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ABSTRAKT

V této préci byla sledovéna produkce stafylokokového enterotoxinu a mnoZzstvi bakterii
Staphylococcus aureus v kozim syru. Staphylococcus aureus byl zaockovan v riznych
fazich standardni vyroby Cerstvého koziho syra. Nebyla zaznamendna zddna produkce en-
terotoxinu, ale byl zji§tén mirny rozdil v poctech S. aureus v zavislosti na koncentraci star-
tovaci kultury a skladovaci teploté. Déle byl experiment zopakovan u vzorkl bez ptidavku
startovaci kultury. Zde byl rlst S. aureus intenzivnéjsi, nez u vzorkl standardnich syrd, a
to v zavislosti na teploté skladovani. Produkce enterotoxinu byla zjiSténa pii dosazeni po-
&tu 7 log KTJ.g"'. Pouzita metoda stanoveni ELFA je pro stanoveni produkce enterotoxin
vhodn4, ale finan¢né nakladna. Vysledky poukazuji na velky vyznam kontroly urovné po-
catecni kontaminace syrového mléka a pasterace, nutnost eliminace sekundarni kontamina-
ce, pouziti spravného vyrobniho postupu, monitorovani prubéhu kyselosti syrti a nutnost
dodrZeni stanovenych skladovacich teplot syrti. PocCet S. aureus nemusi spravné indikovat

pfitomnost stafylokokovych enterotoxinil, proto je nutna také kontrola jejich produkce.

Klic¢ova slova: Staphylococcus aureus, statylokokové enterotoxiny, ELFA, kozi syr
ABSTRACT

The aim of this work was observing staphylococcal enterotoxin production and number
Staphylococcus aureus in goat cheese. Staphylococcus aureus was innoculated in the vari-
ous stages of standard fresh goat cheese production. Production of enterotoxin was not
detected, but it was detected the small diference number of Staphylococcus aureus depen-
ding on the concentration of starter culture and storage temperature. The experiment was
also repeated at the samples without addition of starter culture. Growth of Stapylococcus
aureus was more intense than in standard cheese. It depended on storage temperature.
Production of enterotoxin was detected at the number 7 log KTJ.g"'. ELFA method used
for determining the production of enterotoxins seems suitable, but expensive. The result of
this work shows the importance of controll point of initial contamination of raw milk and
pasteurization. It is also necessary to eliminate secondary contamination, use proper
manufacturing process, monitore the acidity and the need of specified storage temperature
of cheese. Numbers of S. aureus may not indicate the presence of staphylococcal

enterotoxins, so it is also necessary to control their production.

Keywords: Staphylococcus aureus, staphylococcal enterotoxins, method ELFA, goat chee-
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UvVOD

Otazce kvality a bezpecnosti potravin a surovin Zivo¢iSného ptivodu je dlouhodobé véno-
vana trvald pozornost. Produkce bezpe¢nych a zdravych potravin a zajisténi vysoké urovné

ochrany lidského Zivota a zdravi je prioritou kazdé vyspelé spolecnosti.

Alimentarni onemocnéni jsou Svétovou zdravotnickou organizaci definovana jako ,,one-
mocnéni vyvoland infekénim agens nebo toxinem po konzumaci potraviny nebo vody*.
Onemocnéni se déli na alimentarni infekce a otravy (toxoinfekce a alimentarni intoxikace)
podle mechanismu vzniku onemocnéni. V piipad¢ alimentarni toxoinfekce kontaminova-
nymi potravinami pronikaji do gastrointestindlniho traktu patogenni bakterie, které se
ve stfevech pomnozuji a produkuji metabolity, jejichZz pisobeni na makroorganismus se
projevuje typickymi klinickymi pfiznaky, zejména prijmem a horeckou. Alimentarni into-
xikace zpusobuji exotoxiny, které se tvofi v potraviné pii pomnozovani bakterii. Vyskyt
hlagenych alimentarnich intoxikaci je v Ceské republice ve srovnani s alimentarnimi toxo-
infekcemi maly, protoZe jsou hlaSeny pouze piipady vyskytujici se v souvislosti s epidemi-

emi a ojedin¢lé piipady, vzhledem k rychlému priibéhu onemocnéni, hlaSeny nejsou.

Pfi hodnoceni nebezpeci onemocnéni z potravin je vSak tfeba vzit v tvahu vSechna hledis-
ka potravinového fetézce jako celku, protoze kazdy clanek miize mit potencidlni dopad
na bezpecnost potravin. Z hlediska vstupi mikrobiologickych agens do jednotlivych fazi
potravinového fetézce vyplyva, ze v kazdém tseku, od vyroby pres distribuci po prodej,
existuje moznost ovlivnéni zdravotni nezdvadnosti potravin. I kdyz u mikrobiologickych
Cinitelll je sice mozné, zejména tepelnym zdsahy, nebezpeci snizit, piipadné zcela elimino-
vat, v pfipadé produkce termostabilnich toxinli je nebezpeci vzniku alimentdrniho one-
mocnéni realné. Navic situace mize byt vyrazné zhorSena naslednym nespradvnym zacha-

zenim spotiebitele s potravinami €1 v oblasti spole¢ného stravovani.

Do obéhu je povoleno uvadét pouze potraviny bezpecné. Z mikrobiologického hlediska
nesmi obsahovat mikroorganismy, jejich metabolity nebo toxiny v mnoZstvich, které by
mohly pfedstavovat riziko pro lidské zdravi, coz je kontrolovano podle platné legislativy.
Ke kontrole se vyuzivaji metody konvencni, vyvoj novych metod vSak umoziuje vyuziti

metod alternativnich, které maji fadu vyhod.
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1 STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Stafylokoky patii k nejdéle studovanym bakteriim. Mezi prvnimi mikrobiology, ktefi si
uvédomili souvislost mezi kokovitymi bakteriemi a produkci hnisu, byli koncem 19. stoleti
Louis Pasteur a Alexander Ogston. Prvni druh, Staphylococcus aureus (S. aureus), identi-
fikoval némecky bakteriolog F. Rosenbach v roce 1884, v roce 1891 Welch objevil a ozna-
¢il ,,Staphylococcus epidermidis albus“. Tyto dva stafylokoky se od sebe 1isi schopnosti
redukovat enzym plazmakoagulazu. V dalSich letech ptibyval témét kazdy rok jeden stafy-
lokok za druhym a tento trend pokracuje. V soucasné dobé¢ je popsano 46 druha a 24 pod-

druh 17.

Stafylokoky jsou grampozitivni koky o priméru zhruba 1 pm, uspofddané jednotlive,
v parech, v tetradach, ve velmi kratkych fetizcich o nejvySe Ctyfech buiikach a predevsim
v nepravidelnych shlucich tvaru hroznti (fecky staphylé-hrozen). Jsou fakultativné anae-
robni, pouze S. saccharolyticus a S. aureus subsp. anaerobius jsou striktné anaerobni [2].
Stafylokoky jsou nepohyblivé a netvofi spdry. Pouzdro netvoii nebo jen omezené. Jsou
katalaza pozitivni, rostou v pfitomnosti 10 % NaCl. Patfi mezi mikroby pomérn¢ rezistent-
ni k zevnimu prostfedi, odolavaji vyschnuti, pfedevs§im v hnisu, 1 zahtivani na teploty ko-

lem 60 °C [3].

Nejvirulentnéjsim z 16 druhi stafylokokd, které se vyskytuji u ¢lovéka, je S. aureus [2].
1.1 Charakteristika Staphylococcus aureus

S. aureus je grampozitivni, fakultativné anaerobni, nesporolujici bakterie kokovitého tvaru,

koaguldzapozitivni a deoxyribonukledzapozitivni [4].).

Je vyznamnym patogenem pro Clovéka i zvitfata. Produkuje fadu toxint, z pohledu mikro-
biologie potravin je vSak jeho vyznamnou negativni vlastnosti produkce termostabilnich

enterotoxind, které zpiisobuji alimentarni intoxikace.

S. aureus roste v rozsahu teplot od 7 do 47,8 °C, nékteré kmeny S. aureus vsak mohou rist
pii teplotach nizsich, nez 6,7 °C [5]. Stafylokoky jsou schopny rtst pfi nizSich hodnotach
aktivity vody, neZ jiné patogeny. Jako minimalni ay, pro rist S. aureus je uvedena hodnota

0,86 [6], ale bylo prokéazano, Ze roste i pii ay 0,83 [7].
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S. aureus je komenzalni mikroorganismus, ktery se vyskytuje u 10 - 30 % lidské populace
na kizi nebo na sliznicich a nevyvoldva zadné potize [8]. Staci vSak sebemensi porucha
pfirozené odolnosti, aby se projevil jako patogen [3]. Pfi oslabeni imunitniho systému hos-
titele je S. aureus schopen vyvolat rliznd onemocnéni - kozni zénéty, pneumonie, osteo-
myelitidy, syndrom toxického Soku, syndrom opatené kiize, abscesy, bakteridlni endokar-
ditidy a sepse [8; 9]. S. aureus je také povazovan za jednoho z nejvyznamnéjSich ptivodct

alimentarnich intoxikaci.

1.1.1 Antigenni stavba S. aureus

Buné¢na sténa stafylokokli obsahuje peptidoglykan, kyselinu teichoovou a protein A. Sta-
fylokokovy peptidoglykan (murein) ma na vSech zbytcich kyseliny N-acetyl-muramové
tetrapeptidy, které jsou napfi¢ pospojované pentaglycinovymi mustky. Peptidoglykan
ucinkuje podobné jako endotoxin, podnécuje uvolnovani cytokinii z mikrofagl, aktivaci
komplementu a shlukovani krevnich desticek. Hlavni antigenni determinativou v§ech kme-
nu S. aureus je skupinove specificky polysacharid A slozeny hlavné z ribitolovych podjed-
notek kyseliny teichoové. Uplatituje se v adhezi na sliznice a rany, kde se kyselina teicho-
ova vaze na fibronektin. Protein A je hlavni bilkovinnou souc¢ésti bunééné stény spoleénym
skupinovym antigenem vétSiny kmenti. Dllezitd je jeho schopnost nespecificky reagovat
s Fc-fragmentem imunoglobulinil, ¢imz chrani stafylokoka pfed opsonizaci protilatkami,
jakoz 1 jeho schopnost ptisobit proti t¢inku komplementu a fagocyta. U nékterych, zejmé-
na mukoidnich kment, 1ze prokazat i kapsularni antigeny. Brani fagocytdze, existuji v 11

antigennich typech a vétsina klinicky vyznamnych izolati nalezi typu 5 nebo 8 [3].
1.1.2 Virulence S. aureus

Bunky S. aureus jsou vybaveny mnoha faktory virulence, které lze zhruba délit
na povrchové a extracelularni. Z povrchovych faktorti je to peptidoglykan, protein A a
pouzdro. Z dalSich pak vazana koaguldza neboli clumping factor, kterd vaze fibrinogen a
méni jej na fibrin, ¢imz vyvolava shlukovani stafylokokt. Dal§i povrchové proteiny se
vazou napft. na kolagen, elastin nebo fibronektin a umoziuji tak stafylokokiim adherovat
na tkan¢ hostitele. Extracelularni faktory virulence lze d¢€lit na enzymy a toxiny. K enzy-

mum patii koagulaza, katalaza, hyaluronidédza, lipazy, nukleazy, fibrinolyzin a penicilaza.

Mezi stafylokokové toxiny se fadi cytolyziny (hemolyziny), enterotoxiny a toxin syndromu

toxického Soku a exfoliativni toxiny [3].
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Virulence S. aureus je postavena na zaklad¢ schopnosti produkce velkého mnozstvi biolo-

gicky aktivnich latek, které se déli do tii nasledujicich skupin [10].

Mezi adhezivni faktory se fadi plasmakoagulaza (volnd koagulaza), clumping (shlukovaci)
faktor a n€kolik produktli polysacharidové podstaty obvykle oznacovanych jako sliz [10].
Slizy jsou exopolysacharidy tvofené béhem rastu bakterii [11]. Tyto produkty hraji vy-
znamnou roli pii tvorb¢ biofilmil. Zékladni strukturni jednotkou biofilmu jsou mikrokolo-
nie bakterii obklopené slizovitou mezibunéénou matrix, ktera je tvorena polysacharidy
produkovanymi mikrobidlnimi buiitkami ve formé& pouzder nebo uvoliiovanymi do okoli
jako exopolysacharid [12]. Buniky biofilmu se svymi vlastnostmi zdsadné 1i$i od volné se
vznasejicich bunék planktonickych, predevsim jsou vysoce odolné k zevnim vlivim. Lépe
odolavaji vysychani, fagim, toxickym latkam, latkdm desinfekénim 1 antibiotikiim. Bio-

filmy jsou obtizné€ odstranitelné a mohou byt pti¢inou az 80 % infekci v téle cloveka [13].

Volna koaguldza je protein s vyraznou enzymatickou aktivitou katalyzujici polymeraci
rozpustného fibrinogenu na fibrin. Patfi také mezi faktory umoziiujici bakteriim pfichyceni

k buiikdm makroorganismu a dokaze inhibovat fagocytozu [14].

Viazana koaguldza - clumping faktor - je povrchovy protein stafylokokd, ktery vaze fibri-
nogen. Vysledkem jeho plsobeni je jako u volné koaguldzy polymerace fibrinogenu

na fibrin. DalS8i povrchovy antigen - protein A - ma schopnost vdzat imunoglobuliny [14].

Do skupiny propagacnich a transportnich faktorii virulence se fadi hemolyziny [10]. Jsou
uvadény Ctyfi zndmé typy hemolyzini - a, B, v, 6 [15]. Typické kmeny S. aureus produku;ji
a-hemolyzin projevujici se Uplnou hemolyzou beranich erytrocyti v krevnim agaru
po 18hodinové inkubaci pii 37 °C [14]. Ze studie infekci u zvifat zahrnujici pneumonie,
mastitidy a ledvinové infekce vyplyva, ze a-hemolyzin je dilezitou vybavou bunék S. au-

reus a podili se na riznych onemocnénich [16].

Ochranné faktory a toxiny - toxické exoproteiny, napi. Panton-Valentiniiv leukocidin,
chrani stafylokoky pfed obrannymi mechanismy c¢lovéka nebo jsou piivodei toxikoz.
Do této skupiny se fadi exfoliativni toxiny (ETs), toxin syndromu toxického Soku (TSST-
1) a stafylokokové enterotoxiny (SEs) [10].
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1.1.3 Stafylokokové enterotoxiny

Z hlediska rizika onemocnéni z potravin je problémem schopnost pfiblizné 50 - 75 % kme-
na S. aureus produkovat ve vhodnych podminkéach extracelularni termostabilni enterotoxi-
ny (SEs). SEs patii do velké skupiny stafylokokovych a streptokokovych pyrogennich exo-
toxinl zodpoveédnych za alimentarni intoxikace a néktera alergicka onemocnéni [17; 18;
19]. V soucasnosti je znamo 22 typu stafylokokovych enterotoxint, které jsou oznacovany
pismeny A — U2 (W) [20; 21; 22]. SEs jsou kodovany ptislusnymi geny (sea - seu). U jed-
notlivych kmeni S. aureus se miize vyskytovat vice genil soucasné€, obvykle je zazname-
navan vyskyt dvojice genll seg a sei soucasné, i1 kdyz jsou popsany piipady, kdy se vysky-
toval pouze jeden z uvedenych gent [23; 24]. Pfitomnost enterotoxinogenniho genu vSak
jesté neznamena, ze stafylokokovy enterotoxin bude také produkovan [18]. Hlavni charak-

teristiky vybranych SEs jsou uvedeny v Tab. 1 [20].

SEs jsou proteiny o molekulové hmotnosti pohybujici se v rozmezi 24 - 29 kDa [25], jsou
slozené z jednoduchych polypeptidovych fetézcii s podobnym zastoupenim aminokyselin
u jednotlivych typti SEs. Polypeptidové fetézce obsahuji jednoduché disulfidické vazby a

jsou bohaté na lysin, kyselinu asparagovou a glutamovou a tyrosin [20; 26].
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Tab. 1. Hlavni charakteristiky vybranych SEs [20]

SEs Molekulg{\gla})lmotno st pl Umisténi genu
SEA 27,100 7,30 profag
SEB 28,336 8,60 chromozom, plazmid, transpozon
SEC, 27,531 8,60 plazmid
SEC, 27,531 7,80 ?
SEC; 27,563 8,10 ?
SEChovezi 27,618 7,60 ostrovy patogenity
SECvei 27,517 7,60 ?
SECkozi 27,600 7,00 ?
SED 26,360 7,40 plazmid (pIB485)
SEE 26,425 7,00 defektni fag
SEG 27,043 5,70 enterotoxigenni klastr (egc), chromozom
SEH 25,210 ? chromozom
SEI 24,928 ? egc, chromozom
SEJ 28,565 8,65 plazmid (pIB485)
SEK 25,539 6,50 ostrovy patogenity
SEL 24,593 8,66 ostrovy patogenity
SEM 24,842 6,24 egc, chromozom
SEN 26,067 6,97 egc, chromozom
SEO 26,777 6,55 egc, chromozom

? —udaje nebyly zjistény
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Nejcastéji se vyskytujici SE, ktery je zodpovédny za vyvolani stafylokokové enterotoxiko-
zy, je SEA. Gen sea kodujici SEA je nesen profagem PS42D a je slozeny
ze 771 para bazi, které koduji 257 aminokyselin [17; 27;]. SEB je protein slozeny z 239
aminokyselin, je snadno rozpustny ve vodé, stabilni vii¢i kolisavé teploté€ a neni inaktivo-
van ani nékolikaminutovym varem. V podob¢ aerosolu mize zpiisobit selhani mnoha or-
ganti a Sok a pfi inhalaci vysokych davek také smrt. V ptipad¢ alimentarnich intoxikaci se
LD50 pro ¢lovéka odhaduje na pikogramy SEB na kilogram télesné hmotnosti ¢lovéka.

SEB je studovan také jako mozna biologické zbran [28].
SED je druhy nejrozsifengjsi SE spojovany se stafylokokovou enterotoxikozou [17].

SEA a SED jsou nejcasté€jsi SEs vyvolavajici alimentarni intoxikace [29], pfitom sea a sed

patii k nejméné zastoupenym genlim u izolatl z potravin.

SEA a SEJ jsou pravdépodobné produkovany béhem exponencialni faze ristu S. aureus,
maximalni produkce SEB, SEC a SED je béhem ptechodu z exponencialni do stacionarni
faze ristu bakterii. Rozdily v kinetice se také odrazeji v mnozstvi naprodukovaného ente-
rotoxinu. Pfi stejnych denzitach produkénich kment S. aureus jsou SEs (SEA, SED, SEE a
SEJ) produkovany v koncentracich niz$ich nez 5 pg.ml”' pomnozovaciho média. SEB a
SEC jsou produkovany ve vétsi kvantit&, a to obvykle ve 100 pg.ml”" pomnozovaciho mé-

dia [30].

Optimalni podminky pro produkci enterotoxind se 1i§i podle typu SE a druhu potraviny.
Podminky vhodné pro pomnozovani S. aureus jsou vhodné obvykle i pro produkci SEs

(Tab. 2).

Tab. 2. Limity pro rust S. aureus a produkci enterotoxinu [31]

Faktor Rust bakterii Produkce enterotoxinil
Rozmezi Optimum Rozmezi
Teplota (°C) 7 - 48 40 - 45 10 - 48
pH 4,0-10,0 7,0 - 8,0 4,5-9,6
Vodni aktivita (ay) 0,83 ->0,99 0,98 0,87 ->0,99

Produkce SEs je ovlivnéna danymi podminkami jako jsou teplota, pH, ale také mnoZstvi
inokula a aktivita vody a,, [18]. Stafylokokové enterotoxiny jsou produkovany pii teplote

mezi 10 - 46 °C, optimum je mezi 40 - 45 °C [32]. Jako rozmezi pro produkci SEs je uva-
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déno pH 4,5 - 9,6 [31]. Enterotoxin A je produkovan pii minimalni ay, v rozsahu 0,79 -

0,90, zatimco pro produkci enterotoxinu B je minimélni hodnota ay, 0,97 [6].

Vzhledem ke slozeni a struktuie jsou SEs velice stabilni a odolné vii¢i piisobeni proteoly-
tickych enzymi jako je trypsin, chymotrypsin, renin a papain, ale jsou citlivé vii¢i pepsinu

[3: 17].

SEs jsou také termostabilni. Pfitomné patogenni mikroorganismy v surovin¢ lze inaktivo-
vat dostate¢nym tepelnym zahievem [33]. Termostabilni stafylokokové enterotoxiny, které
byly za vhodnych podminek naprodukovany jiz v suroving, se vSak mohou vyskytovat i
v potravinach vyrobenych z tepeln¢ upravené suroviny. Termostabilita toxinu je zavisla
zejmeéna na vnitinich faktorech potraviny, ve které je SE ptfitomen, zejména na pH, kon-
centraci soli a vodni aktivité [17]. Relativni tepelnd rezistence z déale uvedenych SEs je
neztraci svoji biologickou aktivitu ani po 28 minutovém zahievu pii 121 °C [17]. SEB si
udrzi biologickou aktivitu po zahtivani na 60 °C po dobu 16 hod a pH 7,3 [35]. Tepelnou
upravou SEC dochazi v zavislosti na pouzité teploté¢ a ¢asové expozici ke zméné serolo-
gickych reakci - zatimco po zdhfevu na 60 °C po dobu 30 minut nedos$lo ke zméné, piso-
beni teploty 80 °C po dobu 3 minut nebo 100 °C po dobu 1 minuty na SEA zptsobilo ztra-
tu funkce sérologické reakce [34].

Zéhtev v kyselém prostfedi mize vést ke ztrat€ imunologické a biologické aktivity SEs.
V nékterych ptipadech je v alkalickém prostiedi tepelna inaktivace spontanné reverzibilni.
Vyznamna je skutec¢nost, Ze SEs odolavaji podminkdm (zdhtev, nizké hodnoty pH a vodni

aktivita), pfi kterych dochéazi k usmrceni bakterii S. aureus [20].

1.1.4 Onemocnéni vyvolana S. aureus

Onemocnéni vyvoland S. aureus jsou nejcastéji hnisava, pfipadné s celkovymi toxickymi

pfiznaky, nebo jde o otravy z potravin

Ke vzniku stafylokokovych infekei predisponuji poranéni (vCetné popalenin a operacnich
ran, zvlasté po dlouho trvajicich bfisnich zékrocich), cizi télesa (implantované pomicky,
stehy), virové infekce (stafylokokova bronchopneumonie po chiipce), diabetes mellitus a
malignity (kvali poruSe funkce fagocytll), imunodeficity. Zatimco benigni koZzni infekce

jsou Casté, zavazné stavy s postizenim vnitinich organt a sepsi se obvykle vyskytuji jen
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u disponovanych jedincti. Charakteristickym rysem stafylokokovych infekei je sklon

k tvorbé ohrani¢enych abscest [3].

U S. aureus byly identifikovany a charakterizovany ctyii typy exfoliatinti - ETA, ETB,
ETC a ETD. Tyto exotoxiny (epidermolytické toxiny) zplisobuji koZni infekce u ¢lovéka a
nekterych zvitat. NejcastéjSimi puvodci lidskych epidermolyz jsou ETA a ETB. Syndrom
opafené ktize (,,Staphylococcal Scalded Skin Syndrom®) je pln€ rozvinutou generalizova-
nou formou onemocnéni projevujici se tvorbou puchyiil, rozsahlych erozi a odlupovanim
povrchovych vrstev pokozky [10]. Onemocnéni nazvané syndrom toxického Soku (TSS)
projevujici se horeckou, hypotenzi a polyorganovym postizenim zptsobuje TSST-1.
U tézkych ptipadt muaze koncit smrti. TSST-1 je podobné jako enterotoxiny superantige-
nem. JiZ v nepatrnych koncentracich zvySuje permeabilitu endothelii a zesiluje letalni G¢i-
nek endotoxinu [3]. TSS lze podle typu S. aureus vyvolavajiciho onemocnéni rozdélit
do dvou hlavnich skupin: non-menstrualni, ktery je vyvolan typem S. aureus zptusobujicim
infekce pokozky nebo sliznicnych membran a menstrualni spojovany se S. aureus vyskytu-

jicim se na cerviko-vaginalnim anebo oralné-mukéznim povrchu [36].

Alimentarni onemocnéni zptisobené enterotoxiny S. aureus je oznacovano stafylokokova

enterotoxikoza.

1.1.5 Stafylokokova enterotoxikéza

Ptitomnost S. aureus v potravinach piedstavuje potencialni riziko ohroZeni zdravi konzu-
menta diky schopnosti produkce SEs, které vznikaji v potraviné jako metabolické produkty
pfi mnoZeni té€chto bakterii. Stafylokokova otrava z potravin byla poprvé studovana v roce
1894 J. Denysem. Schopnost n¢kterych kment S. aureus zplisobovat otravy z potravin byla
kone¢né prokazana v roce 1930 G. M. Dackem [37]. Primarnim zdrojem kontaminace
S. aureus jsou savci a ptaci, 30 - 80 % lidské populace patii mezi nosice S. aureus a u jed-
né az dvou tfetin se u nich vyskytuji kmeny enterotoxinogenni. Ke kontaminaci potravin
pak dochézi béhem vyrobniho procesu pii nedodrzovani hygienickych zasad [38]. Prici-
nami vzniku onemocnéni z potravin jsou tedy v této souvislosti nedostate¢né chlazeni po-
traviny, nedodrZeni postupu piipravy jidla, nedostatecna osobni hygiena, kterd vede
ke kontaminaci potraviny, nevhodny teplotni a ¢asovy rezim upravy potraviny a uchovava-
ni potravin ve varném zafizeni pii teplotach vhodnych pro rast S. aureus a produkci toxint.

Negativni vliv na kvalitu potravin ma také nevhodna manipulace s nimi béhem pftipravy,
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hlavné v domdécnostech a v zafizenich s rychlym obcerstvenim, kde nejsou dodrZovany

hygienické zasady [39].

Mezi potraviny ¢asto davané do souvislosti se stafylokokovou enterotoxikdzou patii maso
a masné vyrobky, lahtidkové salaty, cukraiské vyrobky s krémy i mlé¢né produkty. S. au-
reus je hlavnim plivodcem intoxikace z mléka a mlécnych vyrobkii a v Evropé je

s konzumaci této komodity spojovano 4,8 % stafylokokovych intoxikaci [40].

Vyskyt kment S. aureus nesoucich nektery z gend, které koduji SEs, se pohybuje od 16
do 86 % podle toho, zda kmeny pochézeji ze syrovych nebo z tepeln€ upravenych potravin
[41]. Pfi nevhodném skladovani potravin miize dojit k pomnozeni bakterii a jiz pti poctech
10° KTJ.g" potraviny mize vytvofené mnoZstvi toxinu predstavovat pro konzumenta
zdravotni riziko [24]. Jsou uvadény dokonce hodnoty nizsi, a to v rozmezi 10°-10° KTJ .g'1
[42]. Poget S. aureus 10° KTJ.g" byl platnou legislativou - Nafizenim Komise (ES) &.
2073/2005 a Natizenim komise (ES) ¢. 1441/2007 stanoven jako hodnota kritickéd s ohle-

dem na produkci enterotoxint [43; 44].

Mnozstvi SEs potiebného k vyvolani onemocnéni u ¢lovéka neni pfesné znadmo, zavisi to
na individudlni citlivosti a hmotnosti jedince [31]. Za ptiznivych podminek (optimalni tep-
lota, pH, aktivita vody, koncentrace soli) je tfeba alespon 20 hodin k naprodukovani dosta-
te¢ného mnozstvi enterotoxinu [18]. Informace o alimentarnich intoxikacich udavaji, ze
pro nejucinnéjsi SEs se minimalni toxicka davka pohybuje okolo 200 ng na 100 g potravi-

ny [45]. Je uvadéna také minimalni infekéni davku SEA 100 ng [17; 19].

Stafylokokové gastroenteritida je zplisobena po pfijeti potravy, kterd obsahuje jeden nebo
vice enterotoxinl. Produkce enterotoxinti je spojovana ptedevSim s kmeny S. aureus, které
produkuji koagulazu a termonukleazu (TNaza), ale i nékteré druhy stafylokokt, které je
neprodukuji, jsou zndmy produkei enterotoxinti [37].

Stafylokokovéa enterotoxik6za ma velice rychly néstup 1 pribéh. Prvni pfiznaky intoxikace,
zumaci potraviny obsahujici SEs. Symptomy onemocnéni spontdnné vymizi po 24 hodi-
nach, maximalné do 48 hodin [46; 38; 20]. Mnoho ptipadii stafylokokové enterotoxikozy
je nezaznamendno z diivodu rychlého prubchu stafylokokové enterotoxikozy a podobnosti
tohoto onemocnéni s jinymi alimentarnimi intoxikacemi [42]. Pfi podezieni na stafyloko-

kovou enterotoxikozu je dilezité zajistit vySetfeni inkriminované potraviny jak na ptitom-
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nost S. aureus, tak na vyskyt SEs. Ty mohou byt v potraving pfitomny 1 v piipadé, ze bak-

terie S. aureus byly inaktivovany [30].

Podle vysledku monitoringu stafylokokovych enterotoxinti provedeném Statnimi veteri-
narnimi ustavy v Ceské republice v roce 2009 nebyly SEs detekovany ani v jednom piipa-

de¢ z celkem 200 vySetienych syrt (100 mekkych syrti a 100 patenych syri) [47].

1.1.6 Rezistence S. aureus

Svétovym problémem 21. stoleti se stava vyskyt patogennich mikroorganismii, které ziska-
ly rezistenci na bézn¢ pouzivana antibiotika. Mezi vyznamné mikroorganismy se fadi pie-
devS§im S. aureus, konkrétné€ jeho meticilin rezistentni kmeny - MRSA. Tyto kmeny byly
izolovany poprvé v roce 1961 u nemocnicnich pacientli ve Velké Britanii, od té¢ doby je
vyskyt MRSA sledovan celosvétoveé a je zaznamendm rostouci trend vyskytu. Pocatkem
90. let byl popsan vyskyt MRSA i v bézné populaci a v roce 2005 i u zvirat. Na zaklade
epidemiologickych a molekularnich charakteristik se kmeny MRSA d¢li na ,,hospital aqui-
red“ a ,,community-asssociated,, a odliSuji se navzdjem patogenitou a rezistenci
k antimikrobidlnim latkam [48]. V soucasné dobé& jsou sledovany kmeny i v oblasti veteri-
narniho 1ékafstvi, zejména u potravinovych zvitat [49]. Infikovana nebo kolonizovana zvi-

k dal§imu zpracovani [50].

Pti sledovani rezistence u kment S. aureus vyskytujicich se v kozim a ovéim mléce zvirat
s mastitidou byla detekovana v 31,3 % rezistence k penicilinu, v 29,9 % k ampicilinu, v 1,5
% k erytromycinu a ve 3,0 % k tetracyklinu [51]. Dal§im problémem je od roku 1997 zjis-

téna rezistence S. aureus na vankomycin, kmeny jsou oznaceny VRSA [52].
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1.2 Metody prikazu a stanoveni poctu S. aureus a metody detekce sta-

fylokokovych enterotoxint

K priikazu a stanoveni poctu S. aureus a k prikazu schopnosti produkce ¢i piimo produkce

stafylokokovych enterotoxint je mozno vyuzit celou fadu metod.
1.2.1 Metody priikazu a stanoveni potu S. aureus

VyuZiti selektivnich pid

Pro izolaci S. aureus se pouziva selektivni piida podle Baird-Parkera (BP) obsahujici chlo-
rid sodny a teluriCitan draselny jako selektivni agens a zloutkovou emulzi s pyruvatem
sodnym pro revitalizaci stresovanych a poskozenych bunék. Redukce teluriCitanu bakteri-
emi S. aureus vytvari charakteristické cerné kolonie, které jsou obklopeny zénou projasné-
ni. Tato zona je vysledkem pilisobeni lecitindzy na suplement - Zloutkovou emulzi [30].
Puda je ale také uréena k detekci ostatnich koagulazapozitivnich stafylokokt podle CSN
EN ISO 6888-1, 1999 [53].

S. aureus lze od ostatnich stafylokokl odlisit na zdkladé kombinace né&kterych vlastnosti
(morfologie a pigmentace kolonii, produkce volné koagulazy, termonukle4dzy a hemolyzi-
nu, detekce clumping faktoru a proteinu A v bunécné sténé, rezistence k novobiocinu a

polymyxinu B atd.) [3; 14; 39].

Polymerazova ietézovd reakce

K rychl¢ diagnostice alimentarnich onemocnéni slouzi metody, které umoznuji rychlou
identifikaci patogenii a poskytuji vysledky béhem n€kolika hodin. Dané pozadavky spliuje
metoda polymerazoveé fetézové reakce (Polymerase chain reaction-PCR), kterou lze pouzit
pro detekci rtiznych patogenti v klinickém materidlu nebo potravinach [54]. Metoda PCR
je zaloZena na schopnosti nukleovych kyselin za optimalnich podminek vytvofit parovanim
bazi komplementarni fetézec, ktery je specificky k hledanému tiseku genetického materialu
mikroorganismu. Specifické primery pro detekci S. aureus metodou PCR jsou zaméteny
na detekci genu pro termonukledzu (nuc), koagulazovy gen (coa), 5-enolpyruvylshikimat-

3-fosfat syntazovy gen (aroA), polynukleotidfosforylazovy gen (pnp) a dalsi [55].
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Pulzni gelova elektroforéza

Koncem 20. stoleti se pii epidemiologickych studiich zacala ve velké mife vyuzivat pulzni
gelova elektroforéza (PFGE), kterd umoziuje makrorestrikéni analyzu mikrobidlniho ge-
nomu [56]. Metoda je zalozena na gelové elektroforéze, pii které se periodicky méni smér
a/nebo intenzita elektrického pole. Periodické stfidani (pulzovani) elektrického pole ma
za nasledek zménu orientace DNA molekul v agar6zové matrici, coz vede k rozdéleni jed-
notlivych fragmentli DNA. Vétsi molekuly DNA se hiife a pomaleji reorientuji, nez frag-
menty malé, a proto je k jejich separaci nutné pouzit delsi pulzni ¢as [57]. PFGE je sice
casove narocna metoda, analyza trva nékolik dni, ale pro svoji reprodukovatelnost a opa-
kovatelnost je v porovnani s ostatnimi metodami zaméfenymi na molekuly stale pouzivana

a je oznacovana jako ,,zlaty standard* mezi molekularnimi typizacnimi metodami [58].
Systém TEMPO® STA

Kromé zminénych metod je pro stanoveni poctu S. aureus v potravinach mozno vyuzit 1
alternativni metodu TEMPO® systém za pouziti pracovni stanice TEMPO (bioMérieux,
Francie). Vysledek je ziskan na principu metody nejpravdépodobnéjSiho poctu mikroorga-
nismt (MPN, Most Probable Number) (Cochran, 1950). Systém TEMPO® STA je automa-
tizovany test zalozeny na enzymatickém principu. Je uréen pro piimé stanoveni poctu koa-
gulazapozitivnich stafylokokt (S. aureus) v potravinach. Vysledky hodnoceni a vhodnost

pouziti TEMPO" systému prezentovala fada autori [59; 60].

1.2.2. Metody detekce stafylokokovych enterotoxinii

Pro ur¢eni pfi¢iny alimentarniho onemocnéni je dostate¢nym diikazem detekce enterotoxi-
nu v potraving [30]. K tomu jsou bézn¢ pouzivany metody imunologické, molekularni bio-

logické a fyzikalné-chemické.
Imunologické metody stanoveni stafylokokovych enterotoxinii

Zakladem imunologickych metod je specificka reakce mezi antigenem a protilatkou. Anti-
genem byva buncéénd slozka sledovaného organismu, napf. specificky polysacharid
na vngj$i stran€ bunécné stény, bic¢ikovy protein nebo produkt ¢i toxin produkovany orga-
nismem beéhem ristu (Baylis, 2003). Zavedeni imunologickych metod, které detekuji a
konfirmuji specifické mikroorganismy a jejich toxiny, do oblasti mikrobiologie umozZnila

snadné dostupnost riznych komeréné vyrabénych set.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 21

PouzZivanymi imunologickymi metodami jsou: reverzni pasivni latexova aglutinace
(RPLA), enzymimunologickd metoda (ELISA), Western blot a fluorescenéni imunologicka

metoda (ELFA)

Nevyhodou téchto metod je jejich vyuziti obvykle jen pro detekci klasickych SEs (SEA,
SEB, SEC, SED, SEE). Detekovatelné mnozstvi se u jednotlivych metod li§i v zavislosti

na jejich senzitivité a specifité [61].
e Reverzni pasivni latexova aglutinace (RPLA)

Princip metody RPLA je zaloZen na reakci antigenu s protilatkami proti ptisluSnym toxi-
nim, které jsou navazany na latexové castice. Ve vzorku pfitomny toxin reaguje
s navazanou protilatkou za vzniku pouhym okem viditelné miizkové struktury - vyvlocko-
vani. Neni-li antigen ve vzorku pfitomen nebo je pod detekénim limitem testu, mfizkova
struktura se nevytvoii a latexové ¢astice vytvori na dn€ jamky mikrotitracni desticky tésné
uskupeni v podobé ,knofliku*“ [62]. Posuzovani pfitomnosti ¢i nepfitomnosti toxinu
ve vzorku zavisi také na mnozstvi testovaného toxinu. Vysledky mohou byt vyhodnoceny
jako faleSn¢€ negativni, a to v pfipad¢, kdy mnozstvi toxinu ve vzorku je niz$i, nez mez
detekce RPLA [18].

SET-RPLA (Denka-Seiken, Japonsko) slouzi k detekci SEA, SEB, SEC, SED piimo
ve vzorcich potravin nebo v kultivatnich médiich. Mezi SEA a SEE muze dochazet
ke ktizové reakci, a proto SET-RPLA neobsahuje specifickou protilatku pro SEE a kmeny
s produkci SEE jsou klasifikovany jako SEA produkujici [18]. Citlivost této metody se
pohybuje kolem 1 - 2 ng.g” (ml™") vzorku [30].

Metoda RPLA byla pouzita pro detekci SEA-SED a metoda multiplex PCR pro stanoveni
genu sea, seec, sed, seg, seh, sei, sej a sel. Jen 52 % kmeni s geny pro produkci SEs je také
produkovalo. SEC byl predominantni v kozim a ovéim mléce, zatimco v kravském mléce

je to SEA a SED [63].
e Enzymimunologickd metoda (ELISA)

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) je metoda vyuzivajici vysoce specifické
reakce mezi antigenem a protilatkou s navazanym enzymem, ktery St€épenim substratu vy-
vola barevnou zménu. Detekuje jednotlivé toxiny SEA - SEE nebo jejich sumy, ale i nékte-
ré nové typy SEs. ELISA testy detekuji 0,1 - 1,0 ng SE.g” (ml™) potraviny [30], a to

podle metody ptipravy vzorki pted analyzou.
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Specificka je sandwich ELISA. Princip této metody spociva v pouziti dvou protilatek, které
zachyti sledovany antigen. Cas potiebny pro provedeni a vyhodnoceni sandwich ELISA je

2 - 3 hodiny [64].
e  Western blot

Princip metody Western blot je podobny jako u metody ELISA, reakce probiha
na nitrocelul6zové membrané. Metoda je vysoce citliva a l1ze ji pouzit pro stanoveni nativ-
nich i tepeln& denaturovanych SEs. Detekéni limit je 100 pg.ml” nebo g”'. Metoda byla
napiiklad Gspé&$né pouzita pro identifikaci monoklonalnich protilatek proti stafylokokové-

mu enterotoxinu SEI [65].
e  Fluorescencni imunologicka metoda (ELFA)

Metoda ELFA (Enzyme-linked immunofluorescent assay) je opét zaloZena na specifické

reakci antigen-protilatka, substrat je enzymem Sté€pen na fluorescencni produkt (Obr. 1).

Protilatka
s alkalickou
fosfatazou

Y

Fixovana Enterotoxin = 4- methyl-umbelliferyl
protilatka fosfat

Obr. 1. Komplex antigen — protilatka s imobilizovanym

enzymem (bioMérieux, France)

Plné automaticky systém zaloZeny na metodé ELFA vyuZiva piistroj miniVIDAS® (Vitek
Immuno Diagnostic Assay System), (bioMérieux, France). VIDAS SET 2 (bioMérieux,
France) je test pouZivany pfistrojem miniVIDAS® pro detekci SEs (SEA - SEE)

v potravinach.
Vyhodou pfistroje miniVIDAS® je, e z vysledkii se d4 alespoii Gastené urdit mnozstvi
SEs v potraving [66] a dal$im kladem je, Ze se jednd o pln¢ automatizovany systém, diky

¢emuz ho lze vyuzit k vySetfovani Siroké skaly potravin [67].
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Nevyhodou je, Ze SEs pfitomné ve vzorku jsou detekovany jako suma a pfistroj urci pre-
devs§im jejich pfitomnost ¢i nepfitomnost. Z vysledki nelze vyvodit, ktery typ SE je

ve vzorku pfitomen.

Metoda ELFA ma pii vyuziti piistroje MiniVIDAS® vyrobcem deklarovanou hladinu citli-
vosti 0,5 ng.g”" potraviny pro SEA a SEB a 1,0 ng.g”' potraviny pro SEC - SEE. Pro SED
je detekéni limit u nékterych potravin vys§i, nez 1,0 ng.g” vzorku potraviny. Citlivost
pro jednotlivé SEs se muze liSit v zavislosti na druhu potraviny. Totéz plati i pro testy
stanovena az na 0,25 ng.g” vzorku. ProtoZe této citlivosti nelze dosahnout u kazdého
z detekovatelnych SEA - SEE a vysledky mohou byt také ovlivnény matrici testované po-

traviny, je presnéjsi brat hladinu citlivosti tak, jak je uvedena u metody ELFA.

Z ptipadii stafylokokovych enterotoxikoz plyne, ze i nizké koncentrace enterotoxinii mo-
hou vyvolat onemocnéni. Napiiklad v USA byla zjiSténa hromadna alimentarni intoxikace
po konzumaci ochuceného mléka, které obsahovalo mnozstvi SEA 0,5 - 0,75 ng.ml'1 [68].
Z tohoto ditvodu je tfeba vyuzit pravé metody, které jsou schopny detekovat velice nizké

koncentrace SEs v potraving.

Molekularni biologické metody stanoveni stafylokokovych enterotoxinii

V soucasné dobé€ jsou nejuzivangj$i metody v diagnostice zalozeny na polymerdzové fete-
zove reakci (PCR). Vyhody spocivaji piredev§im ve vysoké specificnosti, citlivosti, moz-
nosti standardizovaného pfistrojového provedeni s minimalnim mnoZzstvim biologického
materidlu potfebného k vySetfeni. Detekce nasyntetizovaného produktu Ize provadét gelo-
vou elektroforézou po rozstépeni specifickymi DNA4zami, sekvenaci nebo specifickymi
sondami. Modifikaci metodiky PCR je "real-time" PCR, kterd umoZiiuje na podkladé kon-
tinudlniho pfirdstku fluorescence, méfit kvantitu syntetizované DNA béhem nebo
po kazdém PCR cyklu. Metoda je rychlejsi, piesnéjsi, umoziuje kvantifikaci, nicméné
vyzaduje specificky termocykler s moznosti detekce fluorescence v kazdé reakéni jamce.

[69].
e  Polymerazova retézova reakce (PCR)

Nastup molekuldrnich metod v devadesatych letech 20. stoleti a dostupnost informaci
o sekvencich DNA u vSech znamych SEs umozZnily detekci specifickych enterotoxigennich

gent metodou PCR (Polymerase chain reaction). Tato metoda je specificka, citliva a rych-
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14, ale poskytuje pouze informace o pfitomnosti genll u izolati S. aureus. Jedna se o ptimé
stanoveni genii zodpovédnych za tvorbu toxind. Pfitomnost specifickych gent vSak auto-
maticky neznamend, ze ptislusné SEs budou kmenem S. aureus produkovany. Pro potvrze-

ni schopnosti produkce SEs je nutné pouzit dalsi metody, naptiklad na bazi ELISA [58].
Sledovani pribéhu reakce v libovolném okamziku umoziuje metoda Real time PCR.

Pti porovnani vysledkl ziskanych pomoci metody ELFA pii pouziti ptistroje VIDAS a
pomoci PCR metody byla stanovena u fady mikroorganismil, véetné S. aureus, 100% sho-
da v detekci patogenti a jejich toxinl [70]. Pti sledovani prevalence genl enterotoxinii ko-
agulazapozitivnich stafylokoki izolovanych z nepasterovaného mléka a mlécnych vyrobkt
a porovnani s vysledky stanovenymi pomoci SET - RPLA pro konkrétni toxiny (SAE -
SED) byly geny byly zjistény u 56,5 %, zatimco produkce toxind byla zaznamenéana pouze
u 39 % vzorku. I kdyZ pfitomnost enterotoxigennich kmenii nemusi znamenat jesté pro-
dukci toxint, autofi presto upozoriiuji na problém pii zajisténi vefejného zdravi a kombi-

naci metody RPLA a PCR povazuji za zaruku Gspéchu pfi analyze vzorka [71].
e  Metoda microarrays

Nevyhodou vySe uvedené PCR je ponckud omezend kapacita. PCR metoda je méné vy-
hodna v tom, Ze je obvykle omezena na analyzu jednoho patogenu, malou skupina piibuz-
nych patogenli nebo maly pocet relevantnich genid. Tento problém je feSen zavadénim tzv.
mikroCipil (microarrays). Microarray technologie umoziuje vyrazné rozsifeni z hlediska
poctu sekvenci DNA, které mohou byt analyzovany soucasné, coz umoznuje molekularni

identifikaci a charakterizaci n€kolika patogent a mnoho genti v jednom testu [72].

DNA ¢ip (DNA microarray) je technologie umoziujici molekularné-biologické analyzy
paralelniho razu, DNA microarray technologie jsou nejvice vyuzivany pro sledovani geno-

vé exprese, 1ze je vyuzit také pro detekci mutaci, analyzu genovych polymorfismi, atd.

Princip technologie DNA ¢ipu (GeneChip, DNA microarray) je pomérné jednoduchy. Za-
klad microarrays tvofi tii ¢asti rizného charakteru: nosic, cilové molekuly a molekuly sond
uloZzené na definovanych mistech (tzv. spoty) na microarray, jejichz souhra predstavuje

klicovy aspekt pro funkci celého systému.
Sondy - useky DNA (oligonukleotidy) nebo ¢cDNA (Gseky ziskané zpétnym piepisem
mRNA) se zndmou sekvenci jsou pfichyceny — naspotovany v poctu tisict - na sklenénou

nebo silikonovou desticku do matrice fadkd a sloupct. Fixované DNA s ptredvolenymi
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koordinaty se oznacuji také jako proby a reprezentuji konkrétni gen. Cilem je obvykle zjis-
tit, které geny jsou v zkoumaném biologické vzorku za urcitych podminek aktivni a které
naopak nejsou. Pfi analyze se Cip pokryje molekulami experimentalni DNA nebo RNA
z testovaného a referencniho vzorku znaCenymi fluorescencni barvou, které se komple-
mentarné vazi k sonddm. Nejjednodussi analyzou s pouZitim DNA ¢iptl je diagnostika, tj.
detekce pritomnosti nebo absence genové aktivity. V tomto piipadé jsou molekuly RNA
v biologickém vzorku fluorescen¢né oznaceny a inkubuji se s Cipem. V procesu tzv. hybri-
dizace si oznacené molekuly ve vzorku najdou svoje pary (stejné sekvence) na Cipu a vy-
tvoti stabilni komplex. Ostatni, nesparované molekuly se vymyji. Zbyvajici fluoreskujici
komplexy se detekuji laserovym skenerem, piiCemz praveé tyto reprezentuji geny, které
ve vzorku byly aktivni. Naopak nefluoreskujici odpovidaji genim, které byly v daném

vzorku ,,vypnuté“[73].

Pti simultdnni detekci sedmi stafylokokovych enterotoxini A, B, C1, D, E, G a I nachaze-
jicich se v jednom vzorku byla pouZzita metoda microarray s vyuzitim hydrogelovych mik-
ro¢ipl. Vyvoj metody véetné exprese a purifikace rekombinantnich toxinti zahrnoval i pfi-
pravu panelti monoklonalnich protilatek (MABs) proti toxiniim, vyrobu experimentalniho
bioCipu pro screening MABs a vybér optimalnich dvojic primérnich a sekundarnich proti-
latek pro kazdy toxin. Vybrané MABs maji vysokou cilovou afinitu. Metoda je urcena
pro kvantitativni analyzu toxint. Citlivost detekce dosahla 0,1 - 0,5 ng.ml'l, v zavislosti
na typu enterotoxinu. Hodnoceni pokusu prokézalo, ze citlivost, specifi¢nost a opakovatel-
nost navrhovaného testovaciho systému plné spliuji pozadavky pro tradi¢ni imunoanaly-
tické systémy. Diagnostické bioCipy zkratily dobu analyzy ze 17 na 2 hodiny bez ztraty
citlivosti. Tato metoda byla ispéSné testovana 1 na potravindch a biologickych mediich

[74].
Fyzikalné-chemické metody stanoveni stafylokokovych enterotoxinii

Alternativni metody vhodné pro stanoveni SEs v potravindch stanovuji SEs jako chemické

agens - proteiny s nizkou molekulovou hmotnosti.

Pro purifikaci SEs byla zavedena metoda na principu klasické iontové vyménné chromato-
grafie. Timto zplsobem ziskany SE muze byt ddle analyzovan chromatografickymi meto-
dami, naptiklad kapalinovou chromatografii s vysokou ucinnosti (HPLC - high performan-

ce liquid chromatography), kapalinovou chromatografii s reverznimi fazemi a elektromi-
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graénimi analytickymi metodami, jako je elektroforéza DSD-PAGE (sodium dodecyl

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) [26].

Tyto metody se jevi jako vhodné pro kvalitativni i kvantitativni stanoveni vSech zndmych

typl SEs v potravinach. Jejich nevyhoda je v tom, Ze nejsou standardizovany.
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2 KOZI SYRY

Chov koz, produkce mléka jako potraviny a jeho zpracovéani pfedev§im na syry ma v fadé
oblasti svéta i v Ceské republice velmi dlouhou historii a tradici. Chov koz dnes i pies niz-
kou produkci mléka plni vyznamnou ekonomickou a ekologickou tlohu. Kozi mléko a
mlécné vyrobky jsou hodnotnou a lehce stravitelnou potravinou a o zdravi pospéSnych
ucincich koziho mléka se v posledni dobé velmi diskutuje. Zajisténi bezpecnosti a jakosti
mléka a mléénych vyrobki, véetné kozich syr, stoji ve sttedu zdjmu vyrobeil 1 konzumen-

ta.
2.1 Kozi mléko

Kozi mléko, surovina pro vyrobu kozich syrti, obsahuje primérmeé 87,8 % vody, 12,2 %
susiny, 3,8 % tuku, 3,5 % bilkovin, 4,1 % laktoézy a 0,8 % popela. Ve srovnani s mlékem
kravskym obsahuje tuk v tukovych kapénkach mensi velikosti (1,5 - 3,0 um), vice vapniku,
drasliku, hot¢iku, fosforu a chloru, vitamint skupiny B a vitaminu A, ale méné kyseliny
listové a askorbové a vitaminu B12 [75; 76]. Obsah tukuprosté susiny ma byt podle STN
57 0520 (1995) Kozie mlieko nejméné 8,3 % [77]. Kozi mléko se odliSuje od kravského
hlavné tim, Ze hlavni o4-kasein kravského mléka je v kozim mléce zastoupen minimélné
nebo chybi. Proto je jeho konzumace vhodnou alternativou pro jedince trpici alergii na
kaseinovou bilkovinu kravského mléka [78]. Slozenim a vlastnostmi mléka u bilych krat-
kosrstych koz se zabyvala fada autorti a vSichni shodné uvadéji, ze obsah zakladnich slo-

zek vykazuje prikazné rozdily v zavislosti na plemeni a stadiu laktace [79; 80; 81; 82].

K produkci jakostnich mléénych vyrobki je tieba, aby mléko, zakladni surovina pro jejich
vyrobu, bylo co nejkvalitnéjsi. Fyzikalné-chemické vlastnosti mléka zaviseji nejen na jeho
chemickych slozkach, ale zejména na jejich vzajemném puasobeni. Podle pozadavku STN
570520 (1995) Kozie mlicko ma byt prim&rna specificka hmotnost nejméng 1,028 g.cm™ a
titracni kyselost mezi 5 - 8 SH [77]. Bod mrznuti je -0,5527 °C [83], pocet somatickych
bun&k 895 - 1875.10°.ml™ [84].

Mezi zakladni technologické vlastnosti mléka patii syfitelnost, kysaci schopnost, tepelna

stabilita a mikrobiologicka Cistota mléka.
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2.2 Kozi syry

Kozi mléko byva nejCastéji vyuzito k vyrobé kozich syri. Podle definice Vyhlasky ¢.
77/2003 Sb., kterou se stanovi pozadavky pro mléko a mlééné vyrobky, mrazené krémy a
jedlé tuky a oleje, jsou obecné syry mlééné vyrobky, vyrobené vysrazenim mlécné bilkovi-
ny z mléka piisobenim syfidla nebo jinych vhodnych koagulacnich ¢inidel, prokysanim a
oddélenim podilu syrovatky. Syry jsou touto vyhlaskou klasifikovany do jednotlivych sku-
pin, a to podle konzistence ve vztahu k obsahu vody, podle konzistence ve vztahu k obsahu

vody v tukuprosté hmoté syra, podle tuku v suSin€ a podle zrani (Tab. 3) [85].

Tab. 3. Klasifikace prirodnich syru podle zrani [85]

Syr Charakteristika
cerstvy
Syr nezrajici
termizovany
na povrchu
Syr zrajici syry s mazem na povrchu

prevazné v celé hmot¢ (anaerobn¢)

z toho plisiiovy syr s tvorbou charakteristické plisn¢€ na povrchu

s tvorbou charakteristické plisn€ uvnitt hmoty

dvouplisiiovy

2.2.1 Technologie vyroby syri

Zékladni technologie vyroby vSech druhti syrt je podobné a relativné malé zmény proce-
dur ve vyrobé¢ se projevuji rozdily ve finalnich vyrobcich. Mléko pted zpracovani na syry
prochazi fazemi Gprav, mezi které patii mechanické CiSténi a tepelné oSetfeni mléka paste-
raci (obvykle Setrnou), ktera je vyznamnym krokem k zajisténi bezpecnosti syrti. Teplotni
a Casove parametry jsou legislativné stanoveny Natizenim Evropského parlamentu a Rady
(ES) ¢. 853/2004, Natizenim Komise (ES) ¢. 1662/2006 [86; 87]. Pasterace ml¢ka se podle
legislativy dosahuje oSetienim vysokou teplotou po kratkou dobu, nejméné¢ 72 °C po dobu
15 sekund (Setrnd pasterace) nebo nizkou teplotou po dlouhou dobu, nejméné¢ 63 °C

po dobu 30 minut (dlouhodoba pasterace) nebo jakoukoliv jinou kombinaci teploty a Casu
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vedouci k rovnocennému ucinku, tak, aby se bezprostiedn¢€ po tomto oSetieni byla reakce
pii testu na alkalickou fosfatdzu, v pfipadech, kdy je test pouzitelny, negativni [86; 87].
Modifikace rezimu pasterace je provadéna podle ptislusného technologického postupu pro
konkrétni typ syra. Kazdy syr je charakterizovan urcitou hodnotou obsahu tuku v susSing,
proto se v navaznosti na zakladni oSetfeni provadi také standardizace mléka. Na farmach se
syry vyrabéji obvykle z nestandardizovaného mléka. Homogenizace smetany se vyuziva
pti ptipraveé mléka zvlasté pro vyrobu cerstvych syrti nebo syrii, u nichz je zZadouct lipoly-
za. Pridavek chloridu vapenatého (5 - 20 g na 100 kg mléka) zlepsi syfitelnost a pevnost
gelu. Pfidavek zakysovych kultur bakterii mlééného kvaSeni je nezbytnym pfedpokladem
vyroby vSech syrti a tvarohii. Funkce kultur Ize shrnout nasledovné: fermentace laktdzy a
tvorba kyseliny mlé¢né - snizeni pH ma i jisty konzervaéni ucinek, podili se na koagulaci a
podporuje odkapéni syfeniny, dale uplatnéni proteolytické a lipolytické aktivity v prub&hu
zrani, utvareni senzorickych vlastnosti a vliv na texturu a konzistenci syri.. Zakladni kultu-
rou je mezofilni smetanova kultura, ktera je podle typu syra doplnéna dal§imi kulturami.
Ptidavek kultur nasleduje po ohtati mléka na teplotu syfeni (obvykle 30 - 33 °C). SraZeni
kaseinu je zdkladnim procesem pii vyrobé syri. Kasein se srazi z mléka jednak pfi sniZeni
pH na hodnotu blizkou izoelektrickému bodu (kyselé srazeni), jednak piisobenim enzymi
(sladké srazeni). Pti kyselém srdzeni se uplatni kyselina mlé¢na vznikajici in situ ¢innosti
bakterii mlécného kvaSeni z laktdzy. Pti sladkém sraZeni dochdzi ke koagulaci mléka syfi-
dlem (chymosin, pepsin, mikrobidlni syfidla, rostlinnd sytidla), jde o enzymové Stépeni
specifické peptidové vazby v kaseinové frakci k. Po rozstépeni vazby vznikne para--
kasein a glykomakropeptid (primarni faze). V sekundarni fazi dochazi k tvorbé gelu, nutna
je ptitomnost vapenatych iontll. Nasleduje zpracovani syfeniny, vysledkem je vznik syro-
vych zrn a oddéleni Casti syrovatky. Zpracovani syfeniny zahrnuje krajeni, michani, pfi-
padné jesté dohfivani, dosouseni a prani zrn. Tyto operace podporuji synerezi syfeniny, tj.
smrStovani a uvoliovani syrovatky. Dalsi fazi vyroby je formovani syra v tvotitkach. Tvr-
dé syry se lisuji lisovacim zatizenim, mekké syry se formuji lisovanim vlastni vahou a ob-
racenim. Soleni zformovanych syrti ma vliv na chut’ syra, ale také ovliviiuje aktivitu kultur
a enzymu pii zrani syr a zpeviluje povrch syrii - syry se soli do zrna, na sucho ¢i v solné
lazni. S vyjimkou cerstvych syrt prochdzeji syry procesem zrani [88]. Zranim jsou ozna-
c¢ovany vSechny biochemické procesy, probihajici v syrech ptisobenim mikrobidlnich en-

zymd, pfipadné i enzymi syfidla ovlivitujicich vzhled, chut’, viini a konzistenci syru [89].
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2.2.2 Vyskyt S. aureus a stafylokokovych enterotoxini v kozim mléce a syrech

Situace v produkci koziho a ov€iho mléka, na rozdil od kravského mléka, ktery ma ptisné

vvvvvv

blémy s nizkou trovni hygieny v chovech [90].

Kozi mléko muze byt zdrojem fady patogennich mikroorganismii, proto je pro vyrobu syra
zvlasté dilezité, aby syrové mléko a mléko k vyrobé syrii obsahovalo co nejmensi celkovy
pocet mikroorganismi. Podle legislativy (Natfizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) €.
853/2004 ve znéni Natizeni Komise (ES) €. 1662/2006 je vyZzadovan maximalni celkovy
pocet mikroorganismil v 1 ml syrového koziho mléka 1 5000 000 (a v ptfipad¢ produkce
vyrobkli ze syrového mléka 500 000) [86; 87]. Narodni slovenska legislativa (STN
570520, 1995, Kozie mlieko) pozaduje maximalni celkovy pocet mikroorganismi jedno-
znatng, a to 5.10° v 1 ml a stanovuje také limitni po&et Staphylococcus aureus 2.10° KTJ

v 1 ml [77].

Pti sledovani vyskytu ¢ty vyznamnych patogent - Listeria monocytogenes, Staphylo-
coccus aureus, Salmonella spp. a Escherichia coli O157:H7 v mléce krav, ovci a koz pou-
zitém pro femeslnou vyrobu syrt byl v mléce S. aureus nalezen na 67 % sledovanych fa-
rem. Na kvalitu mléka a vyskyt mastitid ma velky vliv systém chovu koz a produkce mléka

[91].

Pti studiu vlivu riznych systémt produkce koziho mléka (intenzivni, polointenzivni a ex-
tenzivni) na farmach v okoli jihoafrické Pretorie na jeho mikrobiologickou kvalitu bylo
celkem vySetteno 270 vzorkli a v nejmens$i mife byla zjiSténa bakteridlni kontaminace
pfi extenzivnim zpisobu chovu (13,3 %) oproti 43,3 % v intenzivhim a 36,7 %
v polointenzivnim chovu. NejCastéjsi ptficinou mastitid byly shledany stafylokoky (85,7

%), z toho 14,3 % ptedstavoval S. aureus [92].

Mezi infekei S. aureus a poctem somatickych bunék je pozitivni korelace. V pribehu celé
laktace stada koz v Severni Italii byl proveden monitoring a stanovena pozitivni korelace
mezi chronickou infekci S. aureus a poctem somatickych bunék [93]. Jini autofi vSak uva-
déji, ze pocet S. aureus sice souvisi s potem somatickych bunék, ale zjistili korelaci niz-

kou (r=0, 40), vyssi korelace byly s celkovym poctem mikroorganismil (r=0,53) [94].

Vyskyt S. aureus v kozim mléce souvisi s rizikem tvorby SEs. Po izolaci S. aureus
z mlé¢nych filtrh a bazénovych vzorkii mléka, mj. také koziho mléka, byla v poloving izo-

latt prokazana produkce toxint [95]. Z 5671 vzorkl koziho mléka byl S. aureus detekovan
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pouze v 353 (6,2%), v 535 vzorcich kiize strukii a v 569 vzorcich ze sliznice nosni. Pro-

dukce SEs byla zaznamenana v 71,9 % pozitivnich vzorki [96].

SEC je uvadén jako predominantni toxin v kozim a ovéim mléce, zatimco v kravském

mléce je to SEA a SED [63].

S. aureus v syrovém kozim mléce byl vSak také prokazan u 69 % vzorkl a téméf vSechny
izolaty byly nosi¢i genu sec kodujiciho tvorbu stafylokokového enterotoxinu typu C
(SEC). Schopnost produkovat tento enterotoxin byla potvrzena metodou RPLA [97].
Pti hodnoceni 60 vzorkl syrového koziho mléka uréeného k vyrobé syra byly koagulaza-
negativni stafylokoky nalezeny u 54 vzorkii (90 %), pramé&rny zjistény podet byl 1,3 x 10°
KTJI.ml". U 26 vzorki (43 %) byl zjistén S. aureus v poétu > 10 KTJ .ml", primérny po-
et byl 1,2 x 10* KTI.mlI™. S. aureus byl v 23 % enterotoxinogenni, s pfevahou produkce

enterotoxinu C [98].

Vétsina patogennich mikroorganismu, které se vyskytuji v syrovém mléce, je znicena pas-
teraci, takze v syrech se mohou vyskytnout prevazné jen sporotvorné mikroorganismy a
enterokoky. Pfic¢inou vyskytu patogent jako je Streptococcus spp., Escherichia coli, Cam-
pylobacter spp., Listeria monocytogenes a Staphylococcus aureus aj. je postpasteracni kon-
taminace. Preziji-li mikroorganismy proces vyroby syr, mohou se vyskytnout ve findlnich
vyrobcich. Staphylococcus aureus je v syrech zjistovan z patogent nejCasteji. Stafylokoky
se pomnozuji v pocatecnich stadiich vyroby, kdy pH syra jesté nedosahuje nizkych hodnot.
Vzhledem ke specifi¢nosti téchto bakterii a slozitosti vyroby syra je nékdy velmi obtizné
odhadnout poc¢atecni hodnoceni rizika ptfezivani S. aureus v rlznych druzich syri [99].
Literarni udaje o frekvenci a podilu enterotoxigennich kmen, které zpiisobuji kontaminaci
syrd, jsou vyrazné odliSné. Produkce stafylokokového enterotoxinu SEA v kozich syrech
typu Camembert byla prokazana v syrech s inokulovanym kmenem Staphylococcus aureus
pfi inicidlnim poctu vyssich, nez 10> KTJ.ml" [100]. Jako infekéni davka potiebnd k vy-
produkovani mnozstvi enterotoxini schopnych vyvolat alimentarni intoxikaci je uvadéna 1
hodnota vyssi 10° - 10° KTJ.mlI™ [24].

V syrech vyrobenych ze syrového mléka nebyla produkce SEs imunologickymi testy pro-
kazana, ale 14 vzorkl z 33 vykazovalo geny sea, sec, sed, seg, sel, sej [101]. Pti sledovéani
vyskytu S. aureus v 181 vzorcich kozich syra ziskanych v obchodech, na tydennich a ze-
médelskych trzich bylo nalezeno 14 pozitivnich vzorkl. Z téchto vzorki bylo 64 izolath

charakterizovano biochemicky a geneticky, v€etné jejich potencialu produkovat stafyloko-
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kové enterotoxiny. Jeden izolat produkoval SEA, 18 izolath produkovalo SEK, zatimco

SEB, SED a SEE nebyly nalezeny [102].

Oproti mléku jsou v syrech podminky pro rist S. aureus a produkci SEs do jisté miry od-
lisné. Bacteriociny produkované bakteriemi mlécného kvaSeni se pfirozené vyskytuji i

v syrech a nékteré z bakteriocinl vykazuji protistafylokokovou aktivitu [103].
Dalsi bariérou jsou teplotni a casové podminky skladovani syra a jejich kyselost. V ptipade
cerstvych syrii pisobi jako inhibi¢ni faktor ristu S. aureus obsah kyseliny mlécné, diky

které je pH niZsi, nez 5,0 [99].
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2.3 Legislativa - S. aureus a stafylokokové enterotoxiny v syrech

Vyznamnym rizikem pfi konzumaci potravin Zivoc¢isného plivodu jsou mikroorganismy a
jejich toxiny zpusobujici alimentdrni infekce a intoxikace, ke kterym dochazi po poziti
tepelné neoSetfenych, nedostatené tepelné osetfenych nebo sekundarné kontaminovanych
potravin. VySetfenim zjisténé mikrobiologické ukazatele jsou hodnoceny podle legislati-
vou danych mikrobiologickych pozadavkd na mlécné vyrobky, které jsou zahrnuty
v Natizeni Komise (ES) ¢. 2073/2005 ve znéni Natizeni Komise (ES) ¢. 1441/2007, o mik-
robiologickych kritériich pro potraviny [43; 44].

S ohledem na zajiSténi bezpecnosti potravin a zdravi konzumenta a vzhledem k riziku
vzniku onemocnéni stafylokokovou enterotoxikdézou se nafizuje u vybranych kategorii
potravin stanovovat pocet koaguldzopozitivnich stafylokokl a prokazovat nepfitomnost

stafylokokovych enterotoxint [43; 44].

Podle pozadavku kapitoly 1. Kriteria bezpecnosti potravin vySe uvedeného natizeni se sta-

novuji stafylokokové enterotoxiny v syrech, suSeném mléce a suSené syrovatce.

Plan odbéru vzorkd je: n-5, c-0, limity m a M stanovuji, Ze SEs nesméji byt prokazany v 25
g potraviny. Stanoveni SEs se provadi pomoci Evropské scereeningové metody ke zjisto-
vani stafylokokovych enterotoxinlt v mléce a mlécnych vyrobcich, metody referencni labo-

ratofe SpoleCenstvi pro koaguldzopozitivni stafylokoky.
Fézi, na niz se kriterium vztahuje, jsou produkty uvedené na trh béhem doby udrznosti.

Stafylokokové enterotoxiny v mlécnych vyrobcich jsou vyhovujici, pouze pokud nejsou

zjistény v Zadné jednotce vzorku.

Podle pozadavku kapitoly 2. Kriteria hygieny vyrobniho procesu se stanovuji koagulazo-
pozitivni stafylokoky ve ¢tyfech skupinach mléénych vyrobki. Pokud je v nich zjistén po-
et koagulazopozitivnich stafylokokéi >10° KTJ/g, musi nasledovat vysetieni

na stafylokokové enterotoxiny, které nesméji byt v bezpecném vyrobku piitomny.

V CSN 56 9609 (2008) Pravidla spravné hygienické a vyrobni praxe - Mikrobiologicka
kriteria pro potraviny. Principy stanoveni a aplikace jsou uvedeny pro koaguldzopozitivni
stafylokoky (S. aureus a dalsi druhy), jakoZto bakterialni piivodce onemocnéni z potravin,
nejvyssi mezni hodnoty na g (ml) potraviny podle kategorie vyrobki (10> - 10° KTJ). Déle
jsou zde stanoveny tolerované hodnoty poctu koagulazopozitivnich stafylokokt

pro jednotlivé druhy, skupiny a podskupiny vyrobk.
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Stafylokokové enterotoxiny jsou v této normé uvedeny jako toxicky produkt mikroorga-
nismil, ve vSech potravindch musi byt vysledek vySetieni negativni - to znamend, ze ne-
sméji byt prokazatelné ve hmotnosti (objemu) vzorku uréené pouzitou metodou zkouSeni
[104].
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3 CILPRACE

Cilem této diplomové prace bylo:

e sledovat pocCty S. aureus v Cerstvych kozich syrech v prubéhu vyroby a sklado-
vani v souvislosti s produkei enterotoxint;

e detekovat soucasn¢ stafylokokové enterotoxiny produkované bakteriemi
S. aureus metodou ELFA pomoci piistroje miniVIDAS®;

e porovnat rust S. aureus a produkci stafylokokovych enterotoxinl v kozich sy-
rech a ve srovnavacich vzorcich;

e posoudit vliv davky startovaci kultury, doby kontaminace a skladovacich pod-
minek na rast S. aureus a produkci enterotoxinti;

¢ posoudit vhodnost pouzité metody stanoveni stafylokokovych enterotoxinti;

e zhodnotit riziko konzumace kozich syrti a moznosti jeho eliminace.
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II. PRAKTICKA CAST
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4 METODIKA

4.1 Material

Staphylococcus aureus

Kmen Staphylococcus aureus (S. aureus) CCM 5974 s produkci stafylokokového entero-

toxinu C pochazel z Ceské sbirky mikroorganismii Brno.
Suroviny a pomocné latky pro vyrobu syru

e  Syrové kozi mléko z farmy v Jihomoravském kraji Ceské republiky, které bylo zpaste-
rovano; z pasterovan¢ho mléka byly vyrobeny Cerstvé kozi syry a srovnavaci vzorky

e Lactoflora® smetanova - Cistd mlékatskd kultura (Lactococcus lactis subsp. lactis,
Lactococcus lactis subsp. cremoris, Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris, Leu-
conostoc mesenteroides subsp. dextranicum), Milcom, a.s., Praha, Ceska republika

e Smetanovy zakys 2% (SK) pfipraveny ze smetanové kultury a sterilniho mléka

e Syfidlo Fromase 750 TL, tekuta forma, koagula¢ni aktivita 750 IMCU/ml. DSM Food
Specialities, Heerlen, Holandsko

e Syfidlo o aktivité 1:1000 pfipravené fedénim z vySe uvedeného syiidla

e Chlorid vapenaty CaCl,, Ing. Petr Svec, Penta, Ceska republika

Kultiva¢ni média

e M 043 Baird Parker agar base (BP), HIMEDIA, India

e Selektivni suplement FD 046 Egg Yolk Tellurite emulsion, HIMEDIA, India

Reagencie

e 70% ethanol

e Fyziologicky roztok (9,0 g NaCl na 1000 ml aqua destillata)

e | MNaOH

e S5MHCI

e  Sterilni destilovana voda

e Set k detekci stafylokokovych enterotoxinti VIDAS Staph enterotoxin II (SET2) bio-

Mérieux, France
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Laboratorni pristroje a pomucky

e piedvazky KERN EMB 600-2, Kern&Sohn, GmbH, Germany

e biologické inkubatory, BMT, Brnénska medicinské technika, Ceska republika

e centrifuga HERMLE 233 H2, Hermle Laboratortechnik, Germany

e Densi-La-Meter, EMO, Brno, Ceska republika

e chladnicka, mraznicka, Electrolux, Germany

e dvouplastova nadoba s teplomérem a michadlem o objemu 5 1 - pastér, Tenez
Chot&bot, Ceska republika

e laboratorni autoklav, Sanyo, MLS 3781 L, Tega Sanyo Industry Co., Ltd., Japan

e piistoj miniVIDAS®, bioMérieux, France

e mrazici box, VIP Science -86 °C, Sanyo, Japan

e pH metr, pH 210, Microprocessor pH meter, Hanna-Instruments, Romania

e tiepacka MINISHAKER, MS 1, IKA-Works, USA

e vodni lazen, GFL, typ 1013, Geselschaft fiir Labortechnik mbH, Germany

e jednorazovy plastovy materidl (Petriho misky, mikrozkumavky typu Eppendorf,
Spicky, polyetylénové sacky), pipety, laboratorni sklo a dal$i pomicky

e nerezovée sterilni nddoby a pomicky (hrnce, misky, nabéracky, noZe, plachetky)

4.2 Metody

Déle je uveden postup vyroby vzorki, metodika pokusu a metody vySetieni.

4.2.1 Priprava vzorki

Syrové kozi mléko bylo pasterovano pii teploté 80 °C po dobu 30 s. Z divodu kontroly
mozné pritomnosti S. aureus v pasterovaném mléce byl proveden odbér mléka a vySetieni

na ptitomnost S. aureus, vysledek byl negativni.

Byly pfipraveny dvé série vzorki syra liSici se davkou startovaci kultury SK (I, II), obsa-
hujici S. aureus ve vychozim poétu 10° KTIml' v mléce (syry SA) a 10° KTJ.g"
v syrovém zrnu (syry SB). Dale byly pfipraveny srovnavaci vzorky A a B pro obé modelo-
vé situace zptsobu kontaminace syrii v témZe poétu S. aureus (10° KTJ.ml" resp.g™); jed-
nalo se o ,,sladké syry* vyrobené bez ptidavku startovaci kultury. Schéma postupu pii pfi-

praveé vzorkl je na Obr. 2.
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SA
SA 1T SAII SB1 SB 11
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CaCl, CaCl, CaCl, CaCl,
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syfidlo syfidlo syfidlo syfidlo
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' \ ¥ X
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A
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CaClz CaClz
S. aureus
syfidlo syfidlo
syroveé zrno
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¥ X
15°C 22 °C 15 °C 22 °C

SA,SA 1, SATII SB,SBI, SBII, A, B - oznaceni vzorkt, SK startovaci kultura, 15, 22 °C - skladovaci

teploty

Obr. 2. Postup pripravy vzorkii
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Popis postupu ptipravy vzorki:
Priprava syrii SA

Pti ptipravé vzorkl kozich syrti postupem A (SA I a SA II) byl S. aureus zaockovéan

do zpasterovaného mléka pred syifenim.
Postup vyroby:

Syrové mléko bylo zpasterovano pfi teploté 80 °C 30 s a zchlazeno na teplotu sytfeni 30 °C.
Do mléka byl zaoCkovan kmen S. aureus v takovém mnozstvi, aby bylo dosazeno vycho-
ziho po&tu 10° KTJ. ml™. Do mléka byl ptidan CaCl, v mnozstvi 0,18 g.I"' mléka, aby bylo
dosaZeno vhodné syfitelnosti. Déle byla do mléka zpracovdvaného na syry A I pfidana
smetanova kultura Lactoflora ve form& smetanového zakysu v mnozstvi 1 % z objemu
zpracovavaného mléka, do syrtt A II pak v mnozstvi 2 %. Déle bylo pfidano sytidlo o akti-
vité¢ 1:1000 a mléko bylo syfeno pii 30 °C 1 hodinu. Poté prob&hlo zpracovani syfeniny
krajenim na syrové zrno (kostky velikosti cca 3 x 3 cm). Po 30ti minutovém stani rozkréje-
né syfeniny (synereze a uvolnéni Casti syrovatky) bylo syrové zrno pfemisténo do sterilni
plachetky, ktera byla zavéSena nad odkapni misu a za souasného odkapavani syrovatky se
syr lisoval vlastni vahou. Teplotni a Casové podminky, za kterych probihalo lisovani a sou-
Casné prokysani syra, byly 22 °C po dobu 18 h. Vyrobeny syr byl zabalen do sterilniho

obalu, umistén do termostatl a skladovan.
Piiprava syrii SB

Pti ptipravé vzorkll kozich syrt postupem B (SB I a SB II) byl S. aureus zaockovéan

do fazového vzorku vyroby syrt - do syrového zrna.
Postup vyroby:

Postupem uvedenym u syr SA byla vyrobena syfenina a poté do zpracované syfeniny,
ve fazi vytvoreni syrového zrna po odlouceni ¢asti uvolnéné syrovatky, byl zaockovéan
S. aureus v takovém mnozstvi, aby bylo dosazeno vychoziho po&tu 10° KTJ. g hmoty.
Syrové zrno se zaoCkovanym S. aureus bylo pfemisténo do sterilni plachetky, zavéSeno
nad odkapni misku a syr byl lisovan vlastni vahou za soucasné¢ho odkapavani syrovatky.
Teplotni a ¢asové podminky, za kterych probihalo lisovani a soucasné€ prokysani syra, byly
22 °C po dobu 18 h. Vyrobeny syr byl zabalen do sterilniho obalu, umistén do termostatt a

skladovan.
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Piiprava srovndvacich vzorki

Pro porovnani dynamiky ristu poctu a tvorby toxinii v syrech byl pouzit ,, sladky syr* vy-
robeny stejnym zpusobem, jako syry SA a SB, ale bez piidavku startovaci kultury - smeta-

nového zakysu, takze se jednalo pouze o srazeninu.

Pro vyrobu srovnavaci vzorku A bylo zaockovano kmenem S. aureus pasterované mléko,
po ptidavku chloridu vapenatého a syfidla probéhlo syfeni (60 minut pfi teploté 30 °C),
zpracovani syfeniny na zrno, odlouceni ¢asti syrovatky (30 minut pii pokojové teplote)

(simulace stani rozkrajené syfeniny) a lisovani syra.

U vyroby srovnavaciho vzorku B byla postupem uvedenym vySe vyrobena syfenina a poté
do zpracované syfeniny, ve fazi vytvoieni syrového zrna po odlouceni ¢asti uvolnéné syro-

vatky, byl zaockovan S. aureus.

Po zaockovani byl vychozi pocet ve srovndvacich vzorcich obdobny jako u mléka pro vy-

robu syri SA a u syrového zrna pro syry SB, tj. 10’ KTJ.ml™ resp. g™

4.2.2 Skladovani a odbéry vzorku
Skladovani vzorki

Vzorky syrtt SA a SB syrti byly skladovany celkem 10 dni pfi teploté 15 a 22 °C. Srovna-
vaci vzorky byly skladovany za stejnych teplotnich a ¢asovych podminek jako syry SA a
SB.

Odbéry vzorki

K vySetteni byly vzorky syri sterilné odebrany na poc¢atku pokusu - po zaockovani S. au-
reus do mléka (SA) a syrového zrna (SB), v pribehu vyroby syra a pti skladovani ve sta-
novenych intervalech. Srovnavaci vzorky byly odebirany v odpovidajicich fazich. Vzorky

urcené k detekci SEC byly zamrazeny na teplotu -18 °C.

U syrit SA a srovnéavacich vzorkli A byly provedeny odbéry nasledujicich vzork:
- mléko po zaockovani S. aureus
- syfenina po ukonceni syfeni (zrno)
- syry po lisovani
- syrovatka

- syry skladované 1, 2, 5, 8, 10 dni
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U syrt SB a srovnavacich vzorka B byly provedeny odbéry nasledujicich vzork:

syrové zrno po zaockovani S. aureus

syry po lisovani

syrovatka

syry skladované 1, 2, 5, 8, 10 dni

4.2.3 Znacdeni vzorka

Vzorky syrt byly oznaceny SA, SB (podle faze zaockovani S. aureus), 1, II (podle davky
startovaci kultury), 15 a 22 (podle skladovaci teploty). Vzorky srovndvaci byly oznaceny
A, B. Znaceni je pouzito v kapitole Vysledky a diskuze. Vyrobni faze a den skladovani,
kdy byly vzorky odebirany, jsou v textu popsany slovné. V obréazcich jsou vyrobni faze
oznaceny pismeny a-h. Znaceni vzorki je vysvétleno v kapitole Seznam pouzitych symbo-

10 a zkratek.

4.2.4 VysSetieni vzorki

Vysetteni vzorkti syri SA a SB vzorkl srovnavacich A a B zahrnovalo stanoveni poctu
S. aureus na pud¢ Baird-Parkera. Soubézné bylo provedeno méteni aktivni kyselosti vzor-

k. Stanoveni stafylokokového enterotoxinu SEC bylo provedeno metodou ELFA na pfi-

stroji miniVIDAS®, bioMérieux, France.

Stanoveni poctu S. aureus pomoci klasické kultivacni metody

Zpracovani vzorkd syrti pro mikrobiologické vysetfeni bylo provedeno podle CSN ISO
7218 (2008) [105]. Stanoveni poctu S. aureus bylo provadéno plotnovou metodou
podle CSN EN ISO 6888-1 (1999) s pouzitim agarové pudy podle Baird-Parkera, inkubace
probihala pfi teploté 37 = 1 °C po dobu 24 + 2 hodiny a 48 + 2 hodiny [53]. Zji$téné pocty
S. aureus byly prevedeny na logaritmickou hodnotu (log KTJ.ml™ resp. g™).

Stanoveni aktivni kyselosti mléka fazovych vzorkit a syri

Kyselost mléka, fazovych vzorkli odebiranych pti vyrobé syrii a syra skladovanych do 5.

dne byla stanovovéna pomoci pH metru.
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Stanoveni produkce stafylokokovych enterotoxinii metodou ELFA (miniVIDAS®)

Ke stanoveni SEs byla pouzita fluorescencni imunologicka metoda. PIn¢ automaticky sys-
tém zaloZeny na metodé ELFA (enzyme-linked immunofluorescent assay) vyuziva pfistroj
miniVIDAS®. ELFA je metoda zaloZena na specifické reakci antigen-protilatka, SEs pii-

tomné ve vzorku ptistroj detekuje jako sumu, bez rozliSeni a kvantifikace typu SEs.

Testy vyuzivané piistrojem miniVIDAS® se skladaji ze dvou &asti. Prvni &asti jsou ,,pipe-
ty*, oznaCované jako komirka s pevnou fazi (SPR), jejichz vnitini ¢ast je potaZena proti-
latkou specifickou k hledanému antigenu. Druhou ¢asti je reagenéni strip sloZzeny z deseti
jamek (Obr. 3). Prvni z nich je prazdna, do ni se pipetuje vzorek. DalSich osm jamek obsa-
huje promyvaci roztoky nebo reagen¢ni roztoky, konjugat z ¢asti tvofeny alkalickou fosfa-
tdzou a substrat 4-methyl-umbelliferyl fosfat. Hledany antigen se navadZe na protilatku
uvnitt SPR a v pribéhu promyvacich kroki se odstrani nenavazané slozky vzorku. Fluoro-
genicky substrat 4-methyl-umbelliferyl fosfat pouzivany v testu je enzymem alkalickou
fosfatazou navazanou na komplex antigen-protilatka konvertovan na fluorescentni produkt
4-methyl-umbelliferon. Posledni jamka stripu je opticka kyveta, ve které je zmétena inten-

zita fluorescence pomoci fotodiodového fluorimetru [62].
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Obr. 3. MiniVIDAS® reagencni strip s komiirkou

s pevnou fazi (SPR) [62].
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Priikaz pfitomnosti stafylokokovych enterotoxini metodou ELFA byl proveden

nasledujicim postupem zpracovani vzorkli a stanovenim:

Zpracovani vzorkd bylo provedeno podle pokyn vyrobce testi. Odebrané vzorky syrt a
srovnavaci vzorky byly zmrazeny a uchovavany v mrazni¢ce. Po rozmrazeni byly vzorky
homogenizovany v poméru 10 g vzorku a 90 ml sterilniho fyziologického roztoku. Nasled-
né bylo upraveno pH homogenatu na hodnotu mezi 3,5 - 4,0. Odstiedovanim po dobu 20
minut pii 3000 rpm byl ziskan Ciry supernatant, ktery byl odpipetovan a bylo upraveno
jeho pH pomoci 1 M NaOH na hodnotu v rozmezi 7,5 - 8,0. Po dal§im odstfedéni byl zis-

kan kone¢ny vzorek.

Tento vzorek byl aplikovan pfimo do reagencniho stripu VIDAS SET 2. 500 pl vzorku
bylo napipetovano do 1. jamky reagen¢niho stripu VIDAS SET 2 a strip vloZen
do piistroje miniVidas®. Produkce SEs byla vyjadiena jako hodnota relativni fluorescence

(relative fluorescence value - RFV) a vyhodnocena jako pozitivni ¢i negativni.

4.2.5 Vyhodnoceni vysledku vySetieni

Ze zjisténych vysledkd byla vyhodnocena dynamika ristu S. aureus a produkce SEC
v zé&vislosti na vyrobni fazi, kdy byly vzorky zaockovéany, na ddvce startovaci kultury a
na teploté a dob¢ skladovani vzorku. Bylo provedeno vzajemné srovnani vysledka vysetie-

ni syrd, srovnani s legislativou a s vysledky vysetteni srovnavacich vzorkt.

Bylo provedeno statistické vyhodnoceni - stanovena statisticka vyznamnost rozdil zjisté-
nych vysledkl srovnanim vzdjemnych vztahli dvou vybéri pomoci Mann-Whitneyova
neparametrického testu. Byly porovnavany rozdily u souborli dat odraZejicich vliv vzdy
jednoho sledovaného parametru (vliv faze zaockovani S. aureus, vliv davky startovaci kul-

tury, vliv skladovaci teploty) [106].
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Dynamika zmén poctu S. aureus a produkce enterotoxinu v syrech

V pribéhu deseti dni byla sledovana dynamika zmén S. aureus ve ctyfech modelovych
vzorcich kozich €erstvych syrti vyrobenych se zménami v technologickém postupu, lisicich
se 1 fazi vyroby, kdy doslo k zaockovani S. aureus. Skladovanim vzorkli ve dvou odlisnych

teplotnich podminkach se pocet modelovych vzorki znasobil na osm.

Startovaci kultura ve form¢ smetanového zékysu byla pfidana ke kozimu mléku v mnoZstvi
1 % a2 %, S. aureus byl zaockovan jednak do pasterovaného mléka, jednak do syrového
zrna. Skladovaci teploty 15 °C a 22 °C simulovaly teploty pfi nedodrZeni chladiciho fetéz-
ce €1 teplotu prostiedi. Srovnavaci vzorky byly pfipraveny jako vzorky syra, ale bez pii-

davku startovaci kultury a byly skladovany za stejnych podminek jako syry.

Vysledky modelovych pokusti v nasledujicich tabulkdch a textu piedstavuji moznou
sekundarni kontaminaci Cerstvych syrii bakteriemi S. aureus béhem vyroby, pficemz byla
porovnana dynamika zmén poctu S. aureus v zévislosti na zptisobu a fazi vyroby, kdy
ke kontaminaci doslo, pH a na teplotnich podminkéch skladovani. Soub&zné se zménami
poctu S. aureus byla sledovana produkce stafylokokového enterotoxinu SEC vyjadrena
jako RFV (hodnota relativni fluorescence) pomoci metody ELFA za pouziti pfistroje mi-
niVIDAS® (bioMérieux, France). Stafylokokové enterotoxiny piistroj stanovuje jako su-
mu, ale vzhledem k tomu, ze testovany kmen mél potvrzenou schopnost produkce pouze

SEC, suma odpovida tomuto enterotoxinu.

Dynamika zmén poctu S. aureus a produkce SEC v syrech byly porovnany vzajemné, dale
se srovnavacimi vzorky a s poctem S. aureus stanovenym legislativou jako rizikovy

pro produkei SEs (10° KTJ.g™) [43,44].

V nasledujicich tabulkach (Tab. 4 - 15) jsou zaznamenany pocty mikroorganismt vyjadie-
né v log KTI.ml™" v mléce resp. log KTJ.g" v syrech a srovnavacich vzorcich. Pribéh pro-
kyséavani syrti do 5. dne skladovani je vyjadfeny hodnotami aktivni kyselosti (pH). Produk-

ce enterotoxini je uvedena jako negativni ¢i pozitivni (neg., poz.).

Porovnani dynamiky zmén poctu S. aureus a produkce toxinli (RFV) je patrné predevSim

z obrazka (Obr. 4 - 7).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 46

5.1.1 Dynamika zmén poctu S. aureus a produkce enterotoxinu v syrech SA

Pii ptipravé modelovych vzorkl syri SA (SA I a SA II) bylo toxinogennim kmenem
S. aureus s produkci SEC zaockovano po mléko po pasteraci a zchlazeni na teplotu syfeni.
Pti ptipravé syri byla pouZzita odliSnd davka startovaci kultury (smetanového zakysu),
pii vyrobé syri SA 11 %, v ptipadé syri SA II 2 %. Po zaockovani mléka probéhla faze
syfeni mléka pfi teploté 30 °C po dobu 1 hodiny, krajeni a uvolnovani syrovatky za syne-

reze syfeniny po dobu 30 minut. Poté probé&hlo lisovani syra pfi teploté 22 °C 18 hodin.

ZaoCkovani pasterovaného mléka S. aureus simulovalo disledek nedostate¢né pasterace
mléka, kterou miize S. aureus ptezit, nebo disledek sekundarni kontaminace pasterované-
ho mléka z vyrobniho prostiedi (kontaminované nadoby, naradi, biofilmy ¢i pracovnici

s infekcei ¢i nosi¢stvim S. aureus).
Dynamika zménu poctu S. aureus a produkce enterotoxinu v syru SA 1

Pti sledovani ristu S. aureus a produkce SEC v syru SA 1 (Tab. 4) bylo zjisténo, zZe
pii vyrobé doslo po fazi syfeni mléka jen k mirnému zvySeni poctu v ramci téhoz log fadu.
Zvyseni o vice nez 1 log tad je vSak patrné po vylisovani syru, tj. za dalSich 18,5 hodiny
po zao&kovani mléka, a to z po&ateéni hodnoty v mléce 3,58 log KTJ.ml™' na hodnotu 4,88
log KTI.g™". V syrovatce byl zjiitén mirné nizsi podet S. aureus, nez ve vylisovaném syru.
Za dobu lisovani a soucasn¢ prokysavani syra doslo k poklesu pH syra z 6,72 na 5,01 pH,

v syrovatce byla zjiSténa hodnota vyssi.

Tab. 4. Dynamika zmén poctu S. aureus (log KTJ.mlI' resp g) a produkce enterotoxinu

v syru SA 1 v pribehu vyroby

Faze vyroby syru Sledované parametry

log pH SEC
Pasterované mléko 3,58 6,72 neg.
Syrove zrno 3,62 6,28 neg.
Vylisovany syr 4,88 5,01 neg.
Syrovatka 4,76 5,05 neg.

log - log KTJ.mI" resp. g”'; pH - aktivni kyselost; SEC - stafylokokovy enterotoxin C
g - log
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Pii skladovani syru SA T (Tab. 5) pii 15 °C doslo k dalsimu zvyseni na 5,11 log KTI.g"
(1. den), a také pii skladovani syra pfi teploté 22 °C byla pekrocena hranice 5 log KTJ.g™
(5,08 log KTJ.g™"). Pii dal§im skladovani pti obou teplotach byly zaznamenany poéty v 4
log KTJ a poté v 3 log KTJ.g"'. Pfi vyssi teploté byla redukce poétu v priibdhu skladovani
rychlejsi a byly zjiStény niz8i hodnoty. Kyselost syra klesala z pocatecni hodnoty pH 6,72
pii skladovani pii 15 °C na pH 4,66 a pti 22°C aZ na pH 4,59.

Tab. 5. Dynamika zmén poctu S. aureus (log KTJ.g") a produkce enterotoxinu v syru SA I

v pritbéhu skladovani

Doba Teplota skladovani syru/sledované parametry
skladovani syru 15°C 22 °C

(dny) og pH SEC Tog pH SEC
1 5,11 4,80 neg. 5,08 4,76 neg.
2 4,93 4,72 neg. 4,48 4,69 neg.
5 3,92 4,66 neg. 3,61 4,59 neg.
8 3,62 - neg. 3,26 - neg.
10 3,38 - neg. 3,36 - neg.

log - log KTJ.g™'; pH - aktivni kyselost; SEC - stafylokokovy enterotoxin C

Ve vzorcich SA I nebyla produkce SEC prokdzana, i kdyz v ¢asovém tseku mezi vyliso-

vanim syry a skladovanim 1 den poéty S. aureus dosahly kritickych hodnot 10° KTJ.g™.

Dynamika zmén poctu S. aureus a produkce enterotoxinu v syru SA 11

V piipadé vyroby syru SA II byl vychozi pocet S. aureus v mléce, stejné jako u SA I, 3,58
log KTJ.ml". P¥i vyrobé syru byla pouzita vyssi davka smetanového zakysu (SK).

Jak je patrné z Tab. 6, po uplynuti doby syfeni doslo k obdobnému mirnému zvyseni poctu
S. aureus v rdmci téhoz log fadu a po vylisovani syru ke zvySeni o témét 1 log tad (4,58
log KTJ.g™). V syrovatce byl zjistén mirn& vyssi poet S. aureus, nez ve vylisovaném syru.
Za dobu lisovani a soucasné prokysavani syra doslo k poklesu pH syru z 6,72 na 4,77 pH,

zatimco u syrovatky byla zjiSténa hodnota pH o malo vyssi.

Pti porovnani syrit SA I a SA II byly zjiStény niz8i po€ty u SA II jiz v dobé syfeni, ale

zvlasté ve vylisovanych syrech a dale v prvnich dnech skladovani.
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Tab. 6. Dynamika zmén poctu S. aureus (log KTJ.ml' resp g') a produkce enterotoxinu

v syru SA Il v prubéhu vyroby

Féaze vyroby syru

Sledované parametry

log pH SEC
Pasterované mléko 3,58 6,72 neg.
Syrove zrno 3,60 6,23 neg.
Vylisovany syr 4,58 4,77 neg.
Syrovatka 4,63 4,78 neg.

log - log KTJ.mI" resp. g pH - aktivni kyselost; SEC - stafylokokovy enterotoxin C
g - log

V pribéhu skladovéani syru SA II pfi teploté 15 °C pak doslo ke zvySeni poctu S. aureus:

po jednom dni skladovéani na 4,91 log KTJ.g'; od 2. dne je patrna stagnace poétu, nasledn&

pak pokles, ktery pokracoval az do konce sledovani a doséhl 3,28 log KTI.g" (Tab. 7).

Pti skladovéani syru SA 1 pfi teploté 22 °C byla situace obdobnd, zvysSeni bylo mirné (4,85

log KTJ.g") a od druhého dne klesal podet az na 3,08 log KTJ.g"10. den (Tab. 7). Prib&h

poklesu pH byl obdobny jako u syra SA 1, dosazené hodnoty byly ve srovnani s SA I nizsi.

Tab. 7. Dynamika zmén poctu S. aureus (log KTJ.g") a produkce enterotoxinu v syru SA II

v pritbéhu skladovani

Doba Teplota skladovani syru/sledované parametry
skladovéni syru 15°C 22 °C

(dny) log pH SEC log pH SEC
1 491 4,73 neg. 4,85 4,7 neg.
2 4,62 4,64 neg. 4,36 4,62 neg.
5 3,75 4,60 neg. 3,41 4,56 neg.
8 3,59 - neg. 3,43 - neg.
10 3,28 - neg. 3,08 - neg.

log - log KTJ.g™'; pH - aktivni kyselost; SEC - stafylokokovy enterotoxin C

Produkce SEC nebyla prokazana v zadné fazi vyroby syra SA II, hodnota RFV byla vy-

hodnocena ve vSech ptipadech stanoveni jako negativni.
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5.1.2 Dynamika zmén poctu S. aureus a produkce enterotoxinu v syrech SB

Zaockovani syrového zrna simulovalo mozZnost sekundarni kontaminace, kdy vstupuji
do pfimého kontaktu se surovinou pracovnici syrarny pifi ru¢nim rozhrnovani zrna do tvofi-

tek v syrafské vané a nasledné pti manipulaci s vylisovanymi syry.

Pti piipravé modelovych vzorkil syri SB (SB I a SB II) byla toxinogennim kmenem
S. aureus zaoCkovana zpracovana syfenina - syrové zrno - po odlouceni ¢asti uvolnéné
syrovatky. Zpracovani suroviny do faze vylisovani syrit bylo tedy oproti syrim A kratsi
o dobu syfeni a ¢astecného odlouceni syrovatky, tedy o 1,5 hodiny. Stejné jako pfi vyrobé
syra SA, také pii vyrobé syri SB byly pouzity dvé odlisné davky startovaci kultury
pro vyrobu syrta B I (1 %) a syrt B II (2 %). Dalsi postup vyroby byl shodny s vyrobou
syri SA.

Dynamika zmén poctu S. aureus a produkce enterotoxinu v syru SB 1

Pii pokusech se syry SB I byl vychozi poéet S. aureus v syrovém zrnu 3,72 log KTJ.g",
ve vylisovaném syru byl zjiSténa obdobnéd dynamika rastu, jako u pokusu se syry SA, coz

znamena dosazeni 4 log KTJ. g'1 zrna (Tab. 8).

Tab. 8. Dynamika zmén poctu S. aureus (log KTJ.g" resp mI') a produkce enterotoxinu

v syru SB I v prubéhu vyroby

Faze vyroby syru Sledované parametry

log pH SEC
Syrove zrno 3,72 6,62 neg.
Vylisovany syr 4,83 4,88 neg.
Syrovatka 4,85 4,94 neg.

log - log KTJ.mI" resp. g'; pH - aktivni kyselost; SEC - stafylokokovy enterotoxin C

O cca 0,25 log fadu se zvysil pocet S. aureus pii skladovani syru pii teploté 15 °C 1 22 °C,
po skladovéani 1 den po&et presahl hranici 5 log KTJ.g", pak jiz ke zvySovani poétu nedo-
Slo, nésledoval pokles poctu S. aureus. Obdobny pokles poctu, i kdyz v ramci téhoz log
fadu, byl zjistén pii skladovaci teploté 22 °C, pocty vSak byly (s vyjimkou 8. dne) nizsi.

Hodnota pH se snizovala v zavislosti na teploté skladovani az na hodnoty 4,63 a 4,59.

Tvorba toxinu nebyla ani u syru SB I prokazana, i kdyz pocet S. aureus ptesdhl mirn¢ sta-

novenou kritickou hodnotu 10° KTJ.g"' po jednom dni skladovani (Tab. 9).
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Tab. 9. Dynamika zmén poctu S. aureus (log KTJ.g") a produkce enterotoxinu v syru SB I

v prubéhu skladovani

Doba Teplota skladovani syru/sledované parametry
skladovani syru 15 °C 22 °C

(dny) log pH SEC log pH SEC
1 5,04 4,79 neg. 5,00 4,76 neg.
2 4,87 4,71 neg. 4,83 4,65 neg.
5 441 4,63 neg. 426 4,59 neg.
8 3,68 - neg. 3,74 - neg.
10 2,93 - neg. 2,58 - neg.

log - log KTJ. g pH - aktivni kyselost; SEC - stafylokokovy enterotoxin C

Dynamika zmén poctu S. aureus a produkce enterotoxinu v syru SB 11

Jak je patrné z Tab. 10, v syru SB II byl vychozi pocet S. aureus v syrovém zrnu 3,68 log
KTJ.g". Po vylisovéani syru bylo zji§téno zvyseni po&tu S. aureus na 4,57 log KTJ.g". To
je ve srovnani se syrem SA II v této fazi vyroby obdobné. Hodnota pH syru byla vyssi.

Tab. 10. Dynamika zmén poctu S. aureus (log KTJ.g" resp.ml’") a produkce enterotoxinu

v syru SB II v prubéhu vyroby

Féaze vyroby syru Sledované parametry

log pH SEC
Syrové zrno 3,68 6,72 neg.
Vylisovany syr 4,57 4,82 neg.
Syrovatka 4,68 4,78 neg.

log - log KTJ.mI" resp. g pH - aktivni kyselost; SEC - stafylokokovy enterotoxin C

Z Tab. 11 vyplyva, Ze po jednom dni skladovani syru pfi teploté 15 °C se zvysil pocet
S. aureus na 4,83 log KTJ.g”, pokles byl zjistén pak 2. den a poté az do konce skladovani
byl pocet v 3 log #adu KTJ.g™'. Pii skladovaci teploté 22 °C byl po jednom dni skladovéni
zjistén pocet S. aureus 4,79 log KTI.g™". Pocet 4 log KTJ.g" byl zjistén i 2. den skladovani.
Poté nasledoval pokles, ke konci skladovani témét o 2 log tady, az k hodnoté 2,82 log
KTJ.g". PHi teploté 22 °C byly stanoveny mirn& niz3i poéty S. aureus a niz$i hodnoty pH,
nez pii teploté 15 °C. Pribéh kysani odpovidal pribéhu u syru SA II. Tvorba enterotoxinu

nebyla ani u syra SB II prokazana.
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Tab. 11. Dynamika zmén poctu S. aureus (log KTJ.g") a produkce enterotoxinu v syru SB
11 v prubéhu skladovani

Doba Teplota skladovani syru/sledované parametry
skladovani syru 15 °C 22 °C

(dny) log pH SEC log pH SEC
1 4,83 4,7 neg. 4,79 4,64 neg.
2 4,49 4,61 neg. 4,40 4,56 neg.
5 3,99 4,59 neg. 3,78 4,48 neg.
8 3,76 - neg. 3,36 - neg.
10 3,34 - neg. 2,82 - neg.

log - log KTJ.g"'; pH - aktivni kyselost; SEC - stafylokokovy enterotoxin C

5.1.3 Dynamika zmén poctu S. aureus a produkce enterotoxinii ve srovnavacich

vzorcich A a B

Vzhledem k tomu, Ze rlst S. aureus je pii vyrobé syrti inhibovan vys$si kyselosti (nizsi
hodnotou pH) piisobenim enzym startovaci kultury a/nebo produkci baktericind, je nutné
porovnani se situaci ve vzorcich srovnavacich, ,,syrech® A a B, vyrobenych bez ptidavku
startovaci kultury - smetanového zakysu. Vzorky A a B se od sebe liSily fazi, ve které byl
S. aureus zaockovan (stejn€ jako vzorky SA a SB). Pro porovnani intenzity ristu a produk-

ce toxinl byly tyto vzorky skladovany a vysetfeny stejné jako vzorky SA a SB.

Dynamika zmén poctu S. aureus a produkce enterotoxinu ve srovndvacim vzorku A

Srovnavaci vzorek A (zaockovani do pasterovaného mléka) vykazoval v mléce na zacatku
sledovani po&et S. aureus 3,58 log KTJ.ml". Pfi porovnani ziskanych hodnot poétu S. au-
reus s hodnotami ziskanymi pii vySetfeni syri SA a SB je patrné, Ze rlst S. aureus
ve srovnavacim vzorku byl za stejnych teplotnich a casovych podminek intenzivnéjsi.
Ve vzorku nedoslo v dob¢ syfeni k vyznamnému zvySeni poctu S. aureus (pouze v radmci
log tadu 3), ale po vylisovani syrti a odlouceni ¢asti syrovatky jiz byly zjiStény pocty
v fadu 5 log KTJ.g", tedy o cca 0,5 Fadu vyssi, neZ bylo zjisténo u syri SA a SB v této fazi

vyroby a o 1,5 fadu vyssi, nez v zaockovaném mléce na zacatku pokusu (Tab. 12).
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Tab. 12. Dynamika zmén poctu S. aureus (log KTJ.ml" resp g') a produkce enterotoxinu

ve srovndvacim vzorku A v priitbéhu vyroby

Féaze vyroby syru Sledované parametry

log pH SEC
Pasterované mléko 3,58 6,72 neg.
Syrove zrno 3,72 6,70 neg.
Vylisovany syr 5,04 6,60 neg.

log - log KTJ.mI" resp. g'; pH - aktivni kyselost; SEC - stafylokokovy enterotoxin C
g - log

Diferenciace poctu S. aureus pak byla patrna u skladovanych pii odliSnych teplotach.
Ve vzorku A po jednom dni skladovani doslo ke zvySeni poctu S. aureus o 1 log tad (6 log
KTJ.g"), po dvou dnech pii skladovani pii teploté 15 °C byl zjistén podet v fadu 7 log
KTJ.g", od 5. dne skladovani je patrny pokles a 10. den byl zjistén pocet 4,50 log KTJ.g".
U vzorku skladovaného pii 22 °C byl zjistovan vyssi pocet S. aureus ve srovnavani se
vzorkem skladovanym pfi 15 °C, po dvou dnech 7,91 log KTJ.g". Zde byl tedy vliv pfiz-
nivejsi - vyssi - teploty pro rust S. aureus prokdzan, rozdily byly statisticky vyznamné
(P=0,05). 5. den skladovani byl zjitén jiz pokles po&tu (7,00 log KTJ.g"), ke konci az
na 4,58 log KTJ.g" (Tab. 13).

Kyselost vzorki se v pribehu péti dni skladovani vyrazné nezvysila (Slo vyhradné o sladké
srazeni). Pocatecni kyselost mléka byla 6,72 pH a bylo dosazeno pii 15 °C pH 6,30 a pii 22
°C pH 6,18 (Tab. 13).

Tab. 13. Dynamika zmén poctu S. aureus (log KTJ.g"') a produkce enterotoxinu

ve srovnavacim vzorku A v priitbéhu skladovani

Doba Teplota skladovani syru/sledované parametry
skladovani syru 15 °C 22 °C

(dny) log pH SEC log pH SEC
1 6,46 6,56 neg. 6,89 6,49 neg.
2 7,11 6,48 neg. 7,91 6,42 poz.
5 6,48 6,30 poz. 7,00 6,18 poz.
8 5,79 - poz. 6,11 - poz.
10 4,50 - poz. 4,58 - poz.

log - log KTJ.g"'; pH - aktivni kyselost; SEC - stafylokokovy enterotoxin C
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Produkce SEC byla zaznamenana. I kdyz byl po&et S. aureus v fadu 5 log KTJ.g" piekro-
&en jiz po vylisovani syrti a v fadu 7 log KTJ.g" po dvou dnech skladovani, produkce SEC
byla zjiSténa pfi skladovani pii teploté¢ 15 °C az po péti dnech (RFV 541). RFV se dale
zvysila na 723 a 968. Pti teploté 22 °C po 2 dnech skladovani, tedy v dob¢, kdy jiz pocet
S. aureus klesal, byla hodnota RFV 705 a dale vzristala na 2459, 4222 a 5224 (Obr. 4). 1

kdyz byl pocet S. aureus pii skladovani jiz klesajici, hodnota RVF se zvySovala.

Dynamika zmén poctu S. aureus a produkce enterotoxinu ve srovadvacim vzorku B

U srovnavaciho vzorku B byl S. aureus zaockovan do syfeniny - zrna po odlouceni ¢asti
syrovatky. Doba pfitomnosti S. aureus byly tedy oproti vzorku A zkrécena o dobu syfeni.
Oproti vychozimu poétu 3,58 log KTJ.g"'doslo ke zvyseni po¢tu na 5,0 log KTJ.g" (Tab.
14).

Tab. 14. Dynamika zmén poctu S. aureus (log KTJ.g"') a produkce enterotoxinu

ve srovndvacim vzorku B v priitbéhu vyroby

Faze vyroby syru Sledované parametry

log pH SEC
Syrové zrno 3,58 6,70 neg.
Vylisovany syr 5,00 6,62 neg.

log- log KTJ.g”'; pH - aktivni kyselost; SEC - stafylokokovy enterotoxin C

Pti skladovani vzorku B pfi teploté 15 °C byl po jednom dni pocet S. aureus zvySen cca
0 1,5 log tadu, po dvou dnech byl zjistén podet v fadu 7 log KTJ.g™, dale nasledoval po-
kles poétu S. aureus az na 4,32 log KTJ.g". Pii skladovani pii 22 °C byl rist S. aureus
intenzivnéjsi, po jednom dni se zvysil témét o 2 log fady, maximalni pocet byl dosaZzen
po dvou dnech (7,81 log KTJ. g, nasledoval pokles aZ na 4,70 log KTJ.g"'. Aktivni kyse-
lost za pét dni skladovani poklesla z 6,70 pH pii 15 °C pouze na 6,28 pH a pii 22 °C
na 6,19 pH (Tab. 15).

Vysledky u srovnavacich vzorkl vypovidaji o vyznamu skladovaci teploty a vlivu ptizni-

v¢j$i teploty pro rist S. aureus.
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Tab. 15. Dynamika zmén poctu S. aureus (log KTJ. g') a produkce enterotoxinu

ve srovnavacim vzorku B v priitbéhu skladovani

Doba Teplota skladovani syru/sledované parametry
skladovani syru 15 °C 22 °C

(dny) log pH SEC log pH SEC
1 6,40 6,56 neg. 6,92 6,50 neg.
2 7,00 6,48 neg. 7,81 6,41 poz.
5 6,46 6,28 poz. 6,91 6,19 poz.
8 5,85 - poz. 6,34 - poz.
10 4,32 - poz. 4,70 - poz.

log - log KTJ.g"'; pH - aktivni kyselost; SEC - stafylokokovy enterotoxin C

Produkce SEC byla prokazana u vzorkll skladovanych pfi teploté 15 °C az pii odbéru
vzorkt po 5. dnech skladovani (RFV 525), i kdyz poet. S. aureus v 5 log KTJ.g" byl do-

saZen po vylisovani syra. Po 1. dni skladovani byl piekrogen 6 log KTJ.g"'a po dvou dnech

7 log KTJ. g'. RVF se zvysovala na 688 (8. den) a 10. den skladovani, kdy jiz poklesl po-
et na 4 log KTJ.g"' dosahla 931. Pii skladovani pii 22 °C byl SEC prokazan dfive,

po dvou dnech skladovani (RVF 814). Hodnoty RFV stoupaly pfi jiz klesajicim poctu
S. aureus (5. den 1914, 8. den 3278) a dosdhly maxima 10. den - 4724 (Obr. 4).

Z rozdilu ristu S. aureus 1 z rozdilu hodnot RFV vyplyva vliv skladovaci teploty.
V ptipadé vzorkli A (Al5 : A22) 1 B (B15 : B22) byly stanoveny vyznamné rozdily

(P=0,05) mezi vzorky skladovanymi pii 15 a 22 °C, a to pfi porovnani poctu S. aureus i

pii porovnani hodnot RFV (produkci toxint)

Rozdily hodnot mezi vzorky A15 : B15 a A22 : B22 byly hodnoceny jako nevyznamné.
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produkce SEC (hodnota RFV)
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Obr. 4. Hodnota RFV (produkce SEC) ve srovnavacich vzorcich
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5.2 Vyhodnoceni vysledki a diskuze

Rast S. aureus a produkce stafylokokovych enterotoxinll v potravindch jsou zavislé na celé
fadé¢ vliva, jako je individualita kmene, teplota, pH, ale také troven pocate¢ni kontaminace
a aktivita vody [18]. Vliv ma 1 pouzity technologicky postup vyroby. Riistové a produkéni
podminky a je ovliviiujici faktory je nutno vZdy hodnotit soucasné. Pokusy byly nékteré
z téchto vlivii v mensi ¢i vétsi mife potvrzeny. Zjisténé vysledky jsou vztazeny ke kritické
hodnot& 10° KTJ.ml™ resp. g uvedené legislativou [43, 44] a porovnany u vzorkd vza-

jemng.
5.2.1 Vliv faze zaockovani na rist S. aureus a produkci enterotoxinu v syrech

Pti hodnoceni vlivu vyrobni faze, kdy doslo k zaockovani (SA - do pasterované¢ho mléka:
SB - do syrového zrna), na rust S. aureus, byly sice zjistény mirné rozdily v poctu S. au-
reus, tyto vSak nebyly statisticky vyznamné. Také pti srovnani vzorki A a B nebyl zjistén
statisticky vyznamny rozdil v poc¢tech S. aureus, ktery by vyplynul s odlisné faze zaocko-
vani. Jak je patrné z Obr. 5, byly pfi vyrobé syrt zjistovany podobné hodnoty, coZ souvisi
s fazi ristu bunék. Mezi obéma zplisoby kontaminace byl maly ¢asovy rozdil (1,5 hodiny),
proto bylo zjisténo po syfeni zvySeni poctu S. aureus oproti pocateCnimu stavu jen v ramci

vychoziho fadu (3 log KTJ. ml™ resp. g™).

5,5
5
—e—SAI15
B 4,5 —e—SAI22
Z’ A —=—SAIl 15
8 | —=—SAII22
‘Té 3.5 —e—SB115
) ——SB122
- 3] —=—SBII15
2 —a—SB 122
2,5 -
2

a b c d e f g h

faze wroby a skladovani

a - mléko, b - syrové zrno, ¢ - vylisovany syr, d - syr skladovany 1 den, e - syr skladovany 2 dny,
f - syr skladovany 5 dni, g - syr skladovany 8 dni, h - syr skladovany 10 dni

Obr. 5. Srovnani dynamiky zmeén poctu S. aureus u vzorkii SA a SB
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Ke zvyieni podtu S. aureus o témét 1 log ¥ad doslo az ve fazi lisovani syrt (4 log KTJ.g"),
které probihalo 18 hodin. U vzorka SB byly zjistény pocty mirné nizsi, coz mize vypovi-

dat o urcitém, byt’ v tomto piipad€¢ nevyznamném, vlivu okamziku zaockovani.

Pfi masivni kontaminaci syrti ¢i vyrob€ syri ze syrového mléka by mohlo jiz pfi lisovani
syri byt dosaZeno po&tu S. aureus kritického pro tvorbu SEs (10° KTJ.g"), oviem i kdyby
se toxiny zacaly tvofit jiZ v této fazi, unikaly by ve vétsi ¢1 mensi mife s odkapavajici syro-
vatkou. SEs jsou proteiny s kratkym polypeptidovym fetézcem, které jsou rozpustné
ve vod¢ a fyziologickém roztoku [20]. Po odd¢leni syrovatky vylisovanych syrti a
pied solenim syrt byl 1 jinymi autory zjiStén vyrazny pokles hodnoty RFV, tedy snizeni

vylisovanych syrii, nez kontaminace tésn¢ po pasteraci ¢i zrna pfed lisovanim, na druhou

stranu, pravé v pribehu lisovani miiZze byt produkce toxinu jiz zahajena.

Ve fazi skladovani doslo u vSech vzorkii SA i SB po jednom dni ke zvySeni poctu
S. aureus, dokonce presahujici kritickou hranici 10° KTJ.g". Pii dal§im skladovani bylo
zaznamenano snizovani poc¢tu az na 3 log KTJ .g'1 resp. 2 log KTJ .g'l. Dosazeny log tad
ovSem miZze byt pii pouziti jinych kment S. aureus 1 vy$s§i. Z naSich pokust vyplyva, Ze
nejkritictéj§imi fazemi v technologickém procesu vyroby syrii je faze lisovani a pocatek

skladovani pti danych teplotach.

V pribghu procesu vyroby syri viak jinymi autory byla zjisténa hodnota vyssi, az 3,2.10°

KTJ.g", a to dokonce pfi nizsich teplotach skladovani [107], neZ byly pouZity v pokusu.

Produkce SEC nebyla v Zzadném z vzorkli SA a SB zaznamenana, RFV byly vyhodnoceny
vzdy jako negativni. Prvni fazi vyroby, kde byly jinymi autory zjiSténa produkce SEs
(konkrétné SEA) byla faze lisovani, jiz 7 hod po zaoCkovani pasterovaného mléka, kdy
po&et S. aureus dosahoval hodnot 4,3.10° KTJ.g™" coz potvrzuje mj. i vliv kmene S. aureus.
Rychlost tvorby stafylokokovych enterotoxini je rozdilnd a je vyrazné zavisla
na konkrétnich kmenech S. aureus. Pii sledovani produkce SEA, SEB a SEC v prubéhu
vyroby Cerstvych syri z kravského mléka byl pozitivni prikaz SEs zjistén pouze pii pouzi-
ti toxinogenniho kmenu SA1185, nikoliv u kmenti SB a SC, coz potvrzuje i vliv typu pro-

dukovaného enterotoxinu [107].
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5.2.2 Vliv startovaci kultury na rust S. aureus a produkci enterotoxinu v syrech

Pokusy byl potvrzen vliv startovaci mlékatské kultury na rist S. aureus 1 produkci SEs.
Po odkapani syrovatky, tz. ve fazi vyrobeného vylisovaného syru se oproti pasterovanému
mléku, cca po 18. hodindch, sice zvysil pocet S. aureus o 1 log ad, ale zacaly se uplatiio-
vat mikrobidlni ptekazky vytvofené pravé plisobenim startovaci kultury, a to snizujici se
pH syru. To bylo pfi¢inou jen nepfili§ vyrazného zvyseni poctu S. aureus. Teoreticky nelze

vyloucit také produkci baktericinii bakteriemi mlééného kvaseni startovaci kultury.

Rozdily v poctu S. aureus byly zjistény pii porovnani syrt I a II, tedy s ptidavkem starto-
vaci kultury v mnozstvi 1 % a 2 % na objem mléka. Startovaci kultura ovlivnila rist
S. aureus jiz ve tazi lisovani a na pocatku skladovani. Pfi pouziti nizs$i koncentrace starto-
vaci kultury (1 %) byly u vSech vzorkti I (SA 1: SA Il a SB I : SB II) zjiStény vyssi poCty
S. aureus (obr. 5). Tyto rozdily vS§ak nebyly statisticky vyznamné. Pouziti startovaci kultu-
ry v koncentraci 1 % se tedy jevilo jako dostacujici. Rizikem by bylo nedostate¢né proky-
sani syru (napf. pii pouziti mélo aktivni kultury) ve fazi lisovéani, kdy by mohlo, zvIasté
pfi vétsi kontaminaci, dojit k pomnoZeni S. aureus a produkci toxinti a nasledné, i pii ubyt-

ku S. aureus, k enterotoxikoze.

Pti skladovani vzorkt byl pokles poctu S. aureus u vzorktt SAII a SB II oproti SA T a SB I
zpocatku intenzivné€j$i, od poloviny doby skladovani nebyl shledan rozdil, tzn. vliv vyssi

pouzité koncentrace SK se v této fazi jiz neuplatnil.

Situace s riistem S. aureus a produkci SEC ve vzorcich SA a SB byla zcela odlisnd v po-
rovnani se situaci pii modelové kontaminaci srovnavacich vzorki. (Obr. 6 a Obr. 7).
U vzorkl A a B (zaoCkovani S. aureus do mléka ¢i zrna zpracovaného bez piidavku starto-
vaci kultury) se jednalo o vyhradné sladké sraZeni a v této srazené¢ hmoté se neuplatnily
mikrobialni prekazky vytvofené Cinnosti bakterii mlééného kvaseni - zvySend kyselost,

ptipadné pisobeni bakteriocint.

Srovnavaci vzorky také zadrzely vice tekutiny (pfiznivy vliv vyssi aktivity vody pro rast
S. aureus). Rust poctu S. aureus ve vzorcich A a B byl intenzivni, nebyl omezen a docha-
zelo k nému jen v zavislosti na skladovaci teploté (viz dale). Ve fazi lisovani byly zjistény
polty S. aureus v ¥adu 5 log KTJ.g ™', po 1 dni skladovéni 6 log KTJ.g"'a dale 7 log KTJ.g™',
od 5. dne dochazelo k Gbytku S. aureus az na poéty v fadu 4 log KTJ.g"'. Na konci sklado-

vani vzorky jiz velmi nepiijemné zapachaly (syrovité-hnilobny pach).
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Obr. 6. Srovnani dynamiky zmén poctu S. aureus u vzorkit SA a A
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Obr. 7. Srovnani dynamiky zmen poctu S. aureus u vzorkii SB a B
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Pfi porovnani vzorkl syrit se vzorky srovnavacimi, tedy SA : A a SB : B, byl pfi obou

skladovacich teplotach stanoven statisticky vyznamny rozdil (P=0,05).

U syrt zaockovanych nizs§i davkou zékysu (SA I a SB I) bylo dosazeno poctu S. aureus
v fadu 5 log KTJ.g" (velmi mirn& piekroGeni), produkce SEC viak nebyla zaznamenéna,

resp. RFV bylo vyhodnoceno jako negativni.

Produkce SEC ve srovnavacich vzorcich byla naproti tomu zaznamenana (oproti vzorkiim
SA a SB statisticky vysoce vyznamny rozdil, P=0,01), zaroven s intenzivng&j$im ristem
S. aureus, a to az pii dosazeni poétu 7 log KTJ.g™". K produkei tedy doslo pii poétech me-
zi 6 - 7 log KTJ.g"!, zatimco v syrech SA a SB tohoto po&tu ani dosaZeno nebylo. Hodnota
RFV u vzorka A a B byla vyhodnocena jako pozitivni a pohybovala se v pribéhu sklado-
vani v zavislosti na skladovaci teploté (viz dale) az k hodnoté¢ RFV 5224. Ke zvySovani
hodnoty RVF dochézelo pfi souasném snizovani poctu S. aureus. Z pocti S. aureus sta-
novenych v dobé&, kdy byla produkce SEC zaznamenana, je patrné, ze pouzity kmen S. au-
reus nevykazoval nijak intenzivni produkci enterotoxinu, zvlasté pti 15 °C. Z tohoto zjisté-
ni ale také vyplyva moznost, Ze kdyby se pocet S. aureus v syrech zvysil do téchto hodnot,

byla by produkce toxinti realnd, a zavisela by na dosazené kyselosti.

V literatufe jsou uvadény pro produkci SEs 1 niz§i poCty S. aureus, nez legislativou dané
jako kritické. Poéty S. aureus v rozmezi jiz 10° - 10° KTJ.g" mohou vyprodukovat takové
mnozstvi enterotoxinu, které uz mize predstavovat pro konzumenta riziko [42]. Problém je
navic v tom, Ze zivotaschopné bunky S. aureus nemuseji byt v potravingé detekovany, pro-
toze byly usmrceny nékterym z technologickych krokii v prib&hu vyroby, ale stafylokoko-
vé enterotoxiny, které¢ byly jiZ naprodukovany, se t€émito postupy nezni¢i a v potraviné
zustavaji. Piikladem je epidemie stafylokokové enterotoxikozy v Japonsku v roce 2000,

kdy zdrojem SEs bylo susené mléko vyrobené z pasterovaného mléka [108].

MnoZeni mikroorganismtl i produkce SEs zavisi nejen na vné&jSich faktorech (teplota), ale
velmi vyznamny vliv maji 1 faktory vnitini - napf. hodnota pH. Rist S. aureus 1 produkce
toxind je omezena nizkou hodnotou pH v prabéhu lisovani a déle skladovani syri, ktera
souvisi s rozvojem startovaci kultury - bakteriemi mlécného kvaseni. Optimalni kyselost je
pro vétSinu mikroorganismt mezi 6 - 7 pH, pficemz S. aureus mize rist v rozsahu 4 - 9,8
pH [109]. V nasem pokusu se pH pohybovalo kolem 4,80 - 4,88 v dob¢ lisovani syra,
v dobé skladovani kolisalo, mélo vSak klesajici tendenci, az k hodnoté 4,60, zatimco

u srovnavacich vzorki byly zmény pH malé (sniZeni z 6,70 - 6,72 na hranici pH 6,18).
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Bakterie mlééného kvaSeni jsou vyznamnou skupinou mikroorganismi v syrech a jsou
schopny tlumit rist S. aureus [103]. Pridavek cistych mlékatskych kultur do mléka
pted syfenim je nutnou zarukou zdarného priibéhu celého technologického procesu. Vy-
sledkem enzymatické Cinnosti zdkysovych bakterii je produkce kyselin, zvlasté kyseliny
mlécné z disacharidu mléka laktozy a jejich slozek, glukozy a galaktozy, pripadné z kyse-
liny citronové, kterd je nativné pfitomna v mléce. Bakterie zakysu se ucastni 1 vlastniho
zrani syri pomoci svych proteolytickych enzymi pfi Stépeni bilkovin a konverzi vzniklych
aminokyselin na aromatické a chutové latky syra. Za zakysové se povazuji bakterie mléc-
ného kvasSeni, které maji schopnost produkovat v mléce pii 30 - 37 °C za 6 hodin tolik ky-
seliny mlécné, ktera snizi kyselost mléka z pivodniho pH asi 6,87 na hodnotu nizsi, nez
5,3. 8. aureus se rozmnozuje i na zacatku kysani syrti. Jeho rozmnoZovani a potencialni
tvorba toxind jsou inhibovéany zvysujici se kyselosti. RozmnoZovani S. aureus je inhibova-

né pii hodnotach pH 4,5 az 4,8, ale diive, jiz pii 5,2 pH, se zastavi tvorba toxint [109].

Pfi posouzeni rizika mozného vyskytu S. aureus v jednotlivych typech syrt byl v ptipade
cerstvych syrt jako inhibi¢né plsobici faktor jeho riistu stanoven obsah kyseliny mlécné, a

dosazeni hodnoty pH niZsi, nez 5,2 [99].

Stejné tak je pH limitovana 1 tvorba toxinl. Pfi hodnoté pH niZsi nez 4,7 nejsou SEs pro-

dukovany [110].

V syrech SA a SB bylo nizké pH vyznamnym omezujicim faktorem, zatimco ve vzorcich
A a B se uplatnit nemohlo. Srovnavaci vzorky pfipravené vyhradné sladkym sraZzenim
mléka (syfidlovym) bez piidavku CMK odpovidaly, co se tykd zmén pH, priibdhu zmén
v pasterovaném mléku. Pasterované mléko je dobrym substratem pro produkci enterotoxi-
nu. Bylo zjisténo, Ze se SEC vytvofil v méfitelném mnoZzstvi v mléce inkubovaném
pii teploté 15 °C za 48 hodin inkubace, pfi teploté 22 °C jiz po 24 hodinach skladovani
pii zjidténi 7,08 log KTI.g'. V syrovém mléce, ve srovnani s pasterovanym mlékem, byl
rust S. aureus vyrazné¢ omezen a k produkci SEC nedoslo [111]. Pfi¢inou tohoto inhibi¢ni-
ho efektu je pritomnost pfirozené mikroflory syrového mléka, predev§im bakterii mlécné-
ho kvaSeni, kterd miiZe interakci zabranit ristu S. aureus a tim produkci enterotoxind [112;

113].

Pti vyrobé syrii se uplatituje pozitivné startovaci kultura ptisobenim proti produkci SEs.

Pti hodnoceni vlivu startovaci kultury obsahujici laktokoky a laktobacily na rist S. aureus
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bylo zjisténo, Ze po pifidani kultury do mléka pti vyrobé syr vzrostl v obdobi 5 az 10 dnil

pocet Staphylococcus aureus nad 6 log KTJ.g", ale enterotoxiny nebyly zjistény [114].

Ve Svédsku byla zjisténa vysoka frekvence nalezu S. aureus v syrovém mléce a Cerstvych
syrech vyrobenych na farméach a v mlékarnach. U 70 % izolath byl stanoven jeden ¢i vice
gentl pro produkci toxinti, nejcastéji sec a sea. PoCty S. aureus vSak byly vyrazné nizsi,
kdyz byly pouzity startovaci kultury. Proto je pro zvySeni bezpec¢nosti syra podminkou
vyuziti startovaci kultury a doporuc¢eno monitorovani procesu mlééného kysani a detekce

produkce toxint [115].

Z kravského, koziho a ov¢iho mléka zaoCkovaného kmenem S. aureus S6, ktery je pova-
zovan za silného producent enterotoxinu B a slabého producenta enterotoxinu A, byly vy-
robeny syry typu Manchego. Pii vyrobé byly pouzity dvé koncentrace startovaci kultury
(1% a 0,1 %). Rust stafylokokli byl pozorovan v obou piipadech, ale vyraznéjsi byl v pii-
pad€ pouziti niz§i koncentrace. SEB nebyl zjistén v zadné fazi zrani vSech testovanych

syri, SEA zjistén byl, a to pfi pouziti obou koncentraci startovacich kultur [110].

Nejen samotné startovaci kultury (pH), ale i jejich produkty jsou schopny produkci SEs
omezit. Tento ochranny potencial pfedstavuji bakteriociny. Byla sledovana produkce bak-
teriocint, které produkovaly bakterie mlé¢ného kvaseni piirozené se vyskytujici v tradic-
nich syrech. Metodikou pokusu byl vylou€en inhibi¢ni vliv kyseliny mlécné. Ptitomnost
gentl pro produkei bakteriocinl s potencidlni protistafylokokovou aktivitou byla prokazana
ve dvou slovinskych tradicnich syrech vyrobenych ze syrového mléka, ,,Tolminc* a
»Kraski ov¢ji sir“. Stejné bakteriocinové geny byly rovnéz zjistény u bakterii mlééného
kysani. Cilem vyzkumu bylo objasnit, zda tyto ,,syry*, v nichz byly geny pro produkci bak-
teriocinl zjiStény, ve skutecnosti také vykazuji protistafylokokovou aktivitu v mléce a
v syru. V mléce v priibéhu teplotné-Casového rezimu vyroby tradi¢nich syrt bylo zjisténo,
ze je efektivné inhibovan rlst S. aureus v rozsahu cca 2 az 3 log, v syru inhibice stafyloko-

kt byla méné€ vyrazna, ale pfesto evidentni, bylo zjiSténo sniZeni o 1,5 log [103].
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5.2.3 Vliv teploty skladovani na rist S. aureus a produkci enterotoxinu v syrech

S. aureus roste v rozsahu teplot 7,0 - 47,8 °C [31]. [ kdyz je S. aureus povazovan za mezo-

filni mikroorganismus, nékteré kmeny mohou rast pfi teplotach nizsich, nez 6,7 °C [5].

Z pokusu vyplynulo, Ze teplota ma vliv na rast i produkci SEs. Pfi srovnani poctu S. aureus
pii skladovani vzorkll byl v pribéhu 10 dni zjiStovan ovSem niZ§i pocet pi1 skladovaci
teploté 22 °C, nez pii 15 °C, 1 kdyz tento rozdil neptesahl 0,5 log fadu a nebyl statisticky

vyznamny.

I kdyZ je teplota skladovani bliZici se optimalni teploté pro riist mikroorganismu a produk-
ci jejich toxinil vyhodnéjsi, v nasich pokusech se tento fakt uplatnil Castecné. Teplota 22
°C se sice vice blizi optimu teploty rastu 1 produkci SEs, zarovei je to zcela optimalni tep-
lota pro rozvoj bakterii mlé¢ného kysani, které jsou pro S. aureus v syrech se vyskytujicich
konkurenéni a i jinymi mechanismy tlumi jejich rist i produkei SEs. Pokles poctu S. au-

reus byl zpocatku skladovani pii 22 °C rychlej$i a kone¢né pocty nizsi, nez pii 15 °C.

Vyrazny vliv skladovaci teploty byl vSak potvrzen pii srovnani vzorkti SA a SB se vzorky
A a B, kde nebyl rist omezen startovaci kulturou. Vysledky srovnavacich vzorki jedno-

v

znaéné vypovidaji o kladném vlivu ptiznivéjsi teploty pro rast S. aureus.

Stafylokokové enterotoxiny jsou produkovany pii teplot€ mezi 10 - 46 °C, optimum je me-

7140 - 45 °C, pfi teploté pod 10 °C jiz produkovany nejsou [31; 32].

Produkce toxinli byla v souvislosti se zvySujicim se poCtem S. aureus po lisovani a
v prvnich dnech skladovani u vzorkli A a B zaznamenéna v zévislosti na skladovaci teplo-
té&. RFV se pohybovala v prib¢hu skladovani pti 15 °C mezi 5. - 10. dnem v hodnotach
541-968, a pti skladovani pii 22 °C mezi 2. - 10. dnem v hodnotach 705-5224 (hodnoceny
vzorky A a B soucasng). Rozdil v produkci SEC pfti porovnani vzorki A15 : A22 a B15 :
B22 byl vyhodnocen jako statisticky vyznamny (P=0,05), pfi porovnani vzorki A15 : B15
a A22 : B22 jako nevyznamny.

MIécné vyrobky se skladuji pti teploté 4 - 8 °C [116] a pfi nespravném rezimu skladovani,
piipadné pii pieruseni chladiciho fetézce, mize v potraving dojit k pomnozeni bakterii
S. aureus a jiz pii poétech 10° KTJ.g" potraviny miiZe vytvofené mnoZstvi enterotoxinil
ptedstavovat zdravotni riziko pro Cloveka [24]. Pfi skladovani pti horni hranici uvadéné
normou pro skladovani mlécnych vyrobka byl rist a produkce SEs v syrech prokazan

(SEA) [107].
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5.2.4 Zhodnoceni vhodnosti pouzité metody detekce stafylokokovych enterotoxini

V pokusu pouzita metoda detekce SEs byla vyuzita a hodnocena 1 jinymi autory. Byly pro-
vedeny testy za ucelem zjiSténi vlivu mnoZzstvi inokula S. aureus a vyrobnich postupti
u zrajicich syrii typu Camembert ze syrového koziho mléka na rist S. aureus, a za ucelem
zjisténi vyskytu stafylokokového enterotoxinu (SEA) v té€chto syrech. Pocatecni hodnoty
poétu S. aureus inokulovaného na zagatku vyrobniho procesu byly 2 az 6 log KTI.ml™
mléka, syr byl pfipraven podle vyrobni normy a zral 41 dni. K detekci enterotoxinli byl
pouzit test SET miniVIDAS® a neptimé dvojita sendviGové technika ELISA s pouZitim
antienterotoxinové monoklonalni protilatky. Bylo zji$téno, Ze pocet mikroorganismil
vzrostl ve stejné mife pifi vyrobé vSech syrt az do faze soleni. V obdobi zrani syrt byly
pocCty S. aureus stabilni, na konci zrani v porovnani se poctem po 22 hodinach byla zjisténa
redukce poétu S. aureus o 1 log fad u syrti s podatecni inokulaci S. aureus vyssi, nez 10°
KTJ.ml". U syrii vyrobenych s po&ate¢nim inokulem S. aureus 10° - 10° KTJ.ml" bylo
mnoZstvi stafylokokového enterotoxinu A v rozsahu 1,0 - 3,2 ng.g”'. Zadné stopy SEA

nebyly detekovany u syrti s nejniz$im inokulem S. aureus [100].

V nékterych piipadech vSak muize byt produkovano tak malé mnoZzstvi SEs, Ze je
pod detekéni mezi pouzité metody [117]. Nékteré kmeny S. aureus produkuji nedetekova-
telné mnozstvi SEs v laboratornich podminkach, ale v potravin¢ produkuji takové mnozstvi

SEs, které je pro vznik stafylokokové enterotoxikozy dostacujici [118].

Pouzitd metoda ELFA a pouzity VIDAS SET 2 na pfistroj miniVIDAS® (bioMérieux,
France) je vhodny pro zjiSténi produkce stafylokokovych enterotoxinii (SEA - SEE)
v potravinach. Nevyhodou ale je, ze SEs piitomné ve vzorku jsou detekovany jako suma a
pristroj ur¢i pouze jejich ptitomnost ¢i nepifitomnost. Nelze vyvodit, ktery typ SE je
ve vzorku pfitomen, pokud neni, jako v nasi praci, vySetfovan kmen s produkci urcitého,
jiz ovéteného typu SE. Vyrobee testu deklaruje citlivost pro SEA a SEB 0,5 ng.g™' potravi-
ny a pro SEC - SEE 1,0 ng.g” potraviny. Pro SED je detek&ni limit u n&kterych potravin

vy§§i, nez 1,0 ng.g”' vzorku potraviny. Nevyhodou je také vysoka cena test.

Pokud je tfeba znat, ktery typ stafylokokového enterotoxinu se v potraving vyskytuje, pak
je nutné pouzit naptiklad metodu RPLA (Oxoid, Velka Britanie). Citlivost této metody se
pohybuje kolem 1 - 2 ng.g” (ml™") vzorku [30].

Vyhodna by byla kombinace metod, ov§em ne vzdy jsou takto zjisténé vysledky v praxi

nutné. Také je tieba zvazit Casovou a finan¢ni naro¢nost vysetieni.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 65

5.2.5 Riziko konzumace kozich syri a moznosti jeho eliminace

Natizeni Komise (ES) ¢. 2073/2005 ve znéni Natizeni Komise €. 1441/2007 ptedepisuje
limit pro koagulazo-pozitivni stafylokoky v potravinach 10" - 10* KTJ.g". Pfi zjisténi po-
tu S. aureus >10° KTI.g" je nutné provést dalii vySetieni na piitomnost stafylokokovych

enterotoxinu [43, 44].

Predpokladem vyroby bezpecnych Cerstvych kozich syra je kvalitni syrové kozi mléko.
Vyznamnym rizikem je pouiti mléka s poSty S. aureus vy$§imi, nez 10° KTl.g".
Podle udaji literatury se vyskytuje S. aureus u vice nez poloviny vysetienych vzorkl kozi-
ho ml¢ka [91]. Legislativou ES (Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004
ve znéni Nafizeni Komise (ES) ¢. 1662/2006) je stanovena limitni hodnota celkového po-
¢tu mikroorganismi u nakupovaného syrového kravského mléka 100 000 KTJ .ml”, neni
tedy redlné, ze v syrovém mléce bude bezpecnd hranice poctu S. aureus ptekrocena [86;
87]. U koziho mléka je situace jina: limit pro CPM je 1 500 000 KTJ.ml", pfi schvalené
vyrob& kozich syri z nepasterovaného mléka pak 500 000 KTJ.ml'. Podle STN
570520/1995 Kozie mlieko je limitni podet S. aureus v syrovém kozim mléce 2.10°

KTJ.ml" [77].

Hlavnich zdrojem kontaminace koziho mléka je mlé€na zZlaza koz infikovand S. aureus,
ktery je zaroven nejCastéjSim ptivodcem mastitid [92]. Tento stav by zodpovédny farmar

m¢él v€as zaznamenat a mléko z pouziti k vyrob¢ syrt vyloucit.

Dal8im nepfiznivym vlivem je nedodrZeni danych hygienickych pozadavki pii chovu koz,
ziskavani mléka a jeho uchovavani. Pro mléko kravske plati, ze mléko po nadojeni je nutné
zchladit na teplotu max. 8 °C, pfi méné Castém svozu, nez dennim, na 6 °C, pokud neni
zpracovano do 2 hodin po nadojeni [86, 87]. Stejné pozadavky je tfteba dodrzet i pro mléko
kozi [77]. Na farmach, kde se v Ceské republice mléko vétsinou na syry zpracovava, se
syry vyrab¢ji obvykle kazdy den, pfi¢emz se zpracuje mléko ze dvou dojeni (tj. chlazené

vecerniho dojeni a Cerstvé z ranniho dojeni).

Hygiena produkénich hospodaftstvi a syrové kozi mléko je kontrolovano na registrovanych
farmach podle stejnych pozadavkl jako mléko kravské, ovSem kontrola na pfitomnost pa-
togennich mikroorganismi v¢. S. aureus bézna neni. Vhodnym opatienim by bylo vytvo-

feni Ceské normy nebo zatazeni limitni hodnoty pro S. aureus do ptislusné vyhlasky.

Nejvyznamnéj$im krokem sniZujicimi pocty mikroorganismi, vcetné stafylokok,

v suroving, je tepelné osetfeni mléka pouzivaného k vyrobé syri. Podminky pasterace mlé-
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ka jsou dany legislativou: teplota nejméné 72 °C po dobu 15 sekund nebo nejméné 63 °C
po dobu 30 minut nebo jakakoliv jind kombinaci teploty a ¢asu vedouci k rovnocennému
ucinku [86, 87]. Pfi zvoleni vhodného teplotné-¢asového rezimu pasterace je pfipravena
pro vyrobu syri bezpec¢na surovina. Podle STN 570520/1995 Kozie mlieko nesmé&ji byt
S. aureus v pasterizovaném kozim mléce v dobé¢ prevzeti prokazatelné pfi roztéru 0,2 ml

fedéni 10™" vzorku (n=5, ¢=0, m=0y) [77].

Pii nevhodném skladovani mléka pfed pasteraci mize dojit k pomnoZeni S. aureus a
k produkci vysoce termostabilnich SEs, v téchto pfipadech by ani pasterace nebyla dosta-
te€nym opatfenim pro zajiSténi bezpecnosti mléka a syrhi. Rizikové by byly také kozi syry

vyrabéné z mléka syrového, zvIaste pii vyssi mikrobidlni kontaminaci.

Pti pouziti pasterovaného mléka a za standardnich vyrobnich podminek ptitomnost stafy-
lokokovych enterotoxinii v syrech spiSe svéd¢i o sekundarni kontaminaci S. aureus. Za-
kladnim pfedpokladem vyroby bezpecné potraviny je tedy predev§im zabranéni sekundarni
kontaminaci a dodrzovani chladirenského fetézce. V mlékarnach s produkci syrii jsou
vhodné podminky zajistény a kontrolovany, na farméach, kde jsou kozi syry v Ceské repub-
lice pfevazné vyrabény, zalezi na znalostech provozovatele, jak vhodné podminky pro pro-
dukci mléka a vyrobu syra zajistit a na jeho zodpovédnosti. I kdyz jsou farmy pod kontro-

lou, neni mozné vyrobu a skladovani kontrolovat nepfetrzité.

Pti vyrobé¢ syrii se uplatituje inhibi¢ni efekt bakterii mlééného kvaSeni. PouZiti startovaci
¢isé mlékarské kultury omezuje rist S. aureus 1 produkci SEs. Faktorem umoziujicim rast
S. aureus a produkci SEs by bylo pouziti startovaci kultury s nizkou aktivitou nebo mléka
s obsahem rezidui inhibi¢nich latek, takze v pribehu vyroby syrt by nebylo dosazeno po-

ttebné bariérové kyselosti.

Dal8im vyznamnym opatfenim je jednozna¢né nutné dodrzeni chladiciho fetézce pii skla-
dovani a distribuci syrt. Pfi bézné kontaminaci syrového mléka, spravné vyrobni a hygie-
nické praxi a dobrém skladovani mlécnych vyrobku pti teplotach 4 - 8 °C je nebezpeci

ucinn¢ eliminovano [116].

Prodej kozich syri, pfedev§im dovazenych, se realizuje v obchodni siti. Produkce malovy-
robcl je k prodeji na farmach ¢i na farmarskych trzich, kde jsou podminky prodeje
pod kontrolou statnich organti, nicméné nedostatky jsou stale hlaSeny. Nebezpeci pro kon-
zumenty vSak vyplyva ze skute¢nosti, Ze 1 kdyZ pfi kontrole vyrobkl je nalezen pocet

S. aureus mens$i, nez kriticky, legislativou dany, neni zarucena neptitomnost SEs.
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6 ZAVER
Proiritou kazdé vyspélé spolecnosti je produkce bepecnych a kvalitnich potravin a zajisténi

ochrany zdravi ¢lovéka. Syry tvoii vyznamnou soucast konzumovanych potravin.

Cilem této diplomové prace bylo sledovani poc¢tu S. aureus pribéhu vyroby a skladovani
Zerstvych kozich syrt plotnovou metodou dle CSN ISO 6888-1 s pouzitim agarové pidy
Baird-Parkera v souvislosti s pribéhem produkce enterotoxinti S. aureus metodou ELFA
pomoci piistroje miniVIDAS®. Dale byly porovnany sledované parametry kozich syri a
srovnavacich vzorkli a posouzen vliv davky startovaci kultury, doby kontaminace a skla-
dovacich podminek na riist S. aureus a produkci enterotoxint. Byla také ovéfena vhodnost
pouzité metody stanoveni stafylokokovych enterotoxinti a zhodnoceno riziko konzumace

kozich syrti, véetné moznosti jeho eliminace.

Souhrnné 1ze fici, ze u vzorkil Cerstvych kozich syrti zao¢kovanych S. aureus s produkci
SEC byl oproti srovnavacim vzorklim zjistén mnohem méné intenzivni rast a dosazeni
niz§ich poc¢tu S. aureus. 1 kdyz u syrt zaockovanych niz§i davkou zakysu bylo jiz
v podateéni fazi vyroby a skladovani dosazeno legislativou uvedeného kritického po&tu 10°
KTJ.ml" resp. g' (log 5 KTJ. ml” resp. g), produkce SEC nebyla zaznamenéana. Bylo
zjisténo ovlivnéni rastu poctu S. aureus predevsim piidavkem startovaci kultury, kdy doslo
k uplatnéni protistafylokokovych mechanismi pisobenim bakterii mlé¢ného kysani a byl

zjistén 1 urcity vliv skladovaci teploty.

Naproti tomu ve srovnavacich vzorcich syrt bez ptidavku startovaci kultury byl zjistén
intenzivngjsi rust S. aureus a produkce toxintit SEC pouze v zavislosti na teploté skladova-
ni. SEC byl prokazan az pii dosazeni poétu 7 log KTI.ml™, to znamena, e testovany kmen
neni zfejmé vyraznym producentem SEC. Zji§téné hodnoty RFV mély az do konce sklado-

vani stoupajici charakter.

Pouzitda metoda ELFA a pouzity VIDAS SET 2 na pfistroj miniVIDAS® (bioMérieux,
France) je vhodny pro zjiSténi produkce stafylokokovych enterotoxinii (SEA - SEE)
v potravinach. Nevyhodou ale je, Ze SEs pfitomné ve vzorku jsou detekovany jako suma
a pristroj urci pouze jejich pfitomnost ¢i nepfitomnost.

Vysledky této prace lze shrnout v zavér, ze pro produkcei kvalitnich a bezpecnych syrt je

nutny zdsadni pozadavek nizké trovné mikrobialni kontaminace suroviny, G¢inné pastera-

ce mléka, minimalizace rizika sekunddrni kontaminace, sprdvného vyrobniho postupu
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a z toho vyplyvajicich hodnot dosazené kyselosti a nutnost dodrzeni chladirenskych teplot

pii skladovéni vyrobkil.

Dale z prace vyplyva opravnénost pozadavku kontroly poctu S. aureus v syrovém mléce,
monitoringu pribéhu kyselosti pti vyrobé syrt, skladovacich podminek i podminek prode-
je kozich syrt a opravnénost pozadavku kontroly produkce SEs v syrech, nebot” stanoveni
poctu S. aureus ve finalnim vyrobku je sice vyznamnou informaci, kterd ale nemusi sprav-

n¢ indikovat pfitomnost stafylokokovych enterotoxint.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

S. aureus
ETs

TSST

SE, SEs
KTJ
SEA-W
PCR
PFGE
RPLA
ELISA
ELFA
HPLC
DSD-PAGE
CSN, STN
SK

SA

SAT

SAII

SATI15

SA 122

SAII15

SAII 22

SB

Staphylococcus aureus

Exfoliativni toxiny

Toxin syndromu toxického Soku

Stafylokokovy enterotoxin, stafylokokové enterotoxiny

Kolonie tvofici jednotky

Stafylokokovy enterotoxin (A-W)

Polymerase chain reaction

Pulsed field gel elektrophoresis

Reverzni pasivni latexové aglutinace, Reverse passive latex agglutination)
Enzyme-linked immunoabsorbent assay

Enzyme-linked immunofluorescent assay

High performance liquid chromatography

Sodium dodechl sulfate polyacrylamide gel elektrophoresis

Ceska technicka norma, Slovenska technicka norma

Startovaci kultura, smetanova kultura

Vzorky syrt ptipravené postupem A (zaockovani S. aureus do pasterované-
ho mléka)

Vzorky syra pfipravené postupem A (zaockovani S. aureus do pasterované-
ho mléka), ptidavek startovaci kultury 1 %

Vzorky syra pfipravené postupem A (zaockovani S. aureus do pasterované-
ho mléka), pridavek startovaci kultury 2 %

Vzorky syra pfipravené postupem A (zaockovani S. aureus do pasterované-
ho mléka), pridavek startovaci kultury 1 %, skladovaci teplota 15 °C
Vzorky syra pfipravené postupem A (zaockovani S. aureus do pasterované-
ho mléka), ptidavek startovaci kultury 1 %, skladovaci teplota 22 °C
Vzorky syra pfipravené postupem A (zaockovani S. aureus do pasterované-
ho mléka), pridavek startovaci kultury 2 %, skladovaci teplota 15 °C
Vzorky syra pfipravené postupem A (zaoCkovani S. aureus do pasterované-
ho mléka), ptidavek startovaci kultury 2 %, skladovaci teplota 22 °C
Vzorky syrti pfipravené postupem B (zaockovani S. aureus do syrového

zrna
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SB1

SBII

SBI15

SB122

SBII 15

SBII 22

Al5

A22

B 15

B 22

Vzorky syra pfipravené postupem B (zaockovani S. aureus do syrového
zrna), piidavek startovaci kultury 1 %

Vzorky syra pfipravené postupem B (zaockovani S. aureus do syrového
zrna), piidavek startovaci kultury 2 %

Vzorky syra pfipravené postupem B (zaockovani S. aureus do syrového
zrna), piidavek startovaci kultury 1 %, skladovaci teplota 15 °C

Vzorky syra ptipravené postupem B (C), pfidavek startovaci kultury 1 %,
skladovaci teplota 22 °C

Vzorky syra pfipravené postupem B (zaockovani S. aureus do syrového
zrna), piidavek startovaci kultury 2 %, skladovaci teplota 15 °C

Vzorky syra pfipravené postupem B (zaockovani S. aureus do syrového
zrna), ptidavek startovaci kultury 2 %, skladovaci teplota 22 °C

Srovnavaci vzorky ptipravené postupem A, bez ptidavku startovaci kultury
(zaoCkovani S. aureus do pasterovaného mléka)

Srovnévaci vzorek pfipraveny postupem A, bez ptidavku startovaci kultury
(zaockovani S. aureus do pasterovaného mléka), skladovaci teplota 15 °C
Srovnavaci vzorek ptipraveny postupem A, bez ptidavku startovaci kultury
(zaoCkovani S. aureus do pasterovaného mléka), skladovaci teplota 22 °C
Srovnavaci vzorky ptipravené postupem B, bez ptidavku startovaci kultury
(zaockovani S. aureus do syrového zrna), skladovaci teplota 22 °C
Srovnévaci vzorek ptipraveny postupem B, bez ptidavku startovaci kultury
(zaoCkovani S. aureus do syrového zrna), skladovaci teplota 22 °C
Srovnavaci vzorkek ptipraveny postupem B, bez ptidavku startovaci kultury
(zaockovani S. aureus do syrového zrna), skladovaci teplota 22 °C

Relative fluorescence value, hodnota relativni fluorescence
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Obr. 1. Komplex antigen-protilatka s imobilizovanym enzymem (bioMérieux, France)
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Obr. 5. Srovnani dynamiky zmén poctu S. aureus u vzorki SA a SB

Obr. 6. Srovnani dynamiky zmén poctu S. aureus u vzorkli SA a A

Obr. 7. Srovnani dynamiky zmén poctu S. aureus u vzorkli SB a B
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PRILOHA P I: OBR. 8-11

Obr. 8. Makrofoto Staphylococcus aureus
http://www.bioquellus.com/technology/mikrobiology/vankomy-

cin-resistant-staphylococcus-aureus-/

Obr. 9. Kolonie Staphylococcus aureus na Baird-Parker agaru



Obr. 10. Priprava vzorku kozich syru
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Obr. 11 Pristroj miniVidas®





