CSN 56 9609, coz
ukazuje na vysoky stupen hygieny pii vyrob¢ téchto vyrobku.

U vzorkl 13 a 14 (Romadur povrch a uvnitf) narostly opét mimo typické kolonie i kolonie
laktozanegativni, proto bylo provedeno vyockovani téchto kolonii na XLD agar, pro vylou-
¢eni ptitomnosti bakterii rodu Salmonella. Kultivaci nebyla potvrzena ptitomnost salmo-

nel.

Pocty kvasinek a plisni u vzorka 15, 21 az 24 (Pepin povrch, Tvartizky kolecka povrch,
zevnitt a Tvartzky kousky s kminem povrch, zevnitt) se skladovanim pii 25 °C o 1 tad
zvysily z 107 na 108, U syru vyrobeného sladkym sraZenim (vzorek 13 - Romadur povrch)
doslo ke sniZeni poctt kvasinek. U vzorku 14, 16, 19 (Romadur zevnitt, Pepin zevnitf,
Hermadur povrch) zistaly hodnoty stejné. U ostatnich vzorkt 17, 18 a 20 (Romaduzek
povrch, zevnitt a Hermadur zevnitf) doslo timto skladovanim ke snizeni poctu kvasinek, a

to u Romadiizku z 10” na 10, Hermaduru z 107 na 10°. U vzorku Romadiizek doglo nao-
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pak k masivniho sniZzeni po¢tu kvasinek z 10" na 10°, skladovaného po dobu 14 dnu

pfi teploté 25 °C, zaroven vzrostly pocty CPM, ale vzorek byl prosty koliformnich bakterii.

Pii vyrobé Romaduzku je pouzivana mazova kultura rodu Brevibacterium [21] s optimem
ristu mezi 20 — 30 °C [23]. Ze zjisténého lze vyvodit, ze pravé skladovanim pii vysoké
teploté 25 °C po dobu 14 dnti, doslo k pomnozeni proteolytické kultury na ukor kvasinek,
kdy byl pozorovan silny povrchovy maz az se §tiplavym zapachem, ukazujici na nevhod-

nou teplotu skladovani.

Koagulazopozitivni stafylokoky opét nebyly zjistény u vzorka skladovanych pii 25 °C. Jak
jiz bylo popsano vyse, poéty Staphylococcus aureus jsou ve vétsing syru nejvyssi 2 — 3 dny
po vyrob¢. Jejich po¢ty mohou byt vyrazné snizeny odpovidajici teplotou skladovani [80].
Mazova kultura B. linens je schopna produkce bakteriocint a latek inhibujicich rist bakte-
rii zpusobujicich otravy z potravin jako je Clostridium botulinum, Bacillus cereus a Sta-

phylococcus aureus [23].

5.2 VYHODNOCENI KMENU IZOLOVANYCH ZE VZORKU

Dle naristi na Listeria Oxford Agar (Tab. 7) u stanovovanych vzorki byly vybrany
k dalsimu testovani kolonie vzorki D, E a F (Hermadur, Tvarizky kolecka a Tvartuzky
kousky s kminem). Narostlé kolonie byly pfeockovany na pudy LOA a GTK, kultivovany
pii 37 °C po dobu 24 hodin. Z takto ziskanych ¢istych kultur byly provedeny nasledujici
konfirmacni testy: Gramovo barveni, test KOH, katalaza, OF test, OXI test, cukry (xyloza a

ramnoza). Po zpracovani ziskanych vysledki byla provedena PCR (viz. kapitola 5.2.2).

5.2.1 Konfirmacni testy
Vysledky provedenych konfirmac¢nich testti jsou uvedeny v Tab. 10 a 11.

Tab. 10. Vysledky konfirmacnich testii sledovanych izolatii z medii LOA a GTK.

Vzorek Gram KOH Katalaza OXI test
D G+ koky Negativni Negativni Negativni

E G+ tyCinky Negativni Pozitivni Negativni

Fv G+ koky Negativni Negativni Negativni
Fm G+ koky az ty¢inky Negativni Negativni Negativni
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Kde: D — Hermadur, E — Tvarizky kolecka, Fv — Tvaruzky kousky s kminem velké kolonie,
Fm — Tvarizky kousky s kminem malé kolonie.

Tab. 11. Vysledky testii cukrii sledovanych vzorkai.

Vzorek Xyloza Ramnoza OF- test
' ' Oxidace -
D Negativni Negativni
Fermentace -
' ' Oxidace +
E Negativni Negativni
Fermentace +
' ' Oxidace +
Fv Negativni Negativni
Fermentace -
' ' Oxidace +
Fm Negativni Negativni

Fermentace +

Kde: D — Hermadur, E — Tvarizky kolecka, Fv — Tvariizky kousky s kminem velké kolonie,
Fm — Tvarizky kousky s kminem malé kolonie.

Listeria monocytogenes je nesporulujici ty¢inka az kokobacil s vyraznym pohybem. Je ka-
talaza pozitivni [60, 61, 83, 84], oxidaza negativni, acetoin pozitivni, hydrolyzuje eskulin,
ale ureu, kasein a zelatinu nehydrolyzuje, fermentace glukézy je pozitivni, je f — hemoly-
ticka [60, 84]. Tvoti kyseliny z L — ramndzy, ale kyseliny z D — xylozy netvoti, CAMP test
je pozitivni [61, 85].

Z vybranych kment k dal$imu zkoumani bylo dle Gramova barveni zji§téno, Ze izolaty E a
Fm jsou grampozitivni ty¢inky, obdobné jako L. monocytogenes. KOH test byl pouzit pro
potvrzeni spravnosti Gramova barveni. Pouze izolat E byl katalaza pozitivni. Dale L. mo-
nocytogenes zkvasuje cukry glukézu (pozitivni OF test) a ramndzu, xyloza je naopak nega-
tivni [61, 84], tomuto schématu neodpovidal zadny vzorek. Vsechny vzorky byly ramnéza
negativni. Nejblize testim odpovidajicim vlastnostem L. monocytogenes byly vzorky E —

Tvarizky kolecka a Fm — Tvartizky kousky s kminem.

5.2.2 PCR

Kone¢nym rozborem pro potvrzeni ¢i Vyvraceni, zda se jedna o patogenni Listeria monocy-

togenes, bylo provedeni PCR za pouziti specifickych primert dle Tab. 2. s DNA izolova-
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nou z kment D, E a Fm. Primery ohranicuji usek, Ktery se nachazi ve sledovaném genu
actA. Dale byly pii PCR pouzity kontrolni kmeny L. monocytogenes a L. innocua. Velikost
specifického PCR produktu ma odpovidat 109 bp, jak je patrno z pozitivni kontroly — jam-
ka 6. Vsechny testované izolaty byly negativni na pfitomnost genu actA (Obr. 6), tudiz bylo

prokazano, ze se nejedna o L. monocytogenes.

) d : './ ‘ .—’-. ) —
T e G I

109 bp

Obr. 6. Vysledky PCR.

Kde: 1 — 100 bp DNA marker, 2 - vzorek D, 3 — vzo-
rek E, 4 - vzorek Fm, 5 - L. innocua, 6 - L. monocy-
togenes, 7 - negativni kontrola (Escherichia coli).

5.3 VZORKY ODEBRANE KONTROLNIMI ORGANY

5.3.1 Vysledky Listeria monocytogenes SZPI za rok 2007 - 2010

Vysledky mikrobiologickych rozborti L. monocytogenes syru zrajicich pod mazem prove-
denych SZPI jsou uvedeny v Tab. 12 .
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Tab.12. Stanoveni Listeria monocytogenes — metoda prikazu a poctu u vzorki syrii zraji-

cich pod mazem, SZPI [86].

Zemé puvodu syri/rok Pocet Vyhovuje | Nevyhovuje X
vzorki
2007
Ceska republika 27 27 0 -
EU 8 8 0 -
celkem 35 35 0 -
2008
Ceska republika 46 46 0 -
EU 12 12 0 -
celkem 58 58 0 -
2009
Ceska republika 20 20 0 -
EU 5 5 0 -
celkem 25 25 0 -
2010
Ceska republika 47 23 0 24
EU 9 9 0 0
celkem 56 32 0 24

Kde: X- vzorek byl odebran Ix, s vvhovujicim vysledkem.

Vysledky byly vyhodnoceny dle pozadavku piilohy 1, kapitoly I, ¢lanek 1.2. a 1.3. nafizeni
(ES) ¢. 2073/2005, ve znéni pozdé&jsich predpisi:

- Clanek 1.3. stanoveni poétu Listeria monocytogenes 100 KTJ/g,

- ¢lanek 1.2. ptitomnost Listeria monocytogenes negativni v 25 g.

5.3.2 Vysledky Listeria monocytogenes SVS za rok 2007 - 2010

Vysledky mikrobiologickych rozborti vzorkl zrajicich syri pod mazem provedenych kont-

rolnim organem Statni veterinarni spravy jsou uvedeny v Tab. 13.
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Tab.13. Stanoveni Listeria monocytogenes — metoda pritkazu vzorkit syrii zrajicich pod

mazem, SVS [87].

Rok Pocet vzorku Vyhovuje Nevyhovuje
2007 1225 1161 64
2008 516 508 8
2009 420 411 9
2010 496 488 8

5.4 VYSLEDKY HLASENI RASFF V ROCE 2005 — 2009

V roce 2003 byl zahajen zkuSebni provoz systému RASFF zvetfejnénim dokumentu ,,Sys-

tém rychlého varovéni pro potraviny a krmiva v Ceské republice® ve Véstniku Ministerstva

zemé&délstvi. Plnohodnotnym ¢lenem sité evropského systému RASFF se naSe zemé¢ stala

dnem vstupu do Evropské unie. Ministerstvo zeméd¢lstvi kazdoro¢né vydava Zpravu o

ginnosti systému rychlého varovani pro potraviny a krmiva v Ceské republice [88]. Obsa-

hem této zpravy je mimo jiné vy&et oznameni piijatych systémem RASFF v CR, ozndmeni

odeslanych systémem RASFF v CR tykajici se kontroly trhu a dovozu. Vy&et téchto infor-

maci za rok 2005 — 2009 tykajicich se Listeria monocytogenes je uveden v Tab. 14 az 109.

Tab. 14. Vyvoj poctu ozndameni souvisejicich s CR od roku 2003 [45, 89].

Rok Ozn_zimem’ Oznameni odesland, | Oznameni odeslana, Oznameni
prijata kontrola trhu kontrola dovozu celkem

2003 10 - - 10
2004 18 17 27 62
2005 51 38 7 91
2006 75 73 4 152
2007 76 72 2 150
2008 62 52 4 118
2009 118 60 9 187
2010 91 84 7 182
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Graf 1. Vyvoj poctu oznameni RASFF v CR od roku 2003

Vyvoj poétu oznameni souvisejicich s CR v letech
2003 az2010
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Oznéameni jsou rozdélovana podle kritérii:
- kategorie nevyhovujicich vyrobkd,
- typ nebezpeci.

Kategorie nevyhovujicich vyrobki: ovoce a zelenina, tuky a oleje, obiloviny a vyrobky
z nich, mléko a mlé¢né vyrobky, kofeni a omacky, maso a vyrobky z masa, suché skorap-

kové plody, ryby a rybi vyrobky, cukrovinky, krmiva a ostatni.

Rozdéleni dle typu nebezpeci: tézké kovy, cizi téleso, rezidua pesticidl, mykotoxiny, rezi-
dua veterinarnich 1é¢iv, mikrobiologické kontaminanty (MK), chemické kontaminanty,

aditivum krmiv a ostatni [88].

Pocty jednotlivych oznameni a jejich rozdéleni dle mikrobiologickych kontaminantd je

uvedeno Vv Tab. 15 az 19.
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Tab. 15. Pocty mikrobiologickych kontaminantii v ozndmenich RASFF v CR v roce 2005
[88].

Mikrobiologické kontaminanty

Dy Celkem Listeria

. 1 Pocet {
O0znament i monocytogenes Ostatni
vzorku

Oz{lﬁm(?m 51 7 1x Klobasa ,,fuet* ax Salm.onglla .
pfijata 2x Escherichia coli

Oznameni
odeslana,
kontrola
trhu

38 1 - 1x koliformni bakterie

Oznameni

odeslana,
kontrola
dovozu

Tab. 16. Pocty mikrobiologickych kontaminantii v oznamenich RASFF v CR v roce 2006
[90].

Mikrobiologické kontaminanty
P?ay , | Celkem Potet Listeria
ozhament g monocytogenes Ostatni
vzorku
Ozrjﬁme,nl 75 3 1x Brynza 5x Salm,on(valla
piljata Ix plisen
Oznameni
odeslana, 73 5 2% zraiici st 2x Salmonella
kontrola Jict sy 1x plisen
trhu
Oznameni
odeslana,
kontrola 4 0 i i
dovozu
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Tab. 17. Pocty mikrobiologickych kontaminantii v oznamenich RASFF v CR v roce 2007

[91].
Mikrobiologické kontaminanty
P?ay , | Celkem Potet Listeria
ozhament . monocytogenes Ostatni
vzorku
1x Bacillus lichenifirmis
. , , . 3x Salmonella,
Oznameni 2x syr s modrou plisni Ly
fijata 76 9 1x uzeny losos Lx pliser
Ly zeny 1x Eschericha coli a
Pseudomonas
Oznameni
odeslana, 4x uzeny l0sos L
kontrola 72 6 1x potravina(bez nazvu) 6x plisefi
trhu
Oznameni
odeslana,
kontrola 2 0 i i
dovozu

Tab. 18. Pocty mikrobiologickych kontaminantii v oznamenich RASFF v CR v roce 2008

[92].
Mikrobiologické kontaminanty
P?ay , | Celkem Potet Listeria
ozhament g monocytogenes Ostatni
vzorku
5x Salmonella,
Oznameni oo 1x plisen
pfijata 62 ° 2x Ovéi syr ricotta 1x Eschericha coli
(EHEC)
Oznamenti
odeslana, 59 5 1x Vakuovana debrecin- 1x Salmonella,
kontrola ska pecené 4x plisen
trhu
Oznamenti
odeslana,
kontrola 4 0 ) i

dovozu
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Tab. 19. Pocty mikrobiologickych kontaminantii v ozndmenich RASFF v CR v roce 2009

[45].
Mikrobiologické kontaminanty
P?ay , | Celkem Potet Listeria
ozhament . monocytogenes Ostatni
vzorku
Oznameni 118 4 Ix syr Epoisse, 1x Salmonella,
pfijata 1x filety z makrely 1x plisen
Oznameni .
odeslana, 1x F|Ietyvz rpakrely > 4x Salmonella,
60 7 kotfenim .
kontrola 2x plisen
trhu
Oznameni
odestand, | g 1 : Ix plisef
dovozu

V roce 2010 bylo pfijato celkem 182 oznameni tykajicich se CR, z toho bylo 91 oznameni

ptijatych, 84 oznameni odeslanych (kontrola trhu) a 7 oznadmeni ptijatych (kontrol dovozu)

[89]. Zprava za rok 2010, ve které jsou uvedeny konkrétni potraviny a divod zaslani do

systému RASFF, kterou vydava kazdy rok Ministerstvo zemédé€lstvi, nebyla dosud za tento

rok vydana.

55 VYHODNOCENI VYSLEDKU DOZOROVYCH ORGANU A
RASFF

5.5.1 Dozorové organy

Kontrolni organy, které provadéji odbér vzorka syru Listeria monocytogenes (SVS a SZPI)

odebraly v roce (Graf 2):

2007 celkem 1260 vzorki, z nichz bylo 64 nevyhovujicich, coz je 5,08 %,
2008 celkem 574 vzorkd, z nichZ bylo 8 nevyhovujicich, coz je 1,39 %,
2009 celkem 445 vzorkt, z nichz bylo 9 nevyhovujicich, coz je 2,02 %,

2010 celkem 552 vzorkd, z nichZ bylo 8 nevyhovujicich, coz je 1,45 %.
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Graf 2. Pocty V/N vzorkii L. monocytogenes v letech 2007 az 2010
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Syry zrajici pod mazem patii mezi vyznamné rizikové potraviny z pohledu listeridézy u lidi
[93]. Posledni vyznamnéa epidemie listeriozy byla v CR zaznamendna na pielomu roku
2006 a 2007. Tato epidemie byla, po zjisténi dozorovych organt, vyvolana tfemi potravi-
nami: zrajicim syrem, hermelinovym a pochoutkovym salatem, které hlavni hygienik CR
oznacil za nebezpeéné [94]. V roce 2006 bylo hlaseno 80 onemocnéni listeriozou, z nichz
zemielo celkem 13 osob starSich 70 let, z toho dva novorozenci. Na zacatku roku 2007
bylo hlaseno dalsich 7 ptipadi, kdy zemfiel dalsi novorozenec. Mortalita této epidemie Cini-
la 16,3 %, coz bylo s pohledu posledni velké epidemie v roce 2003, kdy mortalita ¢inila 30
%, bezmala polovi¢ni hodnota [95]. Z téchto &isel je ziejmé, Ze L. monocytogenes je pato-
genem s vysokou umrtnosti, coz vede k odpovidajicimu respektu. Na zakladé téchto zjisté-
ni byla provedena fada kontrol dozorovymi organy u vyrobct, odbéry vzorki, s cilem zjistit
ptic¢inu vzniku epidemie a zastaveni jejiho §iteni. Doslo ke stazeni nebezpeénych vyrobkd,
provéfeni technologie vyrob, dodrzovani hygienickych pozadavki pii vyrobé a provedeni
napravnych opatteni, kdy byly zapojeny vSechny dozorové organy vetné organi ochrany
vetejného zdravi [95]. Tyto vysledky jsou patrné z vysokého poctu odebranych vzorki
kontrolnimi organy provedenymi v celé CR v roce 2007. Poéty nevyhovujicich vzorki pro
stanoveni L. monocytogenes se rovnaly 5,08 % z celkového pocétu odebranych 1260 vzorki
za rok 2007. Z po¢ti nevyhovujicich vzorku v letech 2008 tj. 8 vzorka (1,39 %) z 574
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vzorkd, vroce 2009 bylo zjisténo 9 nevyhovujicich vzorkt (2,02 %) z 445 odebranych
vzorkl a roce 2010 bylo 8 vzorkll nevyhovujicich (1,45 %) z celkového poctu 552 odebra-
nych vzorku, 1ze usuzovat, ze vyskyt L. monocytogenes ve zrajicich syrech byl oproti roku
2007 snizen z 5,08 % na pramérné pod 2 %, coz predstavuje pozitivni zjisténi. Dvou pro-
centni hranici by pak odpovidalo, Ze ze sta vzorka by 2 byly nevyhovujici na stanoveni L.
monocytogenes u syri zrajicich pod mazem. Z uvedeného je ziejmé, ze ochranné mechani-
zmy statu a navazujici Cinnost kompetentnich dozorovych organti jsou efektivni
a odpovidajici reakce na vzniklou situaci na naSem trhu, je adekvatni, coz je zfejmé

Z niz8ich pocti nevyhovujicich vzorkt L. monocytogenes syrii zrajicich pod mazem.

Vysledky provedenych rozbort této praci a ziskanych vysledkt koresponduji se zjisténimi

dozorovych organu a studiemi [96, 97, 98].

5.5.2 RASFF

Do systému RASFF jsou hlaSeny nebezpecné potraviny, které jsou distribuovany pies hra-
nice zemi v ramci EU. V pfipadé vyskytu nebezpecné potraviny, ktera se vyskytuje pouze
na tzemi dané zem¢ a nedochazi k vyvozu za hranice, dozorové organy spole¢né s narod-

nim kontaktnim mistem (SZPI) rozhodnou zda bude potravina zaslana do systému RASFF.

Od roku 2005 do 2009 bylo ptijato celkem 698 hlaseni nebezpecnych potravin, pticemz
tyto poCty maji stoupajici tendenci, jak ukazuje Graf 1. V roce 2005 bylo pftijato 91 ozna-
meni celkem, v roce 2009 jich bylo jiz 187, coz je vice nez dvojnasobek. V roce 2010 byly
tyto hodnoty podobné, kdy bylo pfijato 182 hlaSeni do systému RASFF.

Provozovatelé potravinaiskych podnikli maji povinnost, dle ¢lanku 19 natizeni 178/2002,
Vv piipadé zjisténi, Ze potravina, kterou dovezl, vyrobil, zpracoval nebo uvedl na trh, neni
potravinou bezpecnou, zajistit bezodkladné stazeni takovéto potraviny z trhu a uvédomit o

tom pftislusné dozorové organy. K tomuto nalezi formularte, které tvoti Prilohu Pl.

V pripad¢ oznameni do systtmu RASFF (Priloha PII), nasleduje celd fada ochrannych
opatieni provadénych kompetentnimi dozorovymi organy, tykajicich se zabranéni vyskytu
takové potraviny na trhu, dosledovani jednotlivych ¢asti Sarzi, veSkeré dokumentace tykaji-

ci se dosledovatelnosti potraviny a jejich stazeni z trhu.
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V roce 2005 bylo piijato do systému RASFF celkem 91 ozndmeni, z toho bylo 8 ozndmeni
tykajici se mikrobiologickych kontaminantli, coz ptedstavuje 8,79 % z celkového poctu
pfijatych oznameni. Z tohoto po¢tu MK se jednalo o 1 ptipad L. monocytogenes (12,50 %
Z poctu MK).

V roce 2006 bylo pfiijato celkem 152 oznameni a z toho 8,55 % tvotily MK (13 oznameni)
a 3 pripady L. monocytogenes (23,10 %).

Rok 2007 ptinesl 150 ozndmeni s poctem 15 MK (10,00 %) a nejvyssim 8 ptipadl poctem

L. monocytogenes, coz predstavuje vysoké Cislo 53,33 %.

V roce 2008 bylo pfijato celkem 118 ozndmeni, z toho 15 MK (12,71 %) a 3 piipady L.

monocytogenes, piedstavujicich 20,00 %.

V roce 2009 bylo pfijato celkem 187 ozndmeni, z toho 12 MK (6,42 %) a 3 ptipady L. mo-
nocytogenes (25,00 %).

Z uvedeného vyplyva, ze z celkového poctu pfijatych ozndmeni za uvedené obdobi (2005 —
2009) 698, bylo 63 oznameni mikrobiologickych kontaminantd (9,03 %) a 18 ptipadu L.
monocytogenes, coz predstavuje 28,57 %. Toto velmi vysoké ¢islo ukazuje, ze L. monocy-
togenes je vyznamnym patogenem. Ostatnich 45 hlaSenych mikrobidlnich kontaminanti

ptipadlo mikroorganizmim Salmonella spp., plisn¢ a Escherichia coli.

Celkem bylo tedy podano v tomto obdobi 18 piipadi L. monocytogenes, ze kterych se 8
ptipadu tykalo syra (44,44 %). Timto bylo potvrzeno, Ze syry patii mezi vyznamné potra-
viny s moznosti kontaminace L. monocytogenes. Pozitivnim zjisténim je, Ze procentudlni
zastoupeni vyskytu L. monocytogenes od roku 2007 (53,33 %) ma klesajici tendenci, kdy
Vv roce 2008 ptedstavovalo 20,00 % a v roce 2009 25,00 % z ptijatych mikrobiologickych
kontaminantd. Ostatnich 10 pfipadd L. monocytogenes se tykalo potravin: filety z makrely,

debrecinské pecené, uzenych losost a klobasy.

Pocty oznameni pfijatych a odeslanych, kontrola trhu do syst¢ému RASFF jsou zndzornény

v grafech 3a 4.
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Graf 3. Pocty ozndmeni prijatych v CR v r. 2005 — 20009.
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Graf 4. Pocty ozndmeni odeslanych, kontrola trhu v CR v r. 2005 — 2009.
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Z uvedeného srovnani lze vyvodit, Ze vyznamnym ochrannym prvkem je pravé systém
HACCEP, dle kterého lze velmi dobie pfedchdzet moznym nebezpecim. Provozovatelé po-
travinarského podniku by tedy méli provedeni odpovidajici a dikladné analyzy nebezpeci,
ze které vychazi cely syst¢tm HACCP, vénovat nélezitou pozornost. Dikladnym provede-
nim této analyzy lze pfedvidat mozna rizika a nastavit tak ochranné mechanizmy, pro pro-
dukci bezpecnych potravin vyplyvajici pfevazné v prevenci tj. zajisténi veskerych neza-
vadnych vstupnich surovin a vcetné jejich rozbort, nalezité Cistoté prostiedi, vyrobniho
zafizeni, nebezpeci kiizové kontaminace, Cistoty pracovniki jejich hygienickych navykt a
také mikrobialni Cistoty obalového materialu. Dllezitym krokem je provadéni odpovidaji-

cich rozbort hotovych vyrobki a dodrzeni chladirenského fetézce [60, 79, 93].

Vyznamny podil na bezpeénosti potravin ma vsak i cela distribu¢ni sit' a maloobchodni
prodej ovliviujici jakost a bezpe€nost potravin zejména jejich podminkami skladovani
(vlhkost, teplota, svétlo, skidci apod.). V maloobchodni siti 1ze vidét zrajici syry skladova-
né ¢asto na pultech s odivodnénim rychlej$iho dozravani tohoto druhu syri. Avsak naopak,
tyto potraviny nevhodnym skladovanim méni slozeni, obsah nezadoucich mikroorganizmi
muze vzrist na nevyhovujici, zdravotné zavadné hodnoty. Stejné mohou vzniknout vady
V chuti a vuni téchto vyrobki, kdy dochazi k ptemnoZeni proteolytické kultury, nezadou-
cich mikroorganizmt a produkci organickych slouc¢enin, ménicich viini v zapach. Dalsim
vyznamnym parametrem pii skladovani pii vysoké teplot€ mimo chladici zatfizeni je pro-
dukce biogennich amind histamin, kadaverin, tyramin, putrescin. Obsah biogennich amin
vyznamné vzrista s teplotou skladovani mimo chladici zafizeni a zaroven dochazi
k senzorickym zménam vyrobkd zrajicich syrd [99]. Mezi vyznamné senzorické latky patii
vznikajici pfi metabolickych reakcich mikroorganizmi hlavné povrchové mikroflory alde-

hydy, estery, ketony, alkoholy a dalsi. Jejich mnozstvi ovlivituje aroma a chut’ syri [69].

Stejné tak koneCny spotiebitel vyznamné ovliviiuje jakost a bezpe€nost zakoupenych po-
travin. Casté navyky nevhodného skladovani a neznalost moznych nasledki, kdy jsou zra-
jici syry skladovany na polici mimo chladici zafizeni, mohou vést ke konzumaci zdravotné
zavadnych potravin. Teplota skladovani téchto potravin je vyznamnou bariérou proti ja-

kostnim zménam a konzumaci bezpecnych potravin.
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ZAVER
Vstupem do EU se Ceské republika zavazala dodrzovat nadnarodni predpisy stanovené

timto spoleCenstvim. Parametry tykajici se potravin jsou zde nastaveny v celé fad¢ nafizeni

pro produkci, distribuci a prodej bezpecnych potravin.

Dle Ceského statistického Giadu se spotieba syrt stale zvysuje a dle predpokladu odborni-
ki konzumace syru poroste i nadale. Konzumace syrii je z vyzivového hlediska zadouci
pro vysoky obsah vapniku a dalSich t€lu prospé$nych latek. Na druhou stranu syry zrajici
pod mazem patii mezi potraviny, které svym sloZzenim, pH, a, vytvafeji vhodné podminky
pro nezadouci mikroorganizmy, které mohou nejen zpusobit jejich kazeni, ale mize zde

dochazet k produkci zdravi nebezpecnych toxind, jez mohou vyvolat rizna onemocnéni.

Cilem prace bylo provést mikrobiologicky rozbor vybranych syri zrajicich pod mazem
od ¢eskych vyrobect ve znacich — celkovy pocet mikroorganizmd, koliformni bakterie, plis-
né, kvasinky, Staphylococcus aureus a Listeria monocytogenes. Ziskané vysledky vyhod-
notit dle CSN 56 9609 a Natizeni Komise (ES) ¢. 2073/2005 o mikrobiologickych kritéri-
ich pro potraviny, ve znéni pozdé&jsich pfedpisi. Dale zpracovat tidaje o vyskytu Listeria
monocytogenes ve zrajicich syrech dle monitoringu kontrolnich organti (Statni zeméd¢lska
a potravinaiska inspekce a Statni veterinarni sprava) a Rapid Alert System for Food and
Feed.

Provedenymi rozbory byly sledované vzorky vyhodnoceny nasledovné: Vzorky syrt skla-
dované pii 8°C Pepin, Romadizek a Tvartizky kolecka vyhovély poZzadavkiim uvedenym
v CSN 56 9609 ve viech sledovanych znacich. Vzorky Romadur, Hermadur, Tvartzky
S kminem, vyhovély CSN 56 9609 ve znaku ,koliformni bakterie® pouze s piithlédnutim
K poctu provedenych rozborl. Tyto vzorky v ostatnich stanovenych znacich této normé

vyhovély.

V ptipadé testl téchto vzorkli skladovanych pii pokojové teploté 25 °C bylo zjisténo, ze
podty koliformnich bakterii prekroily povolené piipustné hodnoty stanovené CSN 56 9609
u vzorkti Romadur, Pepin, Hermadur a TvarGzky kousky s kminem. Vzorky Romaduizek a
Tvarlizky kolecka limitim stanovenym touto normou vyhovély. Timto byl prokazan vliv
vysoké teploty skladovani na jakost a zdravotni nezévadnost potravin, kdy preruSenim
chladiciho fetézce dochazi k pomnoZeni neZadoucich mikroorganizmi a tim znehodnoceni

potravin.
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Natizeni 2073/2005 stanovuje pouze limity pro L. monocytogenes a koagulazopozitivni
stafylokoky. Vsechny sledované vzorky skladované pfi teploté 8 °C a 25 °C témto limitim

vyhovély.

Dalsim tikolem prace bylo srovnéani vysledki rozbort vzorkt syrt zrajicich pod mazem L.
monocytogenes provedenych dozorovymi organy (SZPI a SVS) a zaslanych oznameni do
systému RASFF.

Kontrolni organy odebraly v roce 2007 celkem 1260 vzorkd, z nichz bylo 64 nevyhovuji-
cich. V roce 2008 bylo odebrano 574 vzorki, z nichz bylo 8 nevyhovujicich. Pocet nevy-
hovujicich vzorki v roce 2009 €inil 9 z celkového poctu 445 odebranych vzorkt. V roce
2010 bylo odebrano 552 vzorki a 8 bylo vyhodnoceno jako nevyhovujici. Z uvedeného lze
usuzovat, ze vyskyt L. monocytogenes ve zrajicich syrech byl oproti roku 2007 sniZzen

Z 5,08 % na prumérné pod 2 %, coz predstavuje pozitivni zjisténi.

Za obdobi roku 2005 — 2009 bylo piijato celkem 698 oznameni, z nichz 63 tvofily mikro-
biologické kontaminanty, z nichz bylo 18 pfipadt L. monocytogenes. Z tohoto pocétu 18
ptipadi se 8 piipadu tykalo syrd. Timto bylo potvrzeno, Ze syry patii mezi vyznamné po-
traviny s moznosti kontaminace L. monocytogenes. Pozitivnim zjisténim je, Ze zastoupeni

vyskytu L. monocytogenes od roku 2007 ma klesajici tendenci.

Na zavér je nutné konstatovat, ze prevence zajiSt'ujici pfedchazeni vzniku a produkce ne-
bezpecnych potravin je zakladni povinnosti provozovateli potravinaiskych podniki celé
distribucni sité. K tomuto cilu je nutné zavést a vypracovat dikladné systtmy HACCP za-
hrnujici cely proces vyroby od nakupu surovin, vlastni vyrobu potravin, jejich dopravy a
odpovidajici podminky skladovani v distribu¢ni siti. Velky vyznam musi byt kladen na
dodrzeni odpovidajicich teplot skladovani tohoto typu potravin, které jsou nachylné

z hlediska mikrobiologického, zmén chemického slozeni a vzniku kontaminantu.
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AOC Appelation d’Origine Controlée

B-P agar Baird — Parker agar

CCP Critical control points

CIRCA Communication Information Resource Centre Administrator
CPM Celkovy pocet mikroorganizmu

CR Ceska republika

EFSA European Food Safety Authority

EU Evropska unie

EK Evropska komise

EP Evropsky parlament

GKCH Agar s gluk6zou, kvasni¢nym extraktem a chloramfenikolem
GTK Agar s glukézou, tryptonem a kvasni¢nym extraktem

HACCP The Hazard Analysis Critical Control Points

KTJ Kolonie tvofici jednotku

LOA Listeria Oxford agar

MK Mikrobiologicky kontaminant

PCR Polymerazova fetézova reakce

RASFF Rapid Alert System for Food and Feed
SVS Statni veterinarni sprava

SZPI Statni zemédélska a potravinarska inspekce
USDA United States Department of Agriculture
VRBL Violet Red Bile Lactose agar

XLD Agar s xylozou, lyzinem, deoxycholatem
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PRILOHA P I: FORMULARE SZPI HLASENiI UDALOSTI PODLE
NARIZENI (ES) 178/2002 CL. 19

Formular SZPI pro hla$eni udalosti podle nafizeni (ES) 178/2002 &l. 19

Oznémeni o udalosti

Jméno ohlasovatele:

Pozice:

Firma:

Adresa:

Tel€.:

Kontakt po pracovni
| dobé:

| Fax :

E-mail:

Datum/€as hlageni:

Cast 1. Identifikace potraviny

Typ potraviny:

Obchodni znacka:

| Povaha nebezpeci:  Chemické e B
Mikrobiologické
Fyzikélni (cizi
téleso)
Vyrobce:
Zemé puvodu:
Maloobchodnik/distributor:

Oznaceni $arze/dodavky:

|dentifika&ni

znaky/razitka/ schvéalena

Cisla provozoven:

Mnozstvi ohlasené
traviny:

Detaily o baleni (velikost

baleni, typ atd.):




Datum vyroby:

Oznaceni trvanlivosti
DP/DMT):

Znama distribuce:

Dovozce:

Detaily z obchodnich
dokument( (pokud byla
potravina dovezena):

Cést 2. Dosavadni pritbéh udalosti

Datum, kdy bylo
nebezpedi identifikovano:

Jak bylo nebezpedi
identifikovano:

Znama onemocnéni
souvisejici s konzumaci
potraviny:

Detaily Setfeni:

Kontakt s jinymi
agenturami/organizacemi:

(Detaily o jednotlivcich,
kontaktni isla atd.):

Cast 3. Jiné informace

Jakékoli dal$i detaily o
udalosti:

Kontaktni adresa SZPI

Statni zemédelska a potravinarska inspekce
Ustfedni inspektorat

Kvétna 15

603 00 Brno

Plati pro pracovni dny: Plati pro dny pracovniho klidu:
Email: epodatelna@szpi.qov.cz Email: rasff@szpi.gov.cz
Fax: 420-543 540 202

Tel: 543 540 111

Pozn.: VSude, kde je to moZné, poskytnéte obrazek anebo kopii etikety. V pfipadé, ze
pozadovanou informaci nemate, ponechte prislusné pole nevyplnéné.
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1 Notitcation type:
2 Notify¢ng country: —
3 Contad point reference n® )
4 Basis for the noffication: |
5 Relsted RASFF notificalion n™ =1
] Date of not¥fication: i
7 Counties flagged for action: Bt
HAZARDS:
=3 Hazard category; h 1
other: | |
-] Hazards found: =
10 | Results of the tests: . i/ analyical units
1 Countar anabysis: —— (I 4 analdicsl units
12 | Samgling | datess 7 7 . | /
13 n® of samples: ]
14 mehod: j
15 place:
other/name: |
18 Laboratory: - —3
17 Analysis sample treatment/ :)
analytcal matrix
18 mehed of analysis:
19 Pasons affected: —
20 Type of illness/symptoms: 1
PRODUCT:
21 Produdt category:
other: |
22 Produd telation to the product |
notfied in linked notification: other/moreinfo: |
< Produd name (on label) ]
24 Produd brand/ teade name: |
25 Jescription produdt aspect
(2.9 padaging):
26 barcode n*: 1
27 other labelling info: | ©
28 urit weighthwel I Gnits

H3cket y ORI 000 wrrhos 00
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LEGULATION (EC) N% 1782002 — Art, 51

BORDER REJECTION
GENERAL INFORMATION;
‘1 [ Notcaton typa: )
‘2 | Notiting country: =
'3 | Contact pont reference n™ =1
4 | Date of rotfioation:
HAZARDS:
& Hazard cstegony [=———————"{
other: 11
[ Hazards found: =
7 | Results of he tests Pt i analytical units
8 Counter anabysis: T analyticsd units
0 [Samgling | dates: . I / I
10 n*ofsamples: =5
T method: =1
|42 place: Qi oLarirs
other.
13 Laboratory: =mn
T Analysis sample =
treatment/
anatytcal matroc
18 mathed of
analysis:
10 Product category
other:
17 | Produd namea (en label)
18 | Produd | brand/trade name: | 10
10 descrlpion product aspect
. (2.0 packagingx
20 other labelingint: || 1
21 unithel weight: B o
RISK | MEASURES
22 | concem uman health
[ 2; Legslaton in breach: [INT0)
29 seope: m
25 max. pemittedlevel | analytioal units

BOre 1 w0ty Wam: gersion D1
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