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Abstrakt

U fermentovaných mlé ných výrobk  p sobí jako specifická p ekážka kontaminace produktu

konkuren ní mikroflóra. Ta konkurencí p i získávání živin, tvorbou peroxid , bakteriocin  a

kyseliny  mlé né  tvo í  inhibi ní  prost edí  pro  kontaminující  mikroorganismy.  Tato  práce  se

zam uje  na  schopnosti  rodu Lactobacillus  p ežívat  v mlé ných  produktech  v závislosti  na

teplot   a  dob   skladování  a  jeho  konkurenceschopnost  v i E.coli, S.aureus, E.faecalis,  a

L.grayi p i kontaminaci produktu.

Abstract

Competive  microflora    in  fermented  dairy  products  effects  on  products  contamination  as

specific  barrier  to  competition.  The  competition  during  nutrients  obtaining,  peroxide,

bacteriocins  and  lactic  acid  fermentation  creates  barrier  to  competition  for  most  of

microorganism. This thesis  is focused on Lactobacillus ability of survival  in fermented dairy

products  depending  on  time  and  temperature  storage  and  his  effects  on E.coli, S.aureus,

E.faecalis, a L.grayi..
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ÚVOD

     Výživa je jedním ze základních p edpoklad  pro udržení života,  lov k p ijímá potravu v

závislosti  na podmínkách  své  existence.  Mléko a stejn   tak  i  všechny mlé né  výrobky  jsou

nedílnou  sou ástí  výživy  již  od  domestikace  zví at.  Nedílnou  sou ástí  mlékárenské  výroby

jsou  mikroorganismy.  Ty  zde  vystupují  ve  funkci  ušlechtilých  mléka ských  kultur  a

kontaminujících  initel  narušujících jakost, technologii výroby a zdravotní nezávadnost.

     Mikroorganismy  se  p i  výrob   mlé ných  výrobk   používají  od  pradávna.  Ty    již  byly

v surovin     p ítomny  nebo  se do  nich  dostali  z  vn jšího  prost edí.  Pozd ji  se  za aly  um le

kultivovat a geneticky šlechtit žádoucí mikroorganismy a cílen  se ve výrob  za ali používat.

V potraviná ských produktech, p ipravovaných procesem mlé né fermentace pomocí moderní

technologie    se  využívá  tzv.  startovacích  kultur.  Tyto  jsou  bakterie  podílející  se  zásadní

inností na typu a kvalit  produktu a jsou v nich trvale p ítomny v r zném po tu. P ítomnost

chto  bakterií  deklarují  výrobci  jako  sou ást  kvality  výrobku  mající,  vedle  ur ení  jeho

charakteru, zásadní  vlastnosti  spo ívající v protektivní schopnosti  výrobku  na zažívací  trakt

lov ka. Mnohé z nich se dnes ozna ují za tzv. probiotika neboli probiotické kultury.

     Naproti  tomu    mléko  a  mlé né  výrobky  jsou  vhodným  prost edím  pro  nežádoucí

mikroflóru.  Jejich  negativní  ú inek  spo ívá  v nežádoucím  rozkladu  potravin,  utlumující

innost  ušlechtilých  kultur  a  nejvíce  z  innosti  patogenních  mikroorganism .  Ty  zp sobují

nemoci  lov ka,  jejich  rychlé  rozmnožování  a  metabolismus,  nedostate ná  hygiena  mohou

vést  ke  vzniku  epidemií  až  pandemií.  Proto  úkolem  celého  potraviná ského  pr myslu  je

krom   p em ny  potraviná ských  surovin  dostate   ochránit  spot ebitele  a  spole nost  p ed

inností t chto mikroorganism .

     Kontaminaci  mléka  a  mlé ných  výrobk       m žeme  rozlišit  na  primární  (endogenní)  a

sekundární  (exogenní).    Do  vemene  se  mikroorganismy  dostávají  krevním  ob hem  nebo

otvorem ze struk . Sekundární mikroflórou rozumíme mikroorganismy, které se dostanou do

mléka až po nadojení. Ty se pak v mléce za p íznivých podmínek rychle rozmnožují a mohou

být  p vodci  r zných  vad  a  onemocn ní.  P in  takovéto  kontaminace  je  hned  n kolik.

Mikroorganismy se do mléka mohou dostat z t la dojnice. Na k ži a srsti se zachycuje prach a

ne istoty,  které  asto  obsahují  sporogenní  aeroby Bacillus  subtilis,  místa  zne išt ná  výkaly

obsahují E.coli  nebo Aerobacter  aerogenes.  Nositelem  choroboplodných  zárodk   m že  být

ošet ující  personál.  Vzduch  ve  stájích  je  obvykle  také  plný  mikroorganism .  V neposlední
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ad   pak  nesmíme  opomíjet  krmivo,stelivo,výkaly,  vodu,  hmyz  nebo  ná adí  a  nádobí,  které

všechny mohou být zdrojem nežádoucí kontaminace (Doležálek, J.,1962).

     Ze statistik vyplývá, že až 10% populace v pr myslov  vysp lých zemích m že být ro

postihnuto  alimentárními  onemocn ními,  jejichž  zdrojem  jsou  potraviny.  Proto  v poslední

dob   se klade  nebývalý  d raz  na  bezpe nost  potravin.  Všechny  národní  zdravotní  systémy,

Mezinárodní  zdravotnická  organizace,  Evropská  komise  i  další  vychází  p i  hodnocení

potravin  ze  snižování  zdravotních  rizik  a  zdravotní  nezávadnosti  potravin.  Mezinárodní

komise pro mikrobiologickou specifikaci potravin (ICMSF) doporu ila 6 základních krok  p i

ízení mikrobiologického rizika potravin:

1) odhad pravd podobného rizika

2) volba odstran ní rizika

3) definice cíl  zdravotní nezávadnosti

4) potvrzení  cíl   zdravotní  nezávadnosti  prost ednictvím  správné  hygienické  praxe  a

aplikací systému HACCP

5) stanovení mikrobiologických kriterií

6) definice základních postup  pro p ijatelnost potraviny

(Burdová, O.,Lauková, A.,  2001)

      Výsledkem  t chto  inností,  správné  hygienické  a  výrobní  praxe  i  uv dom lostí

pracovník   ve  všech  potravinových  závodech,  pak  budou  potraviny  nejen  zdravotn

nezávadné,  ale  i  s výbornými  technologickými  a    senzorickými  vlastnostmi,  s vysokou

biologickou a nutri ní hodnotou. A práv  proto, že obliba fermentovaných mlé ných výrobk

stále nar stá a tento trend bude pokra ovat  i v následujících  letech,  je t eba zabezpe it  i zde

tyto aspekty.
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1. TEORETICKÁ  ÁST

1.1. ROD LACTOBACILLUS

1.1.1. Taxonomie

     Rod Lactobacillus  p edstavuje  gram­positivní  nesporulující  ty inky.    Jsou

chemoorganotrofní nebo fakultativn  anaerobní mikroorganismy. Jejich  základním znakem je

rozklad  glukosy  za  vzniku  kyseliny  mlé né.Vyskytují  se  st evním  traktu,  v  rostlinných  a

živo išných  produktech  obsahujících  sacharidy.  Pat í  mezi  tzv.  isté  mléka ské  kultury,

v sou asné dob  se také díky svému p íznivému p sobením na lidský organismus ozna uje za

tzv.  probiotickou  kulturu.  Taxonomicky  rod Lactobacillus  p edstavuje  bakterie  eledi

Lactobacillaceae. Druhov  se jedná o velice po etný rod, který pro identifikaci  jednotlivých

druh  vyžaduje speciální expertizy, nebo  b žné testy založené na biochemické aktivit   jsou

slabé a závislé na p esných podmínkách daných kultur. (Holt, John G., 1993)

1.1.2. Vlastnosti

     Jak již bylo popsáno výše, jedná se o gram­positivní, nesporulující ty inky až vlákna, které

se  nev tví.  Jsou  nepohyblivé,  jen  vzácn   se  objevují  pohyblivá  peritricha.  Jsou  p evážn

termofilní mikroorganismy. Optimální teplota je 37 až 45°C. Teploty nad 60°C jsou smrtící.

i  teplotách  nižších  15°C  se  jejich  r st  zastavuje,  avšak  jsou  známy  i  psychrofilní  kmeny

rodu Lactobacillus, které vykazují r st p i teplotách menší 5°C.   (Šilhánková, L.,2002)

     V tšinou  se  jejich  r st  zastavuje  již  p i  20°C.  Optimální  pH  pro  v tšinu  bakterií  je  v

rozmezí  4­5,  avšak  jednotlivé  kmeny  se  navzájem  liší.  To  souvisí  s  rezistencí  proti

inhibi nímu p sobení organických kyselin Na p ítomnost kyslíku reagují zástupci tohoto rodu

zn . Homofermentativní kmeny rodu Lactobacillus jsou anaerobní organismy a kyslík na n

sobí  inhibi .  Všeobecn   p ítomnost  kyslíku  snižuje  p ítomnost  produkce  kyseliny

mlé né, avšak existují i kmeny schopné využít kyslík na získávání NAD a ATP.

    Obvykle  je  jejich  r st  zlepšen  p i  obsahu  5%  CO2  v prost edí.  P i  obsahu  10%  NaCl

v prost edí se jejich r st zastavuje. Jsou kataláza negativní.

    V zásad  je rozd lujeme na :
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I.  homofermentativní

A. optimální teplota mezi 37­60°C

1.produkující kyselinu mlé nou z laktózy

2. neprodukující kyselinu mlé nou z laktózy

B. optimální teplota mezi 28­32°C

II. heterofermentativní

A.optimální teplota mezi 28­32°C

1.rozkládající laktózu a rafinózu

2.nerozkládající rafinózu a laktózu

B.optimální teplota mezi 35­40°C

 (Doležálek, J., 1962)

1.1.3. Výskyt v potravinách a patogenita

     Laktobacily  jsou považovány za nepatogenní mikroorganismy a  hojn  proto  se využívají

práv   v potraviná ském  pr myslu.  Zprávy  o  nálezech  t chto  mikroorganism   p i  r zných

choroboplodných procesech se vyskytují pouze ojedin le.

     Rod lactobacillus  se  vyskytuje  v p írod   tém   všude.  Jeho  druhy  se  vyskytují  v mléce,

v ústech,  v trávicím  traktu  savc ,  na  travinách,  obilí  a  jiných  rostlinách.  V potraviná ském

pr myslu  pat í  z biotechnologického  hlediska  mezi  nejd ležit jší  mikroorganismy,  p emž

nejv tší  význam  má  schopnost  fermentace  sacharid   za  vzniku  kyseliny  mlé né.  Protože

kyselina  mlé ná  zastavuje  r st  a  rozmnožování  hnilobných  bakterií,  využívá  se  innost

laktobacil   pro  konzervaci  zeleniny  a  krmiv.  P íkladem  m že  být  silážování  jetelovin  a

vyslazených  epných  ízk ,  kysání  zelí  a  okurek.  V mlékárenském  pr myslu  se

homofermentativní druhy používají p i výrob  sýr , n které pro p ípravu kvašeného mléka a

mlé ných výrobk . Své využití naleznou také v pr myslové výrob  kyseliny mlé né z melasy

fermentací  sacharosy  namísto  laktosy.  Heterofermentativní  druhy  se  uplat ují  v peka ském

pr myslu p i tvorb  kvásk .

     Krom   svého  pr myslového  využití  však  m že  tento  rod  p sobit  jako  nevhodný

kontaminant  produkt .  N které  heterofermentativní  laktobacily  se  vyskytují  jako  nežádoucí

kontaminace  ve  vina ství  a  pivovarnictví,  kde  zp sobují  senzorické  vady.  V drož árenství

mají  za  následek  ztráty  výt žnosti.  V masné  výrob   mohou  zp sobovat  zelenání  produkt ,
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kdy  fermenta   vytvo ený  peroxid  vodíku  reaguje  s r žovými  pigmenty  uzeného  masa  za

vzniku zeleného zbarvení.

( Šilhánková, L.,2002)

1.1.4.  P sobení na lidský organismus

Lactobacillus v zažívacím traktu.

     St evní  mikroflóra  je  komplexní  entita  s  r znými  kmeny  bakterií.  V  tenkém  st ev   jsou

po ty  bakterií  velmi  nízké  ve  dvanáctníku,  jejich  po et  však  postupn   nar stá  sm rem  ke

konci ky elníku (ileum). Tlusté st evo osidlují p edevším striktní anaeroby (organismy žijící

bez  p ístupu  vzdušného  kyslíku). Bacteroides,  Bifidobacterium,  Eubacterium  a

Peptostreptococcus,  Streptococcus  a  Lactobacillus  a  v  menší  mí e Enterobacteriaceae,

Clostridium  a  kvasinky  se  vyskytují  v  koncentracích  mezi  108  až  1011  cfu*/g.

(http://www.activia.cz/mono_2.htm)

     Laktobacily pat í do první skupiny bakterií, která byla použita  jako probiotikum. Pozd ji

se za ala používat i skupina Bifidobakterií, které mají schopnost kolonizovat trávicí trakt. Do

j se mohou dostat po požití potravin obsahující probiotika jako jsou mléko a jogurt.

Úloha st evní mikroflóry v procesu "trávení" v tlustém st ev .

a) Metabolismus sacharid  (cukr ) ­Tento proces umožní získání energie obsažené v

chto látkách.

b) Metabolismus  lipid   ­  St evní  mikroflóra  zde  hraje  nep ímou  roli,  protože  m ní

pr h zp tné absorpce cholesterolu a žlu ových solí. N které druhy bakterií jsou

schopné rozložit žlu ové soli a tím zm nit pr h jejich vst ebávání.

c) Metabolismus minerálních látek a vitamin

(http://www.activia.cz/mono_2.htm)
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Úloha lactobacil  p i lé  laktózové intolerance.

     Studie z posledních 10­15 let ukázaly, že jogurt je p es sv j vysoký obsah laktózy osobami

s laktózovou intolerancí dob e snášen. Tento pozitivní efekt je zp soben p ítomností laktázy v

bakteriích mlé ného kvašení, které p ežívají nízké pH žaludku a p ispívají v tenkém st ev  ke

št pení laktózy. Podmínkou je však neporušená bun ná membrána t chto bakterií. (Alm., L,

1982)

     Osoby s intolerancí na laktózu mohou v d sledku snížené aktivity laktázy pouze  áste

št pit a vst ebávat  laktózu z mléka a mlé ných výrobk . V tší množství laktózy zp sobuje u

chto osob klinické projevy intolerance jako bolesti v podb išku, nadýmání, k e, flatulenci

a pr jem rozdílné intenzity. Sou asn  dochází ke zvýšené eliminaci vodíku dechem.

Pozitivní ú inek jogurt  a jiných fermentovaných mlé ných výrobk  má n kolik p in:

1. i výrob  jogurt  a ostatních zakysaných mlé ných výrobk  se používá živých bakterií

kultur  (Lactobacillus  delbrueckii  subsp.  bulgaricus,  Streptococcus  salivarius  subsp.

Thermophilus, L.  acidophilus a Bifidobacterium), které obsahují b­galaktosidázu. Tento

enzym  p ekonává  žalude ní  pasáž  a  p ispívá  v  tenkém  st ev   k  hydrolýze  laktózy.

Nutným  p edpokladem  je  však  intaktní  obal  bun k  mikroorganism ;  pokud  je  bun ná

membrána  porušena,  dochází  k  inaktivaci  enzymu  žalude ní  šávou.  Naopak  je

dostate ná  permeabilita  bakteriálních  bun k  v  tenkém  st ev ,  která  se  ješt   zvyšuje

sobením žlu i, d ležitým faktorem pro št pení laktózy.

2. Po  požití  jogurtu  a  ostatních  zakysaných  mlé ných  výrobk   dochází  k  prodloužení

tranzitní  doby  ve  st ev .  Z  toho  d vodu  m že  i  snížené  množství  laktázy  ve  st ev

intolerantních  osob  spolu  s  laktázou  jogurtových  mikroorganism   déle  na  laktózu  ve

st ev  p sobit.

3. V d sledku  fermentace  laktózy  bakteriemi mlé ného kvašení  je  její koncentrace v  ad

zakvašených mlé ných výrobk  snížena.

4. Kone  se diskutuje, zda dlouhodobý konzum zakysaných mlé ných výrobk  ovliv uje

flóru tlustého st eva, snižuje tím symptomatiku laktózové intolerance a stimuluje aktivitu

intestinální laktázy

5. U d tí s malabsorpcí, které mají po požití jogurtu mén  potíží než po mléce, se odborníci

domnívají, že jejich zbytková laktázová aktivita je vyšší než u dosp lých.

(Stránský, 2004)

Clic
k t

o buy N
OW!

PDF­XChange

w
ww.docu­track.com Clic

k t
o buy N

OW!
PDF­XChange

w
ww.docu­track.com

http://www.docu-track.com/buy/
http://www.docu-track.com/buy/


14

Lactobacilus jako sou ást vaginální mikroflóry.

     Ve  zdravém  vaginálním ekosystému  p evládají  n které  druhy  rodu Lactobacillus,  mající

ležitý  vliv  na  vaginální  mikrobiologii.  N které  druhy  potla ují  r st  endogenní  vaginální

mikroflóry  produkcí  organických  kyselin  jako  je  kyselina  mlé ná,  peroxidu  vodíku  a

bakteriocin i  laktocin . Produkce organických kyselin udržuje pH vaginálního prost edí <

4,5  a  takto vytvá í  nep íznivé podmínky pro  r st v tšiny  endogenních patogenních  bakterií.

Laktobacily  zvyšují  oxido­reduk ní  potenciál  vaginálního  prost edí,  což  inhibuje  r st

obligátních anaerob .

     Tyto  kmeny  laktobacil   byly  za azeny  do  druh L.casei  ,  L.acidophilus  ,  L.gasseri  ,

L.paracasei  ,  L.plantarum  ,  L.jensenii  ,  L.vaginalis  ,  L.pentosus  ,  L.bifermentans  .

(Aroutcheva A.,et al., 2001)

Lactobacilus jako sou ást ústní mikroflóry.

     Lactobacillus  acidophilus  pat í  k  ústohltanové  mikrofló e  zdravích  lidí  a  p sobí

protikataricky. (Doležálek,1962)

Tvorba vitamín .

   Bakterie mlé ného kysání produkují n které vitaminy,  jako nap íklad vitamin K (jsou  jeho

hlavním zdrojem),  vitamin B12, kyselina  listová, biotin,  riboflavin a kyselina pantotenová  .

Za ur itých podmínek m že být tato syntéza pro  lov ka podstatná (nap íklad u vitamin  B12

a K po resekci st eva apod.). (Št pánková, M., Augustín, J., b ezen 2001)

Tvorba antibiotik.

    Laktobacily  dále  pak  produkují  antibiotika  (laktobacilin,laktolin)  a  látky  antibiotické

povahy  (acidofilin).Ú inn   inhibuje  r st  koliformních  bakterií  a  enterokok , Salmonella

typhimurium,  Staphylococcus  aureus,  Escherichia  coli,  Clostridium  perfringens a

Enterobacter aerogenes. (Grossmann, M., 1999)
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1.2. ESCHERICHIA

1.2.1.  Taxonomie

     Bezpochyby  nejprostudovan jším    a  nejprozkouman jším  mikrobiálním  druhem  je

Escherichia  coli.    Jedná  se  o  gram­negativní  fakultativn   anaerobní  ty inky,slouží  jako

modelový  organismus  pro  biochemické,  genetické  i  fyziologické  studie.  Je  prvním

bakteriálním druhem,  u  n hož  byla  pozorována  a  prostudována  konjugace  bun k  a  vým na

genetického  materiálu.. Escherichia  je  b žnou  st evní  mikroflórou  a  v p írod   ji  m žeme

nalézt tém  všude. Je b žným obyvatelem st ev v tšiny zví at a lidí od jejich narození až po

úmrtí.  Je klasifikována  jako  indikátor fekálního zne išt ní. Ne všechny druhy a kmeny  jsou

patogenní, nicmén  jejich p ítomnost v potravinách je spojena se zdravotním rizikem.  Jejich

taxonomické za azení je následující:

v     ele  : Enterococcaceae  ­ sekce Gram­negativní koky

     K nejznám jší E.coli byly p azeny nov  popsané druhy E.vulneris a E.hermanni. Jedná se

podmín   patogenní  mikroorganismy  isolované  asto  z klinických  materiál .  Jejich

diagnostika  dosud  není  zcela  b žná.  Dnes  je  rod Escherichia  tvo en  p ti  zástupci E.coli,

E.vulneris,   E.hermanni,  E. blattae a  E. fergusoni. Jejich rozlišení na základ  biochemické

aktivity udává tabulka I. (Bat, 1999)

Tabulka I  Biochemické odlišnosti druh  rodu Escherichia

E. coli

Typical Inactive
E. hermanii  E. blattae  E. fergusoni  E. vulneris

KCN – – + – – +

Glukosa + – + + +

Laktosa + – +/– – – +

Cellobiosa – – + – +

Adonitol – – – – – +

Mannitol + + + – +/– +

Pozn.­ + produkuje, ­ neprodukuje, +/­ variabilní podle prost edí a podmínek
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1.2.2.  Vlastnosti

     Escherichie  jsou  gram­negativní,  fakultativn   anaeorobní  chemoorganotrofní

mikroorganismy.  Jedná  se  o  pohyblivé,  n kdy  opouzd ené  ty inky.  Pohyb  jim  umož ují

peritrichní  bi íky,  které  se  nacházejí  kolem  celé  bu ky.  Kultiva ní  nároky  nemají  vysoké,

rostou dob e i na oby ejných p dách.Optimální teplota pro kultivaci je 37°C. Charakteristická

je  tvorba  2­3  mm  velkých,  mírn   vypouklých,  lesklých  kolonií,  na  Endov   p   s kovov

zlatým  leskem.  Na  krevním  agaru  rostou  n které  kmeny  s hemolýzou.  Pro  izolaci  se

s výhodou užívají laktózové p dy­ zejména Endova, Mc Conkeyho nebo deoxycholátová (DC

agar).

     Hlavní  diagnostické  znaky,  které  tento  rod  charakterizují,  jsou  tyto:  kataláza  pozitivní,

oxidáza negativní, laktóza pozitivní mikroorganismus, tvo í indol, netvo í sirovodík a acetoin.

Zkvašují  sacharidy,  zejména  glukosu,  laktosu,  n které  pentosy  a  alkoholické  cukry,  za

intenzivní  tvorby  kyselin  a  plynu.  Nejvíce  fermentují  sacharidy  za  vzniku  kyseliny

pyrohroznové, octové a mraven í, p emž  ást kyseliny mraven í rozkládá na oxid uhli itý a

vodík. (Holt, John G., 1993)

1.2.3.  Výskyt v potravinách a patogenita

     Rod Escherichia  je  z hygienického  hlediska  nejd ležit jší.  Nejvýznamn jší E.coli  se

nachází ve spodní  ásti st evního traktu  lov ka a teplokrevných zví at, a vyskytuje se tedy i v

jejich  výkalech.  Jeho  p ítomnost  ve vod   nebo  v potravinách  je  proto  ukazatelem  fekálního

zne išt ní. Pravideln  se vyskytuje v potravinových surovinách, které byly nutn  v kontaktu

s hnojenou  p dou.  P ítomnost E.coli  v potravinách  ukazuje,  že  stejným  zp sobem  se  do

tohoto prost edí mohou dostat i patogenní st evní bakterie rodu Salmonella nebo Shigella.

     Jejich  vylou ení  z potravin  i  jejich  omezení  je  možné  správnou  hygienickou  praxí  a

tepelnou  úpravou  potravin.  Pastera ní,  sterila ní  záh ev,  zmrazování  potravin  p sobí

devitalizace kmen E.coli a snižují  jejich po et v kontaminované potravin . U potravin s pH

pod 5 se r st bun k omezuje až úpln  zastavuje.

     Pomocí serologických metod lze u E.coli odlišit více jak 170 O­antigen , 80 K­antigen  a

56  bi íkových  antigen   H.  Serotypizace  má  sv j  význam  p i  odhalování  možné patogenity

izolovaných kmen .Podrobn jším testováním se zjistilo,že  jisté serotypy mají  sv j charakter

zp sobu  patogenního  uplatn ní. E.coli  je  komenzálem  tlustého  st eva  lov ka.  Je  sou ástí
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fyziologické  flóry  a  podílí  se  na  udržování  eumikrobie  st eva. E.coli  se  uplat uje  jako

významný patogen:

1.Enteroinvazivní E.coli (EIEC) – vyvolávají dyzenterické pr jmy starších d tí a dosp lých.

Pr jmová  onemocn ní  vyvolaná  touto E.coli  se  velice  podobají  dyzentérii  zp sobené

shigelami,  jenže  s mírn jším  pr hem.  Nepostihuje  novorozence,  ale  pouze  starší  d ti  a

dosp lé.

     Biochemická  aktivita EIEC  je  nižší  než  u  ostatních E.coli.  Pro  EIEC  je  typické,  že  jsou

nepohyblivé  a  nejsou  schopny dekarboxylace  lysinu  a  pouze  menší  ást  št pí  laktosu.  Jsou

schopny penetrovat do epitelu bun k tlustého st eva,kde se množí.D sledkem nitrobun ného

množení je destrukce epiteliálních bun k a zv edovat ní sliznice. Tyto vlastnosti lze prokázat

inolkuací kmene do spojivkového vaku mor ete nebo králíka. Invazivní kmeny vyvolávají do

48 hodin keretokonjuktividu. Tato schopnost je pevn  vázána na bu ku. Antigenní struktura

je podobná schigelám, se kterými mají spole né antigeny. EIEC p ísluší nej ast ji serotyp m

O 124 a O 28. Celkem je enteroinvazivních serotyp  14. Výskyt je  ast jší na Slovensku než

v  eské  republice.  Infekce se ší í podobn   jako dyzenterie. Nej ast ji  jsou E.coli p enášeny

kontaminovanou  vodou  nebo  potravinami,  než  kontaktem.  Obraz  onemocn ní  je  shodný

s dyzenterií  –  pr jmy  s tenesmy,  ve  stolici  je  hlen,p ípadn   charakteristický  pro  schigely  a

páchnoucí po spermatu.

2.Enteropaogenní E.coli.  (EPEC)  –  EPEC  vyvolávají  t žké  epidemické  pr jmy  postihující

novorozence a kojence  asto  s nozokomiálním výskytem.    Kmeny EPEC adherují  na  bu ky

st evní sliznice, rychle se množí a brzy se rozší í do celého st eva. Dochází k histologickým

zm nám  epitelu.  Na  rozdíl  od  EIEC  nepenetrují  do  epiteliálních  bun k  a  tyto  nedestruují.

Uvažuje  se  o  možné  produkci  enterotoxinu  nebo  cytotoxin .  Existence  t chto  toxických

produkt  nebyla zatím potvrzena. Je pouze prokázáno,že enteropatogenita se váže k ur itým

serotyp m,  ale  p íslušnost  k t mto  serotyp m  není  spolehlivým  d kazem  enteropatogenity.

Nejrozší en jší  serotypy  jsou    O  111  O  26  a  O  55.  Serotypizace  je  zatím  jedinou

metodou,která  pomáhá  EPEC  identifikovat.Izolace  významného  serotypu  nemusí  být  ješt

potvrzením  nálezu  patogena  a  je  pouze  vyjád ením pravd podobné  patogenity  zachyceného

kmene.

3. Enterotoxické E.coli (ETEC) – Pr jmová onemocn ní vyvolaná ETEC postihují p evážn

zem  s teplejším podnebím, hlavn  s nižší hygienickou úrovní,kde jsou jimi vyvolané pr jmy
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kojenc  a d tí do p ti let  astou p innou úmrtí. Cestovatelské hore ky a pr jmy jsou dalším

projevem  infekce  ETEC.  Postihnou  velikou  ást  osob  p ijížd jících  do  teplejších  oblastí.

žn   se  s nimi  setkáváme  i  u  St edozemního  a  erného  mo e.  Onemocn ní  je

charakterizováno pr jmem,n kdy i teplotami a zvracením. V tšinou probíhá bez komplikací a

samo  odezní.  Cholera­like  disease  je  choleriformní  onemocn ní  zp sobené  ETEC

v cholerových  oblastech.  ETEC  jsou  schopny  tvorby  termostabilního  a  termolabilního

enterotoxinu.  Termolabilní  enterotoxin  aktivuje  st evní  adenylcyklázu  a  zvýší  tak  hladinu

cAMP.  Následné  zm ny  v transportu  Na  a  Cl  iont   vyvolávají  mohutný  p estup  vody  do

st eva  a  mechanismem  ú inku  shodným  s ú inkem  cholerového  toxinu.  P sobení

termolabilního  toxinu  nastupuje  pomaleji,než  u  tepeln   stabilního.  Termostabilní  toxin

vyvolává  zvýšení  hladiny  guanosin  monofosfátu  a  tím  rovn ž  p estupy  vody  do  st evního

lumen. Ú inek  nastupuje rychleji,ale také rychleji odezní. Silný p estup tekutiny do st eva je

inou  pr jmu,  který  je  hlavním  p íznakem  onemocn ní  vyvolaných  ETEC.  Tvorba

enterotoxin   je  v bakteriální  bu ce kódováno plasmidem.  Konjunkcí  se  tento plasmid m že

enést na netoxické kmeny. Možný je i p enos na enterobakterie jiných rod . Aby se mohla

ETEC  uchytit  na  sliznici  tenkého  st eva  a  mohla  uplatnit  vliv  toxin ,je  pro  ni  nezbytná

schopnost adherovat na slizni ní bu ky. Ta je umožn na fimbriemy s koloniza ním faktorem.

Koloniza ní  faktory  jsou  proteiny,  jejichž  tvorba  je  kódována  plasmidem.  Kmen  bez

koloniza ního  faktoru  je  nevirulentní,  i  když  je  schopen  tvorby  toxin .  Kultivací  se  od

ostatních E.coli  neliší.  Základem  diagnostiky  jsou  testy  ukazující  schopnost  tvorby

enterotoxin . P íkladem m že být test akumulace tekutiny v podvázané králi í st evní kli ce.

4.Enteroadhezivní E.coli (EAEC) – tu je možno identifikovat pouze podle schopnosti adheze

na bu ky tká ové kultury ozna ené HEp. 2. EAEC vyvolávají pr jmy. Stolice je bez p ím sí

krve a neobsahuje leukocyty.

5.Enterohemoragické E.coli  (EHEC)  –  vyvolávají  hemarogickou  kolitidu.  Mimo  zažívací

trakt  byly  ur eny  jako  p vodce  hemolytického  uremického  syndromu.EHEC  produkují

toxiny.

6. E.coli  zp sobující  infekce  mo ových  cest  –  enterobakterie  jsou  nej ast jšími  p vodci

mo ových  infekcí. E.coli  je  v bec  nej ast ji  izolovanou  bakterií  z mo ových  cest.  Kmeny

izolované z urogenitálního traktu jsou  asto hemolytické.

Clic
k t

o buy N
OW!

PDF­XChange

w
ww.docu­track.com Clic

k t
o buy N

OW!
PDF­XChange

w
ww.docu­track.com

http://www.docu-track.com/buy/
http://www.docu-track.com/buy/


19

7. E.coli  zp sobující  pyogenní  infekce  –  P i  hodnocení  frekvence  výskytu  bakterií

v infikovaných  ranách  nalezneme E.coli  na  druhém  míst   hned  za  S.  aureus E.coli  je  též

jedním u nej ast jších p vodc  meningitid a sepsí  i v dosp lém v ku.  asté  jsou  izolace ve

sputu u infekcí dýchacích cest.

(Bedná , M., Fra ková, V., 1999)

1.3. LISTERIA

1.3.1.  Taxonomie

     Do skupiny pravidelných, nesporulujících gram­positivních mikroorganism  pat í také rod

Listeria.  Jeho  druhy  m žeme  nalézt  b žn   v p írod   na  rostlinných  materiálech  nebo  jako

živo išnou mikroflóru. Jeho výskytu v potravinách se snažíme v max. mí e p edcházet.

     Rod Listeria zahrnuje v sou asné dob  6 r zných druh  –L. monocytogenes, L. ivanovii,

L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri a L. grayi. D íve do tohoto rodu pat il pouze jeden druh

a to L. monocytogenes.  Postupn  byly objeveny další L. denitrificans, L. grayi, L. murrayi, L.

innocua,  L.  ivanovii,  L.  welshimeri  a  nakonec L.  seeligeri. které  druhy  pak  byly

eklasifikovány  jinam.  D íve  uvád ný  druh L.  murrayi  byl  zahrnut  do  druhu L.  grayi. L.

monocytogenes  je  podmín ným patogenem  lidí  i  zví at, L.  ivanovii vyvolává onemocn ní u

ovcí a jen výjime  u lidí. Ostatní druhy jsou nepatogenní.

(Bat,1999)

1.3.2. Vlastnosti

     Listeria pat í mezi gram­positivní mikrorganismy ty inkovitého tvaru o velikosti bun k od

0,5 do 2 m. Krom   ty inek  také n kdy  tvo í kokoidní krátké  et zce, z ídka  vytvá í dlouhá

vlákna.  Mladé  kultury  mívají  spíše  kokoidní  bu ky,  naproti  tomu  starší  jsou  ty inkovité,

rovné  nebo  zahnuté.  P i  teplot   20­25°C  tvo í  peritricha.  Je  to  nesporulující  fakultativn

anaerobní bakterie a  její pohyblivost závisí p edevším na teplot . Optimální  teplota pro r st

chto bakterií je mezi 30­37°C, ale n které druhy,zejména nejznám jší L. monocytogenes, se

mohou rozmnožovat a r st  i p i  teplot  4°C. Protože  jsou schopny se rozmnožovat  i p i  tak

nízkých  teplotách,  ikdyž  velice  pomalu,  mohou  p i  výskytu  v potravinách  p edstavovat

obrovské  nebezpe í.  P i  teplot   20­25°C  tvo í  bi íky,  ímž  se  stávají  pohyblivými  a  také
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produkují  antigeny  a  další  virulentní  metabolity.  P i  teplot   37°C  tyto  bi íky  ani  antigeny

netvo í.

     Listeria  se  adí  mezi  fakultativn   anaerobní  mikroorganismy  a  kultivuje  se  na  ad

specifických  mediích.  Kultivace  listerií  není  nikterak  náro ná.  Rostou  dob e  za  aerobních  i

mikroaerofilních podmínek i na oby ejných agarech. Kolonie mají barvu šedobílou až bílou,

i  šikmém  osv tlení  mají  charakteristický  modrozelený  lesk.  Na  krevním  agaru  tvo í

nepr hledné  kolonie  s úzkou  vrstvou  beta­hemolýzy.  Odhalit  a  isolovat  listerie  bylo  velice

žké  a  proto  od  jejich  odhalení  roku  se  za alo  vyvíjet  mnoho  úsilí  pro  možnosti  jejich

isolace. Poprvé byly listerie izolovány v roce 1917 z tká ového moku (Akinson), ale objeveny

byly  až  v roce  1925  (Murray,  Webb).  Dnes  existují  mnohé  zp soby  pro  jejich  odhalování

z r zných druh  potravin. Mnoho komer ních dodavatel  dnes prodávají  rychlé metody pro

detekci  rodu Listeria  a  hlavn   pro Listeria  monocytogenes.  V tšinou  jsou  nastaveny  i  pro

detekci    jiných  mikroorganism   a  jejich  toxin ,  ale  obsahují  komponenty  specifické  pro

kultivaci listerií.

     Rod Listeria  je  charakteristický  produkcí  enzymu  kataláza,  tvorbou  kyselin  rozkladem

glukózy,  threalosy,  sacharosy,  laktosy  i  maltosy  a  slabou  produkcí  sirovodíku.  Dokáže

zužitkovat  také  soli  kyseliny  citrónové.  Odolnost  t chto  mikroorganism   je  dána  mnohými

faktory.  Jsou schopny  se množit  i  bez p ítomnosti kyslíku,  mohou p ežít   pasteraci  mléka  i

nízké teploty kolem 4°C a dob e snášejí i vysoké koncentrace solí v prost edí. P i koncentraci

20% NaCl p ežijí až 8 týdn .

(Bat, 1999)

1.3.3.  Význam v potravinách a patogenita

      Listerie  se  b žn   vyskytují  u  v tšiny  domácích  zví at,  v  p   na  rostlinách  i  ve  stolici

lov ka.  Jejich  p ítomnost  v potravinách  je  velice  závažným  problémem.  Zvlášt Listeria

monocytogenes pat í k nejobávan jším patogen m v potraviná ském pr myslu. Kontaminace

potravin L.monocytogenes  m že  totiž  vést  k vážným  onemocn ním.  Ke  kontaminaci  m že

dojít  primárn   i  sekundárn .Kontaminace  p i  zpracování  potravin  m že  následovat  až  do

výsledných produkt  i u podnik  s výborným hygienickým projektem. Naprostým základem

pro hygienickou praxi je udržovat výrobní plochy  isté a suché. Listerie se objevuje v mnoha

potravinách,  proto  veškeré  potraviná ské  závody  musí  d sledné  ve  své  hygienické  praxi.

Problém kontaminace listeriemi ale i dalšími patogeny m že  áste ešit systém HACCP a

správný výrobní program. Standardní odd lení surovin a surových potravin od zpracovaných
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výrobk ,suché prost edí, efektivní úklid a sanitace podniku tyto aspekty mohou vést k redukci

výskytu listerií v potravinách.

     Kontaminovanými potravinami bývají nej ast ji nepasterizované mléko a mlé né výrobky

(olomoucké tvar žky, brynza), maso a výrobky z n j ( ajovka), zelenina a ryby. V roce 1988

se velký výskyt listeriosy objevil ze špatn  tepeln  opracovaných hotdog .

     Listeriosa jako nemoc byla popsána v roce 1939 (Swann, Nyfeldt) a se u  lov ka projevuje

žn  t emi klinickými formami: zán tem mozku, infekcí krve a potratem. Symptomy mohou

být  odstup ovány  od  ch ipky  až  k více  závažným  projev m.  U  lov ka  se  jeví  patogenní

pouze L.monocytogenes,  ale  ostatní  druhy  jako L.ivanovii  zp sobuje  potrat  u  ovcí  nebo

zpomalený r st u  jeh at. Úmrtnost na  listeriosu  je mnohem vyšší než u  jiných bakteriálních

onemocn ní.  Odhad  iní  asi 20%,  ale  toto  íslo  se  m že  m nit,protože ne všechny projevy

ch ipky  jsou  identifikovány  správn .  Citlivá  populace  –  mladí  lidé,  starci,  lidé  se  sníženou

obranyschopností a HIV positivní lidé by m li být zvlášt  obez etní a vyhýbat se potravinám

s možným  výskytem  listerií.  P inou  listeriových  onemocn ní  je  cytotoxický  listerolyzin.

Nejb žn jším serotypem spojeným s chorobami z potravin je typ 4B,1/2a a 1/2b.

(Bat, 1999)

1.4. STAPHYLOCOCCOCUS

     Rod Staphylococcus  se  adí  mezi  grampositivní  mikroorganismy.  Jako  grampositivní  se

ozna ují  ty  mikroorganismy,  jejichž  bu ky  po  usmrcení  a  obarvení  Gramovým  barvivem  a

mo ení jodovým roztokem toto barvivo p sobením rozpoušt del neztrácejí. Jako rozpoušt dlo

se  nej ast ji  používá  acetonu  nebo  ethanolu.  Tato  schopnost  je  závislá  na  složení  bun né

st ny  bakterií.  Hlavní  složkou  bun né  st ny  grampositivních  bakterií  a  tedy  i  rodu

Staphylococcus  je  kyselina  teichoová.  Ta  je  vázána  kovalentní  vazbou  na  muramovou

kyselinu.  St ny  gramnegativních  bakterií  kyselinu  teichoovou  neobsahují,  což  je  p inou

vyplavování Gramova barviva z bu ky p sobením rozpoušt dla.

1.4.1.  Taxonomie

      Mikroorganismus  rodu Staphyloccocus  pat í  podle Bergey´s  Manual  of  Systematic

Bakteriology  mezi  gram­positivní  koky.  Jedná    se  o  fakultativn   anaerobní  a
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chemoorganotrofní organismus,který spole  s dalšími druhy Micrococcus, Stomatococcus a

Planococcus pat í do  eledi Micrococcaceae.  Jeho klasifikace  je následující:

v      ád: Procaryotae

v     Odd lení: Firmicutes

v     T ída: Firmibacteria

v      ele : Micrococcaceae

v     Rod: Staphylococcus.

V sou asné dob  je známo 47 druh  rodu Staphylococcus.Jejich vý et je uveden v p íloze  .I.

Oficiáln  dnes existuje 36 druh ,9 z nich má dva podruhy,jeden má t i poddruhy.

      Jméno staphylococcus  je  odvozeno  z  eckého  slova staphylo  (  hrozen  vína  )  a coccus

(obilí,bobule  ).  Jako  první  objevil  koky  n mecký  v dec  von  Recklinghausen  v roce  1871

v ledvinách pacienta,který zem el na otravu krve. Sir Alexander Ogston a Luis Pasteur shodn

v roce  1880  poukázaly  na  jisté  koky,  které  tvo í  hnis.  Ogston  pozoroval  dva  druhy  kok ,

z nichž  jeden tvo il  et zce, které nazval  streptokoky a druhý, který tvo il  shuky bun k a ty

nazval  stafylokoky. Ogston  je proto spojen s objevením stafylokok  a  jejich pojmenováním.

První  druh Staphylococcus  aureus  identifikoval  n mecký  bakteriolog  F.  Rosenbach  v roce

1884.B hem  let  získal  také  adu  synonym  než  se  zjistilo,že  se  jedná  o  stejnou  bakterii.

Správn  se dnes taxonomicky jmenuje tento stafylokok Staphylococcus aureus subsp. aureus

a ze všech druh  pat í mezi nejd ležit jší. ( Petráš, P., 2004)

1.4.2.  Vlastnosti

     Jedná se o kulovité gram­positivní koky o velikosti bun k pr rn  0,5­1,5  m, které se

mohou  vyskytovat  v párech,  samostatn ,  v krátkých  et zcích  nebo  nepravidelných  shlucích

až hrozní cích.   Jejich  formace se utvá í b hem r stu na pevných mediích a  je dána po tem

lení  bun k  a  schopností  odd lení  mate ské  a  dce iné  bu ky.  Jsou  to  nepohyblivé  a

nesporulující  bakterie.Spory  netvo í  nikdy  a  obvykle  netvo í  ani  pouzdra.  Jejich  barevná

pigmentace  se na  neselektivním  mediu  m že  m nit  od  sn hov   bílé  až  po  žlutou  až  jasnou

oranžovou.  Kolonie  jsou  lesklé,  vypouklé  a  mazlavé.  Mají  pom rn   nízké    nároky  na

kultiva ní  prost edí.  Rostou    za  širokého  tepelného  rozp tí  10  až  45°C,  ikdyž  optimální

teplota  se  pohybuje  mezi  30­37°C.  Rozmnožovat  se  m že  i  p i  obsahu  10%hm.NaCl  v

prost edí.    Všechny  druhy  rodu Staphylococcus  pat í  mezi  aerobní  nebo  fakultativn
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anaerobní  mikroorganismy  s fermenta ními  schopnostmi.  Ze  47  dnes  známých  druh   jsou

pouze  dva  anaerobní.  Od  ostatních  mikroorganism   se  liší  hlavn   schopností  aerobního  i

anaerobního  metabolismu.  Energii  získávají  rozkladem  glukosy,  karboxylových  kyselin  a

fosfát  a mohou využívat  jako substrát nejr zn jší množství sacharid . K energii získané p i

metabolických  procesech  pat í  p edevším  ATP,který  vzniká  p ímo  p i  oxidaci  uhlíkatých

substrát ,  a  energie  získaná  p i  fosforylaci  kofaktor   v dýchacím  et zci.V  n m  jsou

oxidovány  redukované  kofaktory  NADH,FMNH2  a  FADH2.  Dýchací  et zec  i  systém

oxida ní  fosforylace  je  umíst n  v cytoplazmatické  membrán .  V  prvním  stupni  dýchacího

et zce  se  p enáší  vodík,který  se  ukládá  v koenzymu  Q  ve  form   proton .  P i  p echodu

vodíku  z molekuly  NADH  +  H+  až  k CoQ  se  uvolní  tolik  energie,  že  oxida ní  fosforylací

ADP vzniká 1 molekula ATP.

      Jednotlivé druhy stafylokok  se mohou klasifikovat také podle patogenity, produkce jejich

ferment   a  produkce  enzymu  koagulázy.  Ten  existuje  bu   volný  nebo  vázaný  v bu kách.

Každý  má  trochu  jinou  aktivitu  a  imunologické  vlastnosti.  Volná  koaguláza  je  protein  a

v p írod  se vyskytuje ve dvou antigenových typech. Koaguláza ­ pozitivní stafylokoky mají

schopnost tvo it z krevní plasmy sraženinu. Tento enzym produkuje v tšina nejvirulentn jších

kmen  a je   spojován se stafylokokovou patogenitou. V krevní plazm  se v rozpustné form

vyskytuje  protein  fibrinogen,  který  má  schopnost  p sobením  p íslušných  látek  se  m nit  v

 nerozpustný  fibrin.  Stafylokoková  koaguláza  má  schopnost  p em nit  fibrinogen  ve  fibrin.

Nicmén   koaguláza  –  negativní  druhy  mohou  být  také  patogenní  a  proto  p ímá  souvislost

mezi  tvorbou  enzymu  a  patogenitou  není  až  tak  z ejmá.    P esto  užití  tohoto  enzymu  pro

identifikaci  stafylokok   je  velmi  rozší ený  postup,  protože  je  velice  jednoduchý  a  pom rn

spolehlivý.  Bu ky  podez elého  mikroorganismu  se  smíchají  s lidskou  nebo  králi í  krevní

plasmou  s p ídavkem  kyseliny  citronové,  šavelové  kyseliny  nebo  kyseliny

ethylendiamintetraoctové. Vzorek se nechá inkubovat p i 37°C po dobu 1 až 3 hodiny. Pokud

vznikne sraženina, pak se test hodnotí jako pozitivní.  Pomocí aglutinace a precipitace se dají

rozd lit  do  n kolika  skupin  podle  r zných  kombinací  antigen .  Stafylokoky  obsahují  15

typov  odlišných  antigen ,  tato  metodika však  není  p íliš  rozší ená  a  lze  ji provád t  jen  ve

specializovaných  laborato ích.  Další  možností  rozlišení  a  daleko  užívan jší  je  fagotypizace,

kdy  pomocí  specifických  stafylokokových  bakteriofág   rozlišujeme  5  skupin  a  v každé

skupin  n kolik dalších fágových typ .

(Martin,1999)

Clic
k t

o buy N
OW!

PDF­XChange

w
ww.docu­track.com Clic

k t
o buy N

OW!
PDF­XChange

w
ww.docu­track.com

http://www.docu-track.com/buy/
http://www.docu-track.com/buy/


24

1.4.3.  Výskyt v potravinách a patogenita

     Mnoho  potravin  jako  erstvé  a  zpracované  maso,  mlé né  produkty,  n které  mo ské

produkty a dr bež bývají  asto kontaminovány druhy rodu Staphylococcus. Stafylokoky jsou

irozenou  mikroflórou  lov ka  i  n kterých  živo ich .  V potravinách  je  však  jejich  výskyt

nežádoucí,  jsou  ozna ovány  za  kontaminující  mikroflóru.  P i  požití  takových  potravin  pak

že  dojít  k infikaci  lov ka  zažívacím  traktem  a  vážným  zdravotním  problém m

souvisejících s p irozenou patogenitou tohoto rodu. Stafylokoky jsou krom lov ka p irozen

patogenní  také pro  kon ,  krávy,  ovce,  ptáky  a  mouchy.  Velmi  asto  se vykytují  na  sliznici

horních cest dýchacích a na k ži hostitele. Patogenita stafylokok  je dána produkcí ferment

a toxin . Pokud potravina obsahuje vhodný substrát pro metabolismus t chto látek, pak m že

zp sobit  velice  vážná  onemocn ní  až  smrtelné  otravy.  Jedná  se  totiž  o  látky  bílkovinné

povahy,které se ni í až dlouhodobým tepelným záh evem, a proto je i nejv tší nebezpe í otrav

u tepeln  neopracovaných výrobk .

     Stafylokoky  pat í  mezi  mikroorganismy  mající  pro  lov ka  i  zví ata  velký  význam.

Nepatogenní  kmeny  pat í  k normální  mikrofló e  k že  a  sliznic  lov ka  i  zví at.  Patogenní

kmeny  vyvolávají  u  lov ka  nejr zn jší  hnisavá  onemocn ní,smrtelné  sepse  a  asto  jsou

inou potravinových intoxikací. S. epidermis  m že zp sobovat zán ty mo ového m chý e

a  infekce  genitálního  ústrojí. S.saprophyticus  zp sobuje  infekce  mo ového  m chý e  u

mladých dívek.S.chromogenes je  asto izolován v mléce p i zán tech mlé né žlázy.

(Martin,1999)

1.4.4.  Staphylococcus aureus

     Mezi nejrozší en jší druhy rodu Staphylococcuus pat í Staphylococcus aureus. P estože je

schopný  p ežívat  v anaerobním  prost edí,  pat í  mezi  aerobní  mikroorganismy.  Pro  sv j

aerobní r st pot ebuje zejména sacharidy, aminokyseliny a vitamíny, pro anaerobní r st pak

ješt  uracil a oxid uhli itý.Optimální teplota pro r st je 35­37°C,ale je schopný se množit p i

teplotách od 10°C do 45°C. Rozp tí pH pro r st a rozmnožování  je mezi 4,5­9,3, optimální

pH  je  mezi  7,0­7,5.  Rozp tí  pH  se  m ní  hlavn   na  r stových  podmínkách  prost edí.  Ze

sacharid   fermentuje  p edevším  glukosu,  sacharosu,  maltosu,  mannosu,  laktosu,  galaktosu,

fruktosu  a  ribosu.  P i  fermentaci  vytvá í  kyselinu  L(+)  i  D(­)  mlé nou.  Jde  o  koaguláza­

positivní stafylokok. Jeho schopnost tvo it tento enzym byla objevena již po átkem dvacátého

století. Velikost kolonií se pohybuje od 0,5­1,5 m, tvo í p evážn  nepravidelné shluky bun k
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nebo osamocené  i bu ky v párech. Barva kolonií m že být od krémov  bílé až po žlutou až

oranžovou,  p ípadn   do  zlaté  barvy.  Proto  si  také  vysloužil  p ezdívku  zlatý  stafylokok.

Kultivace tohoto mikroorganismu probíhá nej ast ji na mediích s p ídavkem 10% NaCl.

     Je  to  velmi  virulentní  druh  a  b žn   se  vyskytuje  na  lidském  t le.  M žeme  jej  odhalit

v nose,  dutin   ústní,  dýchacích  cestách  i  v zažívacím  traktu,  kde  tvo í  b žnou  sou ást

mikroflóry  lov ka.  Isolovat  jej  m žeme  také  z potravin  i  zví at.  Jedná  se  o  podmín

patogenní mikroorganismus, který produkcí toxin  bílkovinné povahy ve form  superantigen

že  zp sobit  vážná  zdravotní  onemocn ní.  Ty  se  inaktivují  až  dlouhodobým  varem.  Je

velice  astým kontaminantem mléka i mlé ných výrobk . Do mléka se m že dostat hned p i

dojení  z mlé né  žlázy  dojnice  nebo  sekundárn   z rukou,  tvá e,  dutiny  ústní  i  nosní

zam stnanc   p icházejících  s mlékem  do  styku  v r zných  fázích  výroby.  I  do  hotových

potravin  se  m že  dostat  kýcháním  i  kašláním.  Mezi  nejb žn jší  projevy  stafylokokové

otravy  pat í  tvorba  hnisu,  slizu,  trudovitost,  mastitis,pneumonie,  osteomyelitis,  st evní

enterotoxikosa. Toxiny a fermenty jsou produkovány všemi kmeny  v r zných kombinacích a

množství. Mezi produkty stafylokokové fermentace pat í:

Hemolysiny – nejd ležit jší jsou alfa,beta a delta – lysiny. Alfa­ a beta­hemolysin produkují

edevším kmeny patogenní pro  lov ka,zp sobují hemolýsu erytrocyt . Beta­lysin je typický

pro kmeny patogenní pro zví ata, kde št pí sfingomyelin v membrán  erytrocyt .

Alfa­toxin – je identický s alfa­ghemolysinem,  je to toxický produkt všech kmen  a má trojí

inek.In vitro lysuje erytrocyty a in vivo p sobí dermonekroticky a má letální ú inek.Jedná

se  o  bílkovinu  narušující  bun né  membrány.  Lze  jej    p em nit  na  anatoxin,  který  slouží

k desenzibilaci  chronických  stafylokokových  infekcí.  Podobn   jako  alfa­toxin  p sobí  také

beta a delta­toxin.

Enterotoxin  ­    je  produkován  pouze  n kterými  kmeny Staphylococcus  aureus.  Vyvolává

prudké  st evní  onemocn ní.  Je  produkován  zejména  v potravinách  obsahující  škrob.  Je

pom rn   termostabilní.Enterotoxiny  (SAEs)  mají  vlastnosti  superantigen ,  protože  aktivují

imunitní  odpov   vazbou  na  TCR  Vβ  a  vazba  k molekulám  MHC  II  t .  probíhá  bez

edkládání antigenu. Rozpoznávání T receptoru není MHC omezeno, protože superantigeny

nejsou prezentovány v MHC peptid­antigen vazebné drážce.  Superantigeny vyvolávají silnou

primární T bun nou odpov , aktivují až 25 – 30 % cirkulujících T lymfocyt , na rozdíl od

konven ních peptidových antigen , které mohou stimulovat pouze 0,1 – 0,0001 % T bun k .

Fibrinolysin – zp sobuje srážení krve rozpoušt ním fibrinu.
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hyaluronidáza  ­ enzym rozpoušt jící kys. hyaluronovou, která je sou ástí mezibun ného

tmelu, usnad uje pronikání infekce mezibun nými prostory.

Plasmakoaguláza – vyvolává srážení citrátové plasmy. Tato vlastnost je považována za

zvlášt  sm rodatného ukazatele patogenity.Sráží fibrinogen na fibrin, který kolem mikrob

tvo í ochranný obal a chrání je tak p ed fagocytosou a zvyšuje tak jejich patogenní ú inek.

(Bedná , M., Fra ková, V.,1999)

1.5. ENTEROCOCCUS

1.5.1.  Taxonomie

     Rod Enterococcus je sou asné ozna ení pro d íve ozna ované streptokoky skupiny D. Jako

enterokoky  ozna ujeme  skupinu  streptokok ,které  se  od  výše  popsaných  liší  nápadnou

odolností  v i  vn jším  podmínkám, ehož  se  využívá  v diagnostice  t chto  mikroorganism .

Bakterie  rodu Enterococcus  jsou  p irozenou  mikroflórou  trávicího  traktu  lov ka  i

zví at, asto  je  také  najdeme  na  zelenin ,rostlinách  a  potravinách  p evážn   živo išného

vodu.  Jejich  p irozené  prost edí  a  jejich  výskyt  souvisí  s hodnocením  zdravotní

nezávadnosti potravin a ve ejného zdraví, byly  navrženy jako indikátor fekálního zne išt ní.

Hrají významnou roli i jako p vodci nozokomiálních infekcí mo ového a respira ního traktu,

chirurgických  ran  a  mén asto  infekcí  krevního  išt ,  zejména  u  pacient   dlouhodob

hospitalizovaných, s t žkým základním onemocn ním a po p edchozí terapii širokospektrými

antibiotiky.

Jedná se o grampositivní koky s následným taxonomickým za azením:

v Odd lení Bacteria

v ída : Firmicutes

v ele  : Enterococcaceae  ­ sekce Grampozitivní koky

(Holt, John G., 1993)
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     Bakterie  rodu enterococcus  byly  poprvé  popsány    a  identifikovány  v roce  1899,kdy

je.Thiercelin    izoloval  ze  st evní  mikroflóry  a  nazval  je  „enterocogue“.  Taxonomie  tohoto

rodu však byla vždy nejasná a vývoj genotypových  metod a rozsáhlé studium mikrobiálních

vztah   m l  za  následek  zna né  zm ny  v taxonomii.  Rod Streptococcus  byl  b hem

osmdesátých  let  minulého  století  rozd len  do  t í  druh Enterococcus, Lactococcus  a

Streptococcus.  Následn   pak  byly Streptococcus  faecalis, Streptococcus  faecium,

Streptococcus  avium  a Streptococcus  gallinarum  p azeni  k rodu Enterococcus  a

ejmenováni    jako Enterococcus  faecalis, Enterococcus  faecium, Enterococcus  avium  a

Enterococcus  gallinarum.    Ve  stejné  dob   ostatní  streptokokové  druhy  byly  ozna eny  jako

úpln  nové rody.  as od  asu byly objeveny nové  a n které byly p azeny do jiných rod .

Na základ  srovnávací analýzy porovnávající 16S rRNA bylo v rámci rodu vytvo eno n kolik

skupin. První  skupinu nazvanou faecium  tvo í E. durans, E. faecium, E. hirae  a E. mundtii.

Druhá avium skupina obsahuje E. avium, E. raffinosus, E. malodoratus and E. pseudoavium.

gallinarum  skupina  obsahuje  druhy E.  casseliflavus, E.  gallinarum  a E.  flavescens.N které

další  vystupují  samostatn ,nebo   nebyly  nikterak  spojeny  s p edchozími  skupinami.

íkladem je E. faecalis, E. sulfureus, E. saccharolyticus a E. dispar. Sou asní zástupci tohoto

rodu jsou uvedeni v tabulce  .II.

(Bat,1999)
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Tabulka  .II­ Stav rodu enterococcus v roce 1997

Druh vod  Základní prost edí, ze kterého byly izolovány

E. faecalis St evní trakt  lov ka a zví at

E. faecium St evní trakt  lov ka a zví at v etn  dr beže

E. avium  P azen  St evní trakt savc  a vzácn  i dr beže

E. casseliflavusc azen  Tráva, rostliny,siláže,p da

E. cecorume azen  Zví ata

E. columbae Nový St evní trakt tu áka

E. dispar Nový lov k

E. durans azen  lov k

E. fallox Nový

E. flavescensc Nový Klinický materiál

E. gallinarumd azen  St evní trakt dr beže

E. hirae Nový St evní trakt zví at

E. mundtiic Nový Tráva,rostliny,siláže,p da

E. malodoratus azen  Sýr gouda

E. pseudoavium Nový Vemeno skotu

E. raffinosus Nový Srde ní nitroblána

E. saccharolyticus azen  Stelivo a pokožka ko ek

E. seriolicidaf Nový

E. solitariusg Nový

E. sulfureus Nový Rostlinný materiál
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1.5.2.  Vlastnosti

 Se zm nami  taxonomie  nových  druh   do  rodu Enterococcus  nelze  zcela  p esn

charakterizovat fyziologické a fenotypové vlastnosti tohoto rodu, protože jejich rozlišení proti

ostatním grampositivním a kataláza­negativním kok m  není  tak snadné a  rozmezí životních

podmínek velmi široké.Podle Shermanova  identifika ního schématu z roku 1937 enterokoky

rostou p i  teplot  10 až 45°C v p ítomnosti 6,5% NaCl a p i pH 9,6, p ežívají p i  teplotním

záh evu 60°C po dobu 30min. Tyto identifika ní znaky  áste  p evzal v roce 1984 Schleifer

a Killper­Balz. Tyto kriteria však nespl ují všichni zástupci tohoto rodu. Nap . E. dispar a E.

sulfureus  nerostou  p i  45°C, E.  cecorum  a E.  columbae  nerostou  p i  teplot   10°C  ani  p i

obsahu  6,5%  NaCl  v prost edí.Proto  jako  primární  se  pro  identifikaci  rodu  jeví  produkce

pyroglutamylamino­peptidasy  a  aesculin  hydrolázy.  Další  identifika ní  testy    mohou  velice

isp t  k jednozna jšímu  odhalení,  nicmén   žádný  z nich  i  jejich  kombinace  nemohou

vytvo it  komplexní  jednotný  systém  detekce  rodu Enterococcus.  Základní  charakteristika

chto  mikroorganism   je  tedy  následující:  grampositivní,  katalasa­negativní  koky,schopné

st  p i  obsahu  NaCL  v  mediu  6,5%  nebo  0,04%  azidu  sodného,  a  schopné  hydrolysy

aesculinu v p ítomnosti žlu i.

     Podmínky  pro  kultivaci  musí  odpovídat  nárok m  pro  tento  mikroorganismus.  Selektivní

media  by  obsahovat  azid  sodný,  kanamycin  nebo  gentamycin,  uhli itan  sodný  nebo  citrát

sodný, žlu ové soli,krystalickou viole . pH by m lo být v rozmezí 6,0 – 6,2, inkuba ní teplota

42­45°C,  nesmí  však  p esáhnout  45°C.  Optimální  teplota  pro  inkubaci  je  37°C.  Inkuba ní

doba  by  nem la  p íliš  p esahovat  24  hodin,  protože  na  selektivních  mediích  mohou  r st  i

ostatní  mikroorganismy.  Stupe   selektivity  se  odvíjí  od  v tšího  i  menšího  množství

selektivních prvk .  Selektivní media umož ují r st dalších odlišných grampositivních kok  a

bakterií. Jejich r st je pomalý a kolonie malé.

     Kolonie enterokok  jsou na krevním agaru  vodnaté, šedozelené a vypouklé o velikosti 1­

3mm,  nej ast ji  s alfa­hemolýzou. Na Slanetz and Bartley agaru  tvo í drobné   kulaté tmav

ervené až  fialov  zbarvené kolonie o velikosti 0,6 až 2,5  m. Tvarem a uspo ádáním  jsou

nesporulující kokovité nebo oválné  bu ky  v párech  nebo  v krátkých  etízcích. Pro rozlišení

jednotlivých  druh   slouží  p edevším  rozdíly  v biochemické  aktivit   jednotlivých  druh .

Rozlišení n kterých zástupc  rodu  uvádí tabulka v p íloze  . II.

(Bat,1999)
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1.5.3. Výskyt v potravinách a patogenita

     Enterokoky  mají  velký  význam  v trávicím  traktu  lidí a zví at. Nap . E. faecum je široce

rozší en v st evech  lov ka i zví at, E.faecalis je p evážn  zastoupen u lidského traktu. Oba

jsou velice rozší eny v prost edí a  asto se vyskytují na rostlinných materiálech.V zelenin  se

evážn   vyskytují E.  mundtii a casseliflavus  a  asto  i E.faecalis  a E.faecum.  Enterokoky

žeme  nalézt  v nejr zn jších  potravinách,  obzvlášt   v živo išných  produktech.Ve  vod   a

v potravinách je jejich výskyt hodnocen jako d sledek špatné hygieny. Pro toto hodnocení je

však d ležité znát jejich ekologii. Jejich výskyt je limitován  enviromentálními  podmínkami

jako  jsou  extremní  pH,  teplota  i  obsah  soli.  Z toho  plyne,  že  normálním  podmínkám

v potravinách  mohou  odolávat  a  p estože  jsou  v n kterých  novodobých  literaturách

ozna ovány  za  probiotickou  kulturu,  v p ípad   necht né  kontaminace  mohou  p edstavovat

biotechnologická  i  zdravotní  rizika.  Krom   typického  výskytu  v mlé ných  produktech,

obzvlášt   v  sušeném  mléce  nebo  zakysaných  produktech,  a  vod   závisí  jejich  výskyt  na

druhu p irozeného prost edí a technologii výroby. Hojn  jsou enterokokové druhy využity p i

výrob  sýr .

     A koliv  jsou  schopny  odolávat  vysokým  teplotám,  jejich  výskyt  v tepeln   upravených

potravinách  je spíše d kazem rekontaminace. Díky schopnosti odolávat  i nízkým hodnotám

pH je m žeme nalézt v zakysaných mlé ných produktech, také jako zakysávací kulturu.

     V tšina enterokokových infekcí z vody nebo potravin je zp sobena druhem Enterococcus

faecalis,  p ípadn Enterococcus  faecium.  Mohou  zp sobovat  infekce  mo ových  cest,

respira ní  choroby,  infekce  k že  nebo  zán ty  srde ní  nitroblány.  Naproti  tomu  mají

schopnost  tvo it  antibiotika  a  bakteriocíny, ehož  lze  v potraviná ském  pr myslu.  Jejich

metabolické produkty zabra ují r stu Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Vibrio

cholerae.

(Bat,1999)

1.5.4. Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis se  adí mezi grampositivní, chemoorganotrofní, fakultativn  anaerobní

mikroorganismy  pat ící  do  rodu Enterococcus.  Ze  všech  jeho  zástupc   je  rozší ení  tohoto

druhu  nejv tší  a  adí  se  mezi  nejd ležit jší  druhy  tohoto  rodu.  Nejv tší  význam  má
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v intestinálním  traktu  lov ka  a  zví at,  ve  vod   a  v potravinách  p sobí  jako  indikátor

fekálního  zne išt ní,  ale  m žeme  jej  isolovat  také  z rostlinného  materiálu,  který  nep išel

s fekáliemi do styku, takže je mén  specifický nežEscherischia coli.

     Enterococcus  faecalis  je  nepohyblivý  kok  o  velikosti  kolonií  0,6­2,5  µm.  ervené

zbarvení  je  výsledkem  redukce  triphenyl  tetrazolium  chloridu,  na  krevním  agaru  také  s  ß­

hemolysou. Optimální teplota pro r st a kultivaci je 37°C. Roste p i 6,5 % hm. NaCl, p i pH

9,6,  p i  10°C  i  45°C,  p i  40  %  hm.  žlu i,  v  p ítomnosti  0,04  %  hm.  telluritu.  Roste  v

ítomnosti  0,01  %  hm.  triphenyl  tetrazolium  chloridu.  Pro  sv j  r st  a  rozmnožování

pot ebuje  p evážn   vitamíny  a  to  biotin,  nikotinovou  a  pantotenovou  kyselinu,  riboflavin,

pyridoxin. (Bat,1999)

     Hlavní diagnostické znaky jsou, že je katalasanegativní, sacharidy št pí na L(+) kyselinu

mlé nou, zkvašuje sorbitol, nezkvašuje L­arabinosu, z ídka redukuje nitráty, z argininu tvo í

amoniak a v p ítomnosti heminu produkuje cytochrom a je stimulována oxida ní disimilace.

(Holt, John G., 1993)

    V potravinách  se  využívá  jako  dopl ková  kultura  p i  zrání  sýr edarového  typu  a  p i

výrob   fermentovaných  mlé ných  výrobk   typu  Biokult  a  Maconi.  Jinak  je  jeho  výskyt

hodnocen  jako  indikátor  fekálního  zne išt ní  a  špatné  sanitace  sušených  a  mražených

výrobk . Je  také ozna ován za významného patogena, který p vodcem vážných onemocn ní

jako  endokarditida  (zán t  srde ní  nitroblány),  infekce  mo ového  m chý e,  respira ní

choroby.  Uplat uje  se  jako  p vodce  cystitid,  vaginitid  apod.  (Bedná ,  M.,  Fra ková,

V.,1999)

2. STANOVENÍ CÍL  A METOD

     Celá experimentální  ást práce se skládá ze dvou   ástí vypracovaných odlišnou metodikou

a za použití jiného experimentálního materiálu. V první  ásti je  ešena problematika p ežívání

istých mléka ských kultur, specieln  rodu Lactobacillus, ve vybraných zakysaných mlé ných

produktech v závislosti na dob  a teplot  skladování. Cílem je dokázat trvanlivost produktu a

ítomnost  deklarovaných  bakterií,  bez  ztráty  na  kvalit   produktu. Výsledky  pak  slouží  pro

hodnocení  schopnosti  fermentovaných  mlé ných  výrobk   zajistit  jejich  údržnost

prost ednictvím konkuren ní mikroflóry.
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     Druhá experimentální  ást  eší problematiku p ežívání relativn  patogenních bakterií, které

by se mohly, a  již v pr hu technologické p ípravy produktu nebo úmyslným infikováním,

dostat  do  potraviny.  Cílem  je  hodnotit  jejich  r stové  a  rozmnožovací  tendence  v porovnání

s p irozenou  mlé nou  kulturou,  jejich  konkuren ní  podmínky  b hem  skladování  produktu.

Zárove  mají výsledky poukázat, zda využití  t chto produkt  pro zám rnou kontaminaci p i

ípadném bioterorismu m že p edstavovat hrozbu a její rozsah pro obyvatelstvo.

3. EXPERIMENTÁLNÍ  ÁST

3.1. P EŽÍVÁNÍ RODU LACTOBACILLUS

3.1.1.  MATERIÁL

Vybrané produkty pro pokusy.

Výb r materiálu byl proveden tak, aby byl zajišt n široký výb r vzork  a r zných výrobc

Po provedení pokus  byly vybrány následující mlé né produkty:

Jogurt Revital active bílý.

Jogurtový  krém  s probiotickou  kulturou,  vlákninou  a  sníženým  obsahem  tuku.

Výrobce Olma a.s.,Olomouc

­ datum výroby a spot eby: 6.1. 2003, spot ebovat do 6.2.2003

 ­ složení: mléko, sušené odst ed né mléko, stabilizátor tapiokový škrob, rozpustná vláknina,

jogurtová  a  probiotická  kultura Bifidobacterium sp., Lactobacillus  acidophilus  a

Lactobacillus rhamnosus, obsah tuku max. 3%.

Pr rné  nutri ní  hodnoty na 100g  :energetické hodnoty 290 kJ, bílkoviny 4,4g,  sacharidy

6,8g, tuk 2,7, rozpustná vláknina 0,5g.

0,1% lehký jogurt Bor vka.

Odtu ný jogurt bez p ídavku cukru s probiotickou kulturou.

Výrobce mlékárna Kunín

­ datum výroby a spot eby: 6.1.2003, spot ebovat do 31.1.2003
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­ složení: odst ed né mléko, bor vková složka ( bor vky, asparatam, aroma ), sušené

odst ed né  mléko,  želatina,  živá  jogurtová  kultura,  max.  obsah  tuku    2%,  obsahuje

fenylalanin.

Pr rné nutri ní hodnoty na 100g: energie 170 kJ, bílkoviny 4,3g, sacharidy 5,1g, tuky 0,1g

Activia s vlákninou.

Kysaný mlé ný výrobek s vlákninou.

Výrobce Danone Benešov.

­ datum výroby a spot eby: 15.12.2002, spot ebovat do 14.1.2003

­  složení:  mléko,  ochucující  složka  (  cukr,med,  oligofruktóza,  rozinky,  jablko,pšeni né  a

je né  vlo ky,  lískové  a  vlašské  o echy,  mandle,  p ír.  ident.  aroma.  látka  ),  jogurtová  a

bifidogenní kultura Bifidus essensis.

Nutri ní hodnoty ve 100g: energie 446 kJ, bílkoviny 3,5g, sacharidy 16,2. tuk 3,0g, vláknina

0,9g, vápník 125mg.

Lehký košík s aktivním bifidem.

Nízkotu ný jogurt s kousky banán .

Výrobce Yoplait  Galas Slušovice

­datum výroby a spot eby: 7.1.2003, spot ebovat do 4.2.2003

­  složení:  odtu né  mléko,  ovocná  složka  (  banány,  cereálie,  rozinky,  o íšky  ),  náhradní

sladidla  –  asparatam,acetosulfan,  barvivo  E100,  p írodní  aromata,  želatina,  jogurtová  a

bifidogenní kultura

Nutri ní  hodnota ve 100g: energie 232 kJ,  bílkoviny 4,2g,  sacharidy 8,6g,  tuk 0,4g,  sušina

12%.

Diavita.

Jiho eský jogurt jahodový se sníženým obsahem tuku a bez p ídavku cukru.

Výrobce Madeta  eské Bud jovice

­datum spot eby: 21.1.2003
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­složení: mléko, 15% jahodové složky ( jahody, fruktóza, jahodové aroma, náhradní sladidlo

E  951  a  E  950  ),  sušené  mléko,  jogurtová  kultura  s bifidogenními  organismy,  sušina  min.

14%, obsahuje fenylalanin.

Nutri ní hodnoty ve 100g: energie 281 kJ, bílkoviny 4,0g, sacharidy 7,3g, tuk 2,4g.

Jogurt bílý selský.

Jogurt bílý s probiotickou kulturou bifi

Výrobce Hollandia Karlovy Vary.

­datum výroby a spot eby: 29.12.2002, spot ebovat do 21.1.2003

Složení:  mléko,mlé ná  bílkovina,  jogurtová  kultura  s p ídavkem  probiotické  kultury

Bifidobacterium a Lactobacillus acidophilus

Nutri ní hodnoty ve 100g: energie 280 kJ, bílkoviny 3,4g, sacharidy 3,5g,  tuk 4,0g, vápník

125mg

3.1.2. PODMÍNKY P EŽÍVÁNÍ (SKLADOVÁNÍ)

     Jednotlivé vzorky výrobk  byly skladovány bez p ístupu sv tla p i teplotách 23°C,  5°C a

–38°C,  tj.  p i  pokojové  teplot ,  teplot   chladícího  za ízení  a  mrazícího  za ízení.  Mražené

vzorky byly n kolik hodin p ed zpracováním rozmraženy .

3.1.3. MIKROBIOLOGICKÝ ROZBOR

     Za sterilních podmínek byly z  popsaných vzork  provedeny kvantitativní odb ry a  ed ny

žným  desítkovým  postupem.  Standardní    objem  (0,3ml)  tohoto  ed ní  byl  zpracován

metodou povrchové kultivace vždy v paralelním provedení.

     Kultivace  byla  provád na  v  anaerostatech    p i  45°C  po  dobu  5  dní.  Po  té    provád na

mikroskopická  a  biochemické  (vybrané  testy)  kontrola  d kaz    p ítomnosti  sledovaných

mikroorganism . Vedle laktobacil  se v nálezech objevovaly streptokoky se z eteln  odlišnou

morfologii kolonií.

     Sledování a hodnocení se provád lo v intervalu po 14 dn  po dobu 3 m síc  v období od

14.1.  do  31.3.  Vedle  mikrobiologického  sledování  bylo  rovn   m eno  pH  (pH  –  metricky)

jednotlivých vzork .
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3.1.4. POUŽITÉ P DY

Lactobacillus MRS Agar

íprava:67,2g p dy Lactobacillus MRS Agar  je rozmíchána v 1000ml destilované vody, 10

ml glycerolu v 1000ml destilované vody. P du upravíme na požadované pH 6,3­6,7. Poté je

sterilizována v autoklávu p i 121°C po 15 minut. Po následném zchlazení ji rozlijeme p du do

ipravených Petriho misek a necháme zatuhnout.

Výrobce: HiMedia, Bombai, Indie

3.2. EŽÍVÁNÍ PATOGENNÍCH MIKROORGANISM

3.2.1. SLEDOVANÉ MIKROORGANISMY

     Mikroorganismy  byly  vybrány  podle  etnosti  výskytu  v mléce,  mlékárenském pr myslu,

významu  jejich  p ítomnosti  v potravinách  na  technologii  a  zdravotní  nezávadnost    a  podle

možnosti stanovit model chování pro další mikrobiální druhy kontaminující mlé né produkty.

Kultury  byly  dodány  eskou  sbírkou  mikroorganism   v Brn .  Pro  experimentální  ást

ežívání  patogenních  mikroorganism   byly  vybrány  následující  patogenní  a  podmín

patogenní druhy mikroorganism .

a) Staphylococcus aureus CCM 3953 (analogický k ATCC 25923)

b) Enterococcus faecalis   CCM 1875 (analogický k ATCC 11700)

c) Escherischia coli           CCM 2024 (analogický k ATCC 9637)

d) Listeria grayi                 CCM 4029 (analogický k ATCC 19120)

3.2.2. MATERIÁL

Vybrané produkty pro pokusy.

Výb r vzork  pro druhou  ást experimentu se  ídil výsledky z první  ásti. Pro porovnání byly

vybrány dva druhy jogurt  se složením odlišných ušlechtilých kultur a zahušt ná nezakysaná

sm s pro výrobu zakysaných produkt . Po provedení pokus  byly vybrány následující mlé né

produkty:
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Jogurt Revital active bílý.

Jogurtový  krém  s probiotickou  kulturou,  vlákninou  a  sníženým  obsahem  tuku.

Výrobce Olma a.s., Olomouc

­ složení: mléko, sušené odst ed né mléko, stabilizátor tapiokový škrob, rozpustná vláknina,

jogurtová  a  probiotická  kultura Bifidobacterium  sp., Lactobacillus  acidophilus  a

Lactobacillus rhamnosus, obsah tuku max. 3%.

Pr rné  nutri ní  hodnoty  na 100g  :energetické hodnoty  290  kJ,  bílkoviny  4,4g,  sacharidy

6,8g, tuk 2,7, rozpustná vláknina 0,5g.

Jogurt bílý Klasik

bílý jogurt se sníženým obsahem tuku

výrobce: Olma a.s.,Olomouc

složení:  mléko,  sušené  odst ed né  mléko,  Novation  3600,  sušená  syrovátka,  želatina,  živé

jogurtové kultury Lactobacillus bulgaricus a Lactococcus termophillus

Polotovar pro výrob  Revitalu

­zahušt ná pasterovaná sm s p ipravená pro zakysání

3.2.3. PODMÍNKY P EŽÍVÁNÍ (SKLADOVÁNÍ)

Vzorky byly cílen  kontaminovány vybranými mikroorganismy a skladovány v chladícím

za ízení  p i  teplot   8°C  bez  p ístupu  sv tla.  Doba  skladování  za  t chto  podmínek  inila

0,1,7,14,30,44 dní.

3.2.4. MIKROBIOLOGICKÝ ROZBOR

      Vzorky  byly  kontaminovány  sterilním  narušením  obalu  jehlou  o  pr ru  cca  0,1mm.

Kontaminovány  byly  0,5ml  fyziologického  roztoku  s obsahem  105  mikroorganism .  Jejich

koncentrace byla standardizována pomocí baryové stupnice dle Mc Farlanda. Narušený obal

byl následn  zalit parafínem. Pro docílení rovnom rného rozmíst ní v produktu byly vzorky
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prot epány 10 minut na t epa ce. Vzorky byly uskladn ny v chladícím za ízení p i teplot  8°C

po dobu 0,1,7,14,30,44 dní.

Za  sterilních  podmínek  byly  z    popsaných  vzork   provedeny  kvantitativní  odb ry  a

ed ny  b žným  desítkovým  postupem.  Standardní    objem  (0,3ml)  tohoto  ed ní  zpracován

metodou povrchové kultivace vždy v paralelním provedení.

      Po  inkubaci  24hod  p i  teplot   37°C  byly  po ítány  kolonie  v odpovídajícím  ed ní  a  po

prodloužené inkubaci 48hodin provedena korekce po tu. Pro statistické hodnocení byl použit

aritmetický pr r.

3.2.5. POUŽITÉ P DY

Escherichia coli: MacConkey Agar

íprava:  55g  agaru  se  smíchá  s 1000ml  destilované  vody,  steriluje  se  v autoklávu  po  dobu

15min. p i 121°C. Výsledné pH se upraví na 7,4+­0,2

Výrobce:HiMedia, Bombai,Indie

Listeria : Listeria selective Broth Base + Agar powder

íprava:  38,5g  se  smíchá  s 15g  agarového  prášku  a  1000ml  destilované  vody,  nejprve  se

kladn  pova í a poté steriluje v autoklávu po dobu 15min. p i 121°C.Výsledné pH se upraví

7,3+­0,2.

Výrobce: HiMedia, Bombai,Indie

Enterococcus: Slanetz and Bartley medium

íprava: 46,5g se smíchá s 1000ml destilované vody a d kladn  se va í 15­20min.Výsledné

pH se upraví na 7,2

Výrobce: HiMedia, Bombai,Indie

Staphylococcus aureus : Mannitol Salt Agar

íprava:  111g  se  smíchá  se  1000ml  destilované  vody,  d kladn   se  pova í  a  poté  steriluje

v autoklávu po dobu 15min. p i 121°C. Výsledný roztok se upraví na ph 7,4.

Výrobce: HiMedia, Bombai,Indie
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4. VÝSLEDKY

4.1. METODIKA HODNOCENÍ

     Uvedené výsledky p edstavují aritmetický pr r 6 až 10 díl ích výsledk , které byly pro

vyhodnocení vybrány po vylou ení nep ípustných výsledk . Jako nep ípustné pro hodnocení

byly ozna eny Petriho misky s po tem kolonií < 10 a > 1000. P ípustné výsledky byly podle

uvedeného  vzorce  p epo teny  na  po et  mikroorganismu  v 1g  výrobku  a  zaznamenány  do

tabulky. Po et je vypo ítán ze vzorce

                                                   ode tený po et kolonií x objem základního z ed ní

po et mikroorganism  v 1g =                                                                                              (1)

                                                           pipetovaný objem x z ed ní x navážka

Aritmetický pr r takto získaných hodnot je zaznamenán v tabulkách a grafech v kapitolách

4.2. a 4.3.

4.2. VÝSLEDKY  K EXPERIMENTÁLNÍ  ÁSTI EŽÍVÁNÍ  RODU

LACTOBACILLUS

Tabulka  .III­ Po et bakterií rodu Lactobacillus v 1g výrobku

skladovaných p i teplot  23°C

Pokojová teplota 23°C
Datum  14.1. 28.1. 17.2. 3.3. 17.3.  31.3.
Olma 108 107 105 104 104 104

Kunín 106 104 105 105 104 104

Danone  106 105 104 104 104 104

Yoplait  105 105 104 104 kont.102 kont.102

Madeta  105 104 104 105 104 103

Hollandia 108 106 105 104 105 105
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Tabulka  .IV ­ Po et bakterií rodu Lactobacillus v 1g výrobku

skladovaných p i teplot  5°C

Chladící za ízení 5°C
Datum  14.1. 28.1. 17.2. 3.3. 17.3. 31.3.
Olma ­ 108 108 107 106 106

Kunín ­ 105 106 105 105 105

Danone ­ 105 105 105 105 104

Yoplait ­ 105 105 105 105 105

Madeta ­ 104 104 105 106 105

Hollandia ­ 105 105 104 105 105

Tabulka  .V­Po et bakterií rodu Lactobacillus v 1g výrobku

skladovaných p i teplot  ­38°C

Mrazící za ízení ­38°C
Datum  14.1. 28.1. 17.2. 3.3. 17.3. 31.3.
Olma ­ 108 106 106 103 103

Kunín ­ 105 106 104 105 104

Danone ­ 105 106 105 105 104

Yoplait ­ 105 105 105 105 104

Madeta ­ 104 104 105 104 104

Hollandia ­ 104 105 103 103 103

Tabulka  .VI ­ pH jednotlivých výrobk  skladovaných p i teplot  23°C

Teplota 23°C
Datum  8..1  22.1. 11.2. 25. 11.III  25.III
 Olma  4,71  4,61 4,56 4,58 4,55 4,54
 Kunín  4,63  4,51 4,39 4,54 4,34 4,33

 Danone  4,44  4,45 4,45 4,46 4,38 4,45
Yoplait  4,2 4,18 4,2 4,15 4,03 4,31
 Madeta  4,29  4,12 3,96 3,97 3,88 4,09

Hollandia 4,52  4,49 4,45 4,42 4,14 4,02

Tabulka  .VII ­ pH jednotlivých výrobk  skladovaných p i teplot  5°C

Teplota 5°C
Datum  8..1 22.I 11.II 25.II  11.III  25.III
Olma x 6,62 4,63 4,62 4,62 4,7

 Kunín x 4,55 4,57 4,55 4,52 4,6
 Danone x 4,53 4,53 4,51 4,52 4,7
 Yoplait x 4,48 4,45 4,37 4,41 4,5
 Madeta x 4,34 4,34 4,33 4,26 4,39

Hollandia x 4,3 4,28 4,39 4,33 4,13

Clic
k t

o buy N
OW!

PDF­XChange

w
ww.docu­track.com Clic

k t
o buy N

OW!
PDF­XChange

w
ww.docu­track.com

http://www.docu-track.com/buy/
http://www.docu-track.com/buy/


40

Tabulka  .VIII ­ pH jednotlivých výrobk  skladovaných p i teplot  ­38°C

Teplota ­38°C
Datum  8..1 22.I 11.II 25.II  11.III  25.III
Olma x 4,65 4,63 4,63 4,62 4,69

 Kunín x 4,73 4,73 4,72 4,68 4,77
 Danone x 4,48 4,52 4,46 4,56 4,69
 Yoplait x 4,51 4,53 4,46 4,5 4,63
 Madeta x 4,4 4,39 4,32 4,32 4,48

Hollandia x 4,48 4,5 4,46 4,48 4,61

Graf  .1 – Po et bakterií rodu Lactobacillus v 1g výrobku skladovaných p i teplot  23°C
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Graf  .2 ­ Po et bakterií rodu Lactobacillus v 1g výrobku skladovaných p i teplot  5°C
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Graf  .3­Po et bakterií rodu Lactobacillus v 1g výrobku skladovaných p i teplot  ­38°C
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     Podle  relativn   konstantních  hodnot  pH  výrobk   lze  dokázat,  že  p ítomné  bakterie  jsou

vyšlecht né  jako  tzv.  stop  kultury.  Mají  tu  schopnost,že  v  procesu  mlé ného  kysání  jsou

schopny prokysat  produkt do požadované kyselosti,dále v jogurtu p ežívat, ale jeho  kyselost

výrazn  nezvyšovat. Tím je dosaženo zvýšené trvanlivosti jogurtu.

     P i  teplot   23°C  je  znatelný  nejv tší  úbytek  po tu  bakterií  ve  zkoumaných  vzorcích

jogurt .  Ten  je  zp soben  tím,že  byly  bakteriím  vytvo eny  relativn   p íznivé  podmínky  pro

rozmnožování a r st. Jejich metabolismus se nezpomaloval a docházelo ke spot ebování živin

až  k  jejich  celkové  spot eb .Následkem  pak  byla  fáze  odumírání  bun k  a  jejich  prudký

úbytek. U vzorku Lehký košík ( Yoplait ) navíc došlo po ur ité dob  ke kontaminaci vzorku.

      P i teplot  5°C je možno sledovat vyrovnanost r stu a odumírání mikroorganism . Jejich

po et  je  konstantní,  pop ípad   dochází  k  mírnému  poklesu  v  po tu  bun k.  P i  této  teplot

došlo patrn  ke zpomalení metabolismu a oslabení,pop ípad  zastavení, r stu mikroorganism

a jejich aktivit. Z hlediska  uchování bakterií v živé stavu a zachování jejich po tu má proto

tento zp sob skladování praktický  význam.  I  sami  výrobci uvádí  teplotu uskladn ní daných

výrobk  mezi 5 ­ 7°C.

     P i  teplot  ­38°C dochází k nejvýrazn jšímu poklesu po tu bun k. Na konci sledovaného

období dosahuje jejich po et nejnižších hodnot p i všech zp sobech uskladn ní. Tato teplota

je pro  r st a  rozmnožování  Lactobacillus  bakterií velmi nep íznivá a proto dochází k  jejich

razantnímu  úbytku.  Z  logického  hlediska  je  skladování  jogurt   v  mrazících  boxech

nep ístupné,  p esto  však  m žeme  tyto  výsledky  použít  pro  porovnání  z  p edchozími

možnostmi.
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4.3.VÝSLEDKY  K  EXPERIMENTÁLNÍ  ÁSTI  P EŽÍVÁNÍ  PATOGENNÍCH

MIKROORGANISM

Tabulka  .IX­ P ežívání Enterococcus faecalis ve
vybraných vzorcích

po et dní klasik revital  polotovar
0 7,19*105  3,55*105  1,91*106

1 4,3*105 1,92*105  9,16*104

7 1,62*103  1,46*103  1,58*103

14 1,07*104  5,85*103  5,97*103

30 8,49*103  3,55*104  1,91*105

44 9,45*103  4,65*104  1,36*105

Tabulka  .X­ P ežívání Listeria grayi ve vybraných
vzorcích

po et dní klasik revital  polotovar

0 2,32*106  8,46*106  1,11*106

1 1,66*106  5,73*105  3,47*105

7 1,18*106  5,83*105  1,72*106

14 6,41*103  2,87*103  3,61*104

30 3,49*101  6,66*101  4,34*105

44 2,37*102  7,32*101  4,61*106

Tabulka  .XI­ P ežívání Escherischia coli ve vybraných
vzorcích

Po et dní Klasik Revital Polotovar

0 3,43*105  2,55*105  5,34*105

1 1,02*106  4,35*105  2,27*105

7 4,33*103  6,66*103  1,23*104

14 1,83*102  2,33*102  1,87*102

30 0 0 1,21*104

44 0 0 5,65*103
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Tabulka  .XII­ P ežívání Staphylococcus aureus ve
vybraných vzorcích

po et dní klasik revital  polotovar

0 7,08*105  8,86*105 1,12*106

1 1,02*105  4,72*104  7,89*105

7 3,32*103  5,68*104  1,95*105

14 1,22*104  7,35*103  6,13*104

30 8,92*103  2,16*104  1,88*106

44 2,55*101  7,33*101  3,97*105

Tabulka  .XIII – P ežívání vybraných mikroorganism  ve vzorku Klasik

Hodnocení
(dny)

Staphylococcus
aureus E.coli enterococcus

feacalis
listeria
grayi

0 7,08*105 3,43*105 7,19*105 2,32*106

1 1,02*105 1,02*106 4,3*105 1,66*106

7 3,32*103 4,33*103 1,62*103 1,18*106

14 1,22*104 1,83*102 1,07*104 6,41*103

31 8,92*103 0 8,49*103 3,49*101

44 2,55*101 0 9,45*103 2,37*102

Tabulka  .XIV – P ežívání vybraných mikroorganism  ve vzorku Revital

Hodnocení
(dny)

staphyloccocus
aureus E.coli Enteroccocus

faecalis listeria grayi

0 8,86*105 2,55*105 3,55*105 8,46*106

1 4,72*104 4,35*105 1,92*105 5,73*105

7 5,68*104 6,66*103 1,46*103 5,83*105

14 7,35*103 2,33*102 5,85*103 2,87*103

31 2,16*104 0 3,55*104 6,66*101

44 7,33*101 0 4,65*104 7,32*101
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Tabulka  .  XV­  P ežívání  vybraných  mikroorganism   ve  vzorku  Polotovar  p i
výrob  Revitalu

Hodnocení
(dny)

Staphylococcus
aureus E.coli Enterococcus

faecalis
Listeria
grayi

0 1,12*106 5,34*105 1,91*106 1,11*106

1 7,89*105 2,27*105 9,16*104 3,47*105

7 1,95*105 1,23*104 1,58*103 1,72*106

14 6,13*104 1,87*102 5,97*103 3,61*104

31 1,88*106 1,21*104 1,91*105 4,34*105

44 3,97*105 5,65*103 1,36*105 4,61*106

¨

Graf  .4–P ežívání vybraných mikroorganism  ve vzorku Revital skladovaných p i 8°C
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Graf  .5 – P ežívání E.coli a Lactobacillus ve vzorku Revital skladovaných p i teplot  8°C
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Graf  .6 – P ežívání S.aureus a Lactobacillus ve vzorku Revital skladovaných p i teplot
8°C
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Graf  .7­ P ežívání E.faecalis a Lactobacillus ve vzorku Revital skladovaných p i teplot
8°C
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Graf  .8­ P ežívání L.grayi a Lactobacillus ve vzorku Revital skladovaných p i teplot  8°C
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Graf.  .9­ P ežívání vybraných mikroorganism  ve vzorku Klasik skladovaných p i 8°C
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Graf  .10­ P ežívání E.coli a Lactobacillus ve vzorku Klasik skladovaných p i teplot  8°C

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46

po et dní

ce
lk

ov
ý 

po
et

 b
ak

te
rií

E.coli ø lactobacillus

104

106

107

102

103

101

105

105

104

103

102

101

107

106

108

108

Clic
k t

o buy N
OW!

PDF­XChange

w
ww.docu­track.com Clic

k t
o buy N

OW!
PDF­XChange

w
ww.docu­track.com

http://www.docu-track.com/buy/
http://www.docu-track.com/buy/


49

Graf  .11­ P ežívání S.aureus a Lactobacillus ve vzorku Klasik skladovaných p i teplot
8°C
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Graf  .12­ P ežívání E.faecalis a Lactobacillus ve vzorku Klasik skladovaných p i teplot
8°C
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Graf. .13­ P ežívání L.grayi a Lactobacillus ve vzorku Klasik skladovaných p i teplot  8°C
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Graf. .14­ P ežívání vybraných mikroorganism  ve vzorku Polotovar skladovaných p i 8°C
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Graf. .15­P ežívání E.coli ve vybraných vzorcích
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Graf  .16­P ežívání S.aureus ve vybraných vzorcích
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Graf  .17­P ežívání E.faecalis ve vybraných vzorcích
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Graf  .18­P ežívání L.grayi ve vybraných vzorcích
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     Výsledky  jsou  dále  graficky  zpracovány  v p íloze  .III,IV  a  V,  kde  jsou  pro  vylou ení

odchylek  m ení  zobrazeny  spojnice  trend   jednotlivých  k ivek.  Sou ástí  vyhodnocení

výsledk   bylo  také subjektivní  sledování senzorických zm n (barva,  v ,  celkový vzhled).

hem m ení však nebyly tyto zm ny prokázány a nejsou proto sou ástí kapitoly 4.

     Problematika se soust edila na p ípadné antagonistické vztahy mezi bakteriemi mlé ného

kysání a jinými druhy mikroorganism  t sn  p íbuzné bakteriím jako Listeria monocytogenes,

Salmonella spp. a Escherichia coli O 157  , které  jsou  jednak rodov   identické a druhov  se

nepatrn  liší od vybraných sledovaných druh  použitých v pokusech k v li  v tší bezpe nosti

tj. Listeria grayi (Listeria monocytogenes ) a Escherichia coli (Escherichia coli O 157 event.

Salmonella spp.).

     Pro prokázání ú inku  fermentovaných produkt  byl  pokus sou asn  proveden  na  vzorku

Polotovar p i výrob  Revitalu, který nebyl  infikován ušlechtilou mikroflórou a nedošlo tak u

j  ke snížení pH.

        Z výsledk   m ení  uvedených  v kapitole  4.  a  p íloze  III,IV,a  V lze  vyvodit  následující

zjišt ní.  U  všech  vzork   se u  zkoumaných  mikroorganism   nejprve  projevil  prudký  úbytek

ítomných  bakterií.  Ten  je  patrn   zap in n  adaptací  zmín ných  bakterií  na  prost edí  a

inkem  tzv.  chladového  šoku,  kdy  byly  zkoumané  mikroorganismy  b hem  krátké  doby

vystaveny  skladovací  teplot   8°C.  Teplota  skladování  fermentovaných  mlé ných  výrobk

není  však  dostate   nízká,  aby  dokázala  efektivn   zamezit  úhynu  a  r stu  kontaminujících

mikroorganism .  Krom Escherichia  coli  docházelo  b hem  skladování k  pomalému  úbytku

ítomných  bun k  a  u  vzorku Polotovar  p i  výrob   Revitalu  došlo  zhruba  po  14  dnech  u

všech  k  nár stu  po tu.  Vzhledem  k  vlastnostem E.coli  (kapitola  1.2.2.)  je  pr h  p ežívání

této bakterie p isuzován jiným faktor m, p evážn  nízkému pH, než teplot  uskladn ní.

     Nejv tší  význam  pro  r st  a  biochemickou  innost  zkoumaných  bakterií  má  pH

fermentovaných  výrobk .  Koncentrace  vodíkových  iont   má  vliv  potla ení  hlavní

metabolické  innosti a zastavení r stu. Tato skute nost je patrná z pr hu p ežívání u vzorku

Polotovar  p i  výrob   Revitalu,  který  nebyl  fermentován  a  pH  prost edí  se  nesnížilo

fermentací  laktosy na kyselinu mlé nou. U tohoto vzorku došlo po ukon ení adapta ní LAG

fáze  k  pozvolnému  rozmnožení  mikroorganism ,  které  bylo  zpomaleno  nízkou  teplotou

hem  skladování.  U  ostatních  vzork   se  projevilo  p sobení  nízkého  pH  na  zastavení

rozmnožovacího a r stového cyklu. Ukazuje se, že pH fermentovaných mlé ných výrobk  se

pohybuje  na  okraji  minimálních  hodnot  pro  r st  zkoumaných  bakterií,  proto  dochází  spíše

pozvolnému  úbytku  bun k.  Jak  bylo  již  podotknuto,výjimku  tvo í Escherichia  coli,  u  které

došlo  k  razantnímu  úbytku,  kdy  b hem  14  dn   došlo  k  totálnímu  usmrcení  infiltrovaných
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bun k.  Tendence  jednotlivých  mikroorganism   vyrovnávat  se  vliv m  prost edí  je  nejlépe

vyjád en  grafickým  znázorn ním  v kapitole  4.  Podobný  pr h  p ežívání  se  projevoval  u

všech  druh   fermentovaných  vzork Klasik  i Revital.    Nejstabiln ji    se  projevil

Enterococcus  faecalis.  Ten  po  prvních  10  až  12  dnech  úbytku  bun k  se  dále  projevoval

relativn  konstantním po tem po celou dobu skladování a na konci  této doby byl po et  jeho

bun k  oproti  ostatním  kontaminant m  nejvyšší. Staphylococcus  aureus    projevoval  b hem

sledované doby výkyvy v po tu, nicmén  m žeme sledovat vyrovnaný pokles po tu  bun k v

závislosti na dob  skladování.

            Z výsledk   této  práce  však  není  možné  prokázat  jednozna né  antagonistické  vztahy

mezi  ušlechtilými  a  kontaminujícími  kulturami.  I  p i  odlišném  složení  mlé ných  kultur  u

zkoumaných vzork  nebyly zaznamenány odlišnosti v charakteru r stových k ivek. Jediným

faktorem projev  antagonismu je tak tvorba kyseliny mlé né, nebo  rychle vytvo ená kyselina

mlé ná m ní prost edí výrobku natolik, že se stává pro ostatní mikroorganismy nevhodným a

dochází k jejich postupnému odumírání. Lze p edpokládat, že pokud by dané kultury nebyly

vyšlecht ny  jako  tzv.  stop  kultury  a  docházelo  k dalšímu  prokysání  a  snížení  pH,  byl  by

úbytek  nevhodné  mikroflóry  výrazn jší.  Sou asn   by  však  docházelo  ke  zm nám

organoleptických   i technologických vlastností výrobku. Ostatní vlastnosti mlé ných bakterií

nelze z výsledk  této práce prokázat.

     Sou ástí vyhodnocení výsledk  bylo také subjektivní sledování senzorických zm n (barva,

,  celkový  vzhled).  Sledováním  zm n  m lo  být  hodnoceno,  zda  je  možné  odhalit

kontaminaci  produktu  vjemovými  smysly  a  p edejít  tak  jejich  konzumaci.  Hodnocení  bylo

provád no  subjektivním  hodnocením  dvou  až  t í  osob.  B hem  m ení  však  nebyly

pozorovány  žádné  zm ny  ve  sledovaných  parametrech  a  nejsou  proto  uvedené  v systému

hodnocení.

     Výsledky  této  práce  mají  zásadní  charakter  pro  hodnocení  bezpe nosti  a  zdravotní

nezávadnosti  fermentovaných  mlé ných  výrobk .  Rovn ž  poukazuje  na  možné  d sledky

špatné  hygienické  a  výrobní  praxe  p i  jejich  výrob .  Dojde­li  ke  kontaminaci  hotového

výrobku,  mají  schopnost  tyto  mikroorganismy  se  udržet  v ur itém  po tu  po  celou  dobu

deklarovanou  výrobcem  jako  doba  spot eby.  Protože  p i  jejich  p ítomnosti  nedochází

k výrazným senzorickým zm nám, které by mohl spot ebitel odhalit, m že jejich konzumace

edstavovat  vážné  zdravotní  riziko.  Práce  prokázala,  že  prost edí  t chto  výrobk   oslabuje

tvorbu produkt  metabolismu, tím i tvorbu nebezpe ných toxin  a dalších látek, a zp sobuje

odumírání kontaminující  mikroflóry. V tšina by tak nebyla schopna p ežít pr chod trávicím

traktem a p sobením velmi nízkého pH žalude ních šáv a alkalického pH žlu i. P esto tím
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ale dochází k porušení zdravotní bezpe nosti potravin a  vzniku zdravotních rizik. P estože se

fermentované mlé né výrobky považují za výrobky nep edstavující zdravotní rizika již z výše

popsaných  d vod ,  p i  kontaminaci  v tším  po tem  patogenními  i  podmín   patogenními

mikroorganismy  nedochází  k rapidnímu  omezení  t chto  rizik  vlivem  enviromentálních

podmínek a p ítomností delkarovaných kultur. V technologické praxi se m žeme setkat spíše

s kontaminací  fermentovaných výrobk  kvasinkami, kdy kontaminujícím prvkem bývá spíše

ovocná složka. Kontaminace bakteriemi však nesmí být podcen na a technologický postup by

jí m l zabránit od po átku výroby až do finální spot eby.

DISKUSE

     Jogurty fermentované p i 42 až 45 °C za 2,5 až 3,5 h s kyselostí 60 až 65 SH a s hodnotou

pH <  4,5  jsou  z mikrobiologického  hlediska  bezpe né  produkty.  Vysoká  inkuba ní  teplota,

krátký  inkuba ní  as  a  rychle  vznikající  kyselina  mlé ná  nedovolují  r st  kontaminující

mikroflóry,  nap íklad  koliformními  bakteriemi.  Mikroorganismy,  které  byly  ve  výchozím

mléku, v tšinou p ežívají, i když se nemnoží a nemetabolizují.

Míšené  jogurty  fermentované 16 až 18  h p i 30  až 35 °C s pomalým  kysáním už umož ují

st  mezofilním    i  koliformním  a  jim  podobným  bakteriím.  Jejich  po et  po  dosažení

maximální hodnoty p sobením nižších mastných kyselin, které vznikly v pr hu fermentace

a jsou p ítomné v málo ionizované form , postupn  klesá. Jejich obsah v jogurtech poukazuje

na kontaminaci. Jejich nep ítomnost v starších jogurtech však není z výše uvedených d vod

kazem že ke kontaminaci nedošlo. (Görner, F., Valík L´, 2004).

     Mezi  základní  enviromentální  podmínky  limitující  r st  mikroorganism   v potravinách

pat í obsah vody, obsah soli, pH, složení atmosféry, složení, teplota zpracování a skladování

potravin. Aby byla zajišt na zdravotní nezávadnost, obchodní  sterilita, upravují se potraviny

tak,  aby  výsledné  podmínky  pro  r st  kontaminujících  mikroorganism   byli  nevhodné.  U

fermentovaných  výrobk   je  zcela  specifikou  p ekážkou  p sobení  konkuren ní  mikroflóry.

Snížením pH tvorbou kyselin, konkurencí p i získávání živin, tvorbou peroxid  a bakteriocin

vytvá í  nep íznivé  prost edí  pro  kontaminující  mikroflóru  a  p sobí  tak  jako  p irozený

konzervant.(Šilhánková, 2002) Aby bylo možné sledovat tento faktor, bylo zapot ebí nejprve

sledovat za jakých podmínek a po jakou dobu jsou tyto ušlechtilé mikroorganismy  schopny

udržet svým metabolismem a po tem p irozenou bariéru kontaminace a následn  pak sledovat

tyto  faktory  v závislosti  na  po tu  a  schopnostech  p ežívání  kontaminujících  initel .  Proto
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tato  práce  eší  nejprve  problematiku  p ežívání  rodu Lactobacillus  v r zných  produktech

ipravených  procesem  mlé né  fermentace  a  následn   se  zabývá  schopnostmi Escherischia

coli,  Staphylococcus  aureus,  Enterococcus  faecalis  a  Listeria  grayi  vydržet  ve vybraných

produktech,  r st  a  rozmnožovat  se  za  skladovacích  podmínek  ur ených  výrobci  t chto

produkt .

    Bakterie  rodu Lactobacillus  jsou  bakterie  mlé né  fermentace  pat ící  do  eledi

Lactobacillaceae.  Pro  schopnost  fermentovat  sacharidy,hlavn   laktózu,  na  kyseliny  a  jiné

produkty  fermentace  jsou  hojn   využívány  v  potraviná ském  pr myslu  p i  technologickém

zpracování a výrob  potravin. V mlékárenském pr myslu jsou nezbytnou sou ástí zakysaných

mlé ných výrobk   jako  jsou  jogurtové výrobky,zakysaná mléka,zakysané smetany a ostatní,

tak i p i výrob  sýr  a dalších.(B ezina,2001) Jejich p ítomnost je mnohdy dána i ze zákona

(Vyhláška 77/2003 Sb.).

     V  sou asné  dob   jsou  tyto  bakterie  ozna ovány  za  probiotické  organismy,  tj.  že  mají

krom   senzorických  a  jakostních  vlastností  v  potravinách  také  významný  vliv  na  zdravotní

stav  lidského  organismu  a  jsou  zdraví  prosp šné.  Jejich  schopnost  uchytit  se  v  lidském

organismu v živém stavu je podmín na požitím dostate  velkého množství t chto bakterií.

Jako  minimální  po et  je  uvád n  106  v  1ml  výrobku.  V hygienickém  kontextu  pak  vytvá í

nep íznivé podmínky pro kontaminaci produktu. ( urda,2004)

     V d sledku rozsáhlých preventivních opat ení od chovu hospodá ských zví at,dojení, až po

kone né  technologické  zpracování  je  ale  kontaminace  hygienicky  nežádoucích

mikroorganism  tém  eliminována. P esto není možné zcela zabránit zám rné kontaminaci  i

kontaminaci  samotným  spot ebitelem  nebo  prodejcem  p i  nedodržení  hygienických  i

skladovacích  podmínek.  Mléko  a  mlé né  výrobky  jsou  totiž  bohatým  zdrojem  živin,  tudíž

ideálním  prost edím  pro  rozmnožování  mikroorganism   a  možnosti  vzniku  alimentárních

onemocn ní,  p inejmenším  pro  vznik  technologických  a  senzorických  vad.(Cupáková,2001)

V d sledku kontaminace mohou u fermentovaných výrobk  vznikat bublinky plynu, trhlinky

ve  hmot ,  táhlovitost,  ne istá  kvasni ná  až  naho klá  chu ,  ztráta  aroma.  Nej ast jšími  a

nejzávažn jšími  kontaminanty  mléka  jako  výchozí  suroviny  jsou Staphylococcus  aureus,

Salmonella  spp., Escherichia  coli, Bacillus  cereus, Listeria  monocytogenes.  U  mlé ných

výrobk   se  pak  p idávají  také Clostridium  perfingens, Clostridium  botulinum, Shigely,

Yersinia enterocolitica, Proteus a Citrobacter. (Burdová 2001)

     Práce ukázala, že enviromentální podmínky  fermentovaných  mlé ných  výrobk   jsou pro

rozmnožování    hygienicky  nežádoucí  mikroflóry  opravdu  nevhodné,  protože  dochází

k trvalému  úbytku  bun k.Nejsou  proto  ani  potravinou,  která  by  se  mohla  stát  p edm tem
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bioteroristických  útok   nebo  ú elových  kontaminací.    Nicmén   infek ní  mikroflóra    je

schopna se udržet v ur itém po tu po celou dobu spot eby, dokonce i déle. Tím vytvá í rizika

spojená  hlavn   se  zdravotními  d sledky  p i  konzumaci  t chto  výrobk .  Je  proto  velice

ležité dodržení správné hygienické praxe p i výrob , distribuci i konzumaci t chto potravin.

Nelze se tedy opírat o obecná tvrzení p edpokládající  jejich bezpe nost ani o  limitní rozp tí

faktor  ovliv ujících r st mikroorganism , nebo  se uvedené údaje u mnohých autor  liší.

     Na  tuto  práci  m že  navazovat  studie  prokazující  biochemické  zm ny  v p ítomnosti

kontaminující mikroflóry nebo stejná studie zam ená na další bakteriální  i jiné druhy.

ZÁV R

Práce  byla  zam ena  na  ešení  problému  p ežívání  bakterií  v  mlé ných  produktech

ipravených  procesem  mlé né  fermentace  a  skladovaných  za  r zných  podmínek.  Zjišt né

skute nosti m li ukázat:

a) trvanlivost  produktu  a  p ítomnost  deklarovaných  bakterií,  obvykle  s  p ívlastkem  jejich

lé ebných schopností, bez ztráty na kvalit  produktu,

b) v druhé fázi pokusu, pak p ežívání relativn  patogenních bakterií, které by se mohly, a  již

v  pr hu  technologické  p ípravy  produktu  nebo  úmyslným  infikováním  dostat  do

potraviny.

     Problematika se soust edila na p ípadné antagonistické vztahy mezi bakteriemi mlé ného

kysání a jinými druhy mikroorganism  t sn  p íbuzné bakteriím jako Listeria monocytogenes,

Salmonella spp. a Escherichia coli O 157  , které  jsou  jednak rodov   identické a druhov  se

nepatrn  liší od vybraných sledovaných druh  použitých v pokusech k v li  v tší bezpe nosti

tj. Listeria grayi (Listeria monocytogenes ) a Escherichia coli (Escherichia coli O 157 event.

Salmonella spp.) a dále Enterococcus faecalis a Staphylococcus aureus.

     Vedle výše zmín ného cíle m la práce prokázat vliv prost edí – teploty (r zné podmínky

skladování)  u  fermentovaných  mlé ných  produkt   po  p ípadné,  zám rné  kontaminaci

patogenní mikroflórou ­ zneužití výrobku biologickým terorismem.

     Z výsledk  a nam ených hodnot vyplývá, že uvedené mikroorganismy p i kontaminaci a

skladování  za standartních podmínek mají  v produktu schopnost udržet  se v ur itém po tu  i

po skon ení doby spot eby a p edstavují tak pro spot ebitele zdravotní riziko.

     U  všech  vzork   se  u  zkoumaných  mikroorganism   nejprve  projevil  prudký  úbytek

ítomných  bakterií.  Ten  je  patrn   zap in n  adaptací  zmín ných  bakterií  na  prost edí  a

inkem  tzv.  chladového  šoku,  kdy  byly  zkoumané  mikroorganismy  b hem  krátké  doby
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vystaveny  skladovací  teplot   8°C.  Krom Escherichia  coli  docházelo  b hem  skladování  k

pomalému úbytku p ítomných bun k a u vzorku Polotovar p i výrob  Revitalu došlo zhruba

po 14 dnech u všech k nár stu po tu.

     P sobení nízkého pH m lo vliv na zastavení rozmnožovacího a r stového cyklu. Ukazuje

se, že pH fermentovaných mlé ných výrobk  se pohybuje na okraji minimálních hodnot pro

st zkoumaných bakterií, proto dochází spíše pozvolnému úbytku bun k.Výjimku tvo í op t

Escherichia  coli,  kdy  b hem  14  dn   došlo  k  totálnímu  usmrcení  infiltrovaných  bun k.

Nejstabiln ji  se projevil Enterococcus faecalis. Ten po prvních 10 až 12 dnech úbytku bun k

se dále  projevoval  relativn   konstantním  po tem  po  celou  dobu  skladování  a  na  konci  této

doby  byl po et  jeho bun k oproti ostatním kontaminant m  nejvyšší. Staphylococcus aureus

projevoval  b hem  sledované  doby  výkyvy  v  po tu,  nicmén   m žeme  sledovat  vyrovnaný

pokles po tu  bun k v závislosti na dob  skladování.

     Antagonistické  vztahy  v  této  práci  nebylo  možné  prokázat  u  bakterií Enterococcus

faecalis,  Staphylococcus  aureus  a Listeria  grayi  mezi  ušlechtilými  a  kontaminujícími

kulturami.  Prokazatelný  rychlý  úbytek  kontaminovaného  produktu  byl  možný  pozorovat

pouze u bakterie Escherichia coli.

     P i  vytvá ení  pokusného  modelu  kontaminace  je  nutné  zd raznit,  že  tento  byl  vytvo en

jako  zám rný  infekt,  který  by  patrn   p i  b žné  kontaminaci  vznikající  v pr hu  b žného

technologického  provozu  nevznikl.    Bylo  by  zajímavé  pokus  opakovat  p i  zám rné  infekci

prahovými  hodnotami  ( ádov   10  –  100  mikroorganizm ),  kde  taková  možnost  infekce

produktu  je  daleko  reáln jší.  Také  rozší ení  výsledk   o  další  mlé né kontaminanty  by  bylo

ínosné pro výrobní, technologickou i v deckou  innost.
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ÍLOHY

íloha  .I: Druhy rodu Staphylococcus

STAPHYLOCOCCUS KOA HOSTITEL,ZDROJ Popis

S. aureus subsp. Aureus K+  lov k zví e,prost edí  1884 Rosenbach

S.epidermis lov k zví e,prost edí  1916 Evans

S.saprophyticus

subsp.saprophytycus
lov k 1951 Shaw

S.capitis subsp.capitis lov k 1975 Kloos

S.cohnii subsp.cohnii lov k 1975 Schleifer

S.haemolyticus lov k zví e,prost edí  1975 Schleifer

S.hominis subsp.hominis lov k 1975 Kloos

S.simulans lov k 1975 Kloos

S.warneri lov k 1975 Kloos

S.xylosus lov k prost edí 1975 Schleifer

S.intermedius K+  lov k zví e,prost edí  1976 Hájek

S.sciuri subsp.sciuri zví e,prost edí  1976 Kloos

S.hyiccus K+ zví e,potraviny  1978 Devriese

S.carnosus subsp.carnosus lov k uzenina 1982 Schleifer

S.aurilaris 1983 Kloos

S.caprae lov k kozí mléko 1983 Devriese

S.gallinarum lov k dr bež 1983 Devriese

S.lentus zví e 1983 Schleifer

S.saccharolyticus an 1984 Klipper­Balz

S.aflettae koza,dr bež 1985 Schleifer

S.equorum subsp.equorum 1985 Schleifer

S.kloosii divoká zví ata 1985 Schleifer

S.aureus subsp.anaerobius K+an ovce 1985 DeLaFuente

S.chromogenes zví e,mléko 1987 Hájek

S.lugdunensis lov k 1988 Freney

S.schleiferi subsp.schleiferi lov k 1988 Freney

S.delphini K+ delfín 1988 Varaldo
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[Pokra ování ­ Druhy rodu Staphylococcus]

STAPHYLOCOCCUS KOA HOSTITEL,ZDROJ Popis

S.captis subsp.urealyticus lov k 1991 Bannerman

S.cohnii subsp.urealyticus lov k zví e 1991 Kloos

S.muscae moucha,vep 1992 Hájek

S.piscifementans marinované ryby  1992 Tanasupawat

S.pasteuri lov k zví e,potraviny  1993 Chesneau

S.vitulinus lov k zví e,potraviny  1994 Webster

S.saprophyticus subsp.bovis zví e 1996 Hájek

S.sciuri subsp.carnaticus masné výrobky  1997 Kloos

S.sciuri subsp.rodentium hlodavci 1997 Kloos

S.lutrae K+ vydra 1997 Foster

S.succinus subsp.succinus jantar 1998 Lambert

S.condimenti sojová omá ka  1998 Probst

S.carnosus subsp.utilis potraviny 1998 Probst

S.hominis subsp.novobiosepticus lov k 1998 Kloos

S.fleurettii sýr z kozího mléka  2000
Vernozy­

Rozand

S.succinus subsp.casei zrající sýr 2003 Place

S.equorum subsp.linens zrající sýr 2003 Place

S.nepalensis kozy v Himalájích  2003 Spergser

S.felis ko ka 1989 Igimi

S.schleiferi subsp. Coagulans K+ pes 1990 Igimi

POZN.: K+ ­ koaguláza pozitivní
              an­ anaerobní
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íloha  .II: Odlišnosti Enterococcus faecium (E. faecium, E. durans, E. hirae, and E. mundtii),

Enterococcus  avium  (E.  avium, E.  pseudoavium, E.  malodoratus  and E.  raffinosus),

Enterococcus  gallinarum  (E.  gallinarum, E.  casseliflavus  and E.  flavescens)  a Enterococcus

cecorum (E. cecorum and E. columbae)  ( Devriese, 1993)

Enterococcus

Test faecalis  faecium  avium  gallinarum  cecorum  sulfureus  saccharolyticus  dispar

Pohyblivost – – – + – – – –

D antigen + + D+ + – – – –

APPA – – + – – ? ? ?

PYRA + + + + – + – +

Alkaline phosphatase – – – – D+ – – –

­Galactosidase – D D + + + + +

Arginine dihydrolase + + – + – – – +

Produkce kyselin z:

Adonitol – – + – – – – –

L­Arabinosa – D D+ + D – – –

D­Arabitol – – + – D – + –

L­Arabitol – – D – – – – –

D­Cyclodextrin + D+ D– D + ? ? ?

Dulcitol – – D – – – – –

Gluconate D+ D D+ D + + – –

Glycerol + –a D D – – – +

Inulin – –(D–?) – +(D?) + – + –

2­Ketogluconate D – + – D + + +

D­Lyxosa – – D – – – – –

Mannitol + D + + D – + –

Melezitose D+ – D D– D + + –

Melibiose – D D + D ? + –

­Methyl­D­ glucoside – – + + D + + +

D­Raffinosa – D D+ D + ? + +

Sorbitol D+ D– + D– D – + –
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[Pokra ování  ­  Odlišnosti Enterococcus  faecium  (E.  faecium, E.  durans, E.  hirae,  and E.

mundtii), Enterococcus avium (E. avium, E. pseudoavium, E. malodoratus and E. raffinosus),

Enterococcus  gallinarum  (E.  gallinarum, E.  casseliflavus  and E.  flavescens)  a Enterococcus

cecorum (E. cecorum and E. columbae)  ( Devriese, 1993)]

Enterococcus

Produkce kyselin z: faecalis faecium avium gallinarum cecorum sulfureus saccharolyticus dispar

L­Sorbosa – – + – – ? D– –

Xylitol – – D+ – D– – – –

D­Xylosa D– D D– + D – – –

Fermentace puryvátu  + – D – ? ? ? ?

POZN.: D, variabilní; D+, obvykle pozitivní; D–, obvykle negativní; APPA, alanyl­

phenyalanyl­prolinarylamidasa ,PYRA, pyrolidonylarylamidasa.
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íloha  .IV­ Spojnice trend  p ežívaní vybraných bakterií ve vzorku Revital
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íloha  .III­ Spojnice trend  p ežívaní vybraných bakterií ve vzorku Klasik
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