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Abstrakt

U fermentovanych mlécnych vyrobkia pisobi jako specificka piekazka kontaminace produktu
konkurencni mikrofléra. Ta konkurenci pii ziskavani Zivin, tvorbou peroxidu, bakteriocini a
kyseliny mlécné tvoii inhibi¢ni prostredi pro kontaminujici mikroorganismy. Tato prace se
zamgtruje na schopnosti rodu Lactobacillus prezivat v mléénych produktech v zavislosti na
teploté a dobé skladovani a jeho konkurenceschopnost viaci  E.coli, Saureus, E.faecalis, a
L.grayi pii 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, Saureus,
E.faecalis, aL.grayi..
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UvoD

VyZiva je jednim ze zékladnich predpokladi pro udrzeni Zivota, ¢lovek piijima potravu v
zavislosti na podminkach své exisence. MIéko a stejné tak i vSechny mléiné vyrobky jsou
nedilnou soucasti vyZivy jiz od domestikace zviiat. Nedilnou soucésti miékarenské vyroby
jsou mikroorganismy. Ty zde vystupuji ve funkci uSlechtilych milékarskych kultur a
kontaminujicich cinitelt narusujicich jakost, technologii vyroby a zdravotni nezavadnost.

Mikroorganismy se pii vyrobé mlénych vyrobkia pouZivaji od pradavna. Ty jiz byly
v suroving pritomny nebo se do nich dostali z vnéjsiho prostiedi. Pozdgji se zataly umeéle
kultivovat a geneticky Slechtit Zadouci mikroorganismy a cilené se ve vyrob¢ zacali pouZivat.
V potravinaiskych produktech, pripravovanych procesem mlécné fermentace pomoci moderni
technologie se vyuziva tzv. startovacich kultur. Tyto jsou bakterie podilejici se zasadni
¢innosti na typu a kvalit¢ produktu a jsou v nich trvale piitomny v raizném poctu. Pritomnost
téchto bakterii deklaruji vyrobci jako soucést kvality vyrobku majici, vedle uréeni jeho
charakteru, zésadni vlastnosti spocivajici v protektivni schopnosti vyrobku na zaZivaci trakt
¢loveka. Mnohé z nich se dnes oznatuji zatzv. probiotika neboli probiotické kultury.

Naproti tomu mléko a mléné vyrobky jsou vhodnym prostiedim pro nezadouci
mikrofléru. Jejich negativni G¢inek spociva v nezédoucim rozkladu potravin, utlumujici
¢innost uSlechtilych kultur a nejvice z ¢innosti patogennich mikroorganismui. Ty zptsobuji
nemoci ¢loveka, jejich rychlé rozmnoZovani a metabolismus, nedostatecna hygiena mohou
vést ke vzniku epidemii az pandemii. Proto Ukolem celého potravindiského pramysiu je
kromé¢ premeény potravinarskych surovin dostatecné ochranit spotiebitele a spole¢nost pied
¢innosti téchto mikroorganismu.

Kontaminaci mléka a mléénych vyrobki  muZeme rozliSit na primérni (endogenni) a
sekundérni (exogenni). Do vemene se mikroorganismy dostévaji krevnim obéhem nebo
otvorem ze struki. Sekundarni mikroflérou rozumime mikroorganismy, které se dostanou do
mléka aZ po nadojeni. Ty se pak v mléce za ptiznivych podminek rychle rozmnoZuji a mohou
byt pavodci riznych vad a onemocnéni. Pricin takovéto kontaminace je hned ngkolik.
Mikroorganismy se do mléka mohou dostat z téla dojnice. Na kiazi a srsti se zachycuje prach a
necistoty, které ¢asto obsahuji sporogenni aeroby Bacillus subtilis, mista znecisténa vykaly
obsahuji E.coli nebo Aerobacter aerogenes. Nositelem choroboplodnych zérodka mize byt
oSetiujici persondl. Vzduch ve stgjich je obvykle také plny mikroorganismu. V neposledni
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fad¢ pak nesmime opomijet krmivo,stelivo,vykaly, vodu, hmyz nebo nafadi a nadobi, které
vSechny mohou byt zdrojem nezédouci kontaminace (Dolezalek, J.,1962).

Ze statistik vyplyva, Ze az 10% populace v pramyslové vyspélych zemich miaze byt ro¢né
postihnuto aimentarnimi onemocnénimi, jejichZz zdrojem jsou potraviny. Proto v podedni
dob¢ se klade nebyvaly diraz na bezpe¢nost potravin. VSechny narodni zdravotni systémy,
Mezindrodni zdravotnicka organizace, Evropska komise i dalSi vychézi pii hodnoceni
potravin ze sniZzovani zdravotnich rizik a zdravotni nezavadnosti potravin. Mezinarodni
komise pro mikrobiologickou specifikaci potravin (ICMSF) doporucila 6 zékladnich kroka pri
fizeni mikrobiologického rizika potravin:

1) odhad pravdépodobného rizika
2) volba odstran¢ni rizika
3) definice cilt zdravotni nezavadnosti
4) potvrzeni cili zdravotni nezavadnosti prostiednictvim spravné hygienické praxe a
aplikaci systému HACCP
5) stanoveni mikrobiologickych kriterii
6) definice zakladnich postupi pro piijatelnost potraviny
(Burdova, O.,Laukova, A., 2001)

Vysedkem téchto c¢innosti, spravné hygienické a vyrobni praxe i uvédomélosti
pracovnikii ve vSech potravinovych zévodech, pak budou potraviny nejen zdravotné
nezédvadné, ale i svybornymi technologickymi a senzorickymi vlastnostmi, svysokou
biologickou a nutri¢ni hodnotou. A prévé proto, Ze obliba fermentovanych mlécnych vyrobka
stale narista a tento trend bude pokracovat i v ndsledujicich letech, je tieba zabezpecit i zde

tyto aspekty.
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1. TEORETICKA CAST

1.1. RODLACTOBACILLUS

1.1.1. Taxonomie

Rod Lactobacillus predstavuje gram-positivni  nesporulujici  tyc¢inky. Jsou
chemoorganotrofni nebo fakultativné anaerobni mikroorganismy. Jejich zakladnim znakem je
rozklad glukosy za vzniku kyseliny mlécné.Vyskytuji se stievnim traktu, v rostlinnych a
Zivocisnych produktech obsahujicich sacharidy. Patfi mezi tzv. cisté milékarské kultury,
v souc¢asné dobe se také diky svému piiznivému pasobenim na lidsky organismus oznacuje za
tzv. probiotickou kulturu. Taxonomicky rod Lactobacillus predstavuje bakterie celedi
Lactobacillaceae. Druhové se jedna o velice pocetny rod, ktery pro identifikaci jednotlivych
druht vyZaduje specidlni expertizy, nebot’ béZné testy zaloZzené na biochemickeé aktivité jsou

slabé a zavislé na piresnych podminkéach danych kultur. (Holt, John G., 1993)

1.1.2. Vlastnosti

Jak jiZz bylo popsano vy3e, jedna se o gram-positivni, nesporulujici ty¢inky az vlakna, které
se nevétvi. Jsou nepohyblivé, jen vzacné se objevuji pohybliva peritricha. Jsou prevazné
termofilni mikroorganismy. Optiméni teplota je 37 az 45°C. Teploty nad 60°C jsou smrtici.
Pii teplotéch niZSich 15°C se jejich rast zastavuje, aviak jsou zndmy i psychrofilni kmeny
rodu Lactobacillus, které vykazuji rast pii teplotach mensi 5°C.  (Silhankova, L.,2002)

Vétdinou se jejich rast zastavuje jiz pii 20°C. Optimani pH pro vétSinu bakterii je v
rozmezi 4-5, avSak jednotlivé kmeny se navzgem liSi. To souvisi s rezistenci proti
inhibi¢nimu puasobeni organickych kyselin Na pritomnost kysliku reaguji zastupci tohoto rodu
razné. Homofermentativni kmeny rodu Lactobacillus jsou anaerobni organismy akyslik na né
pasobi inhibi¢né. VSeobecné pritomnost kysliku snizuje piitomnost produkce kyseliny
mlécné, aviak existuji i kmeny schopné vyuzit kyslik na ziskavani NAD a ATP.

Obvykle je jgjich rast zlepSen pii obsahu 5% CO, v prostiedi. Pri obsahu 10% NaCl
v progtiedi se jejich rust zastavuje. Jsou katalaza negativni.

V zésadé jerozdélujeme na :

10
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|. homofer mentativni
A. optimalni teplota mezi 37-60°C
1.produkujici kyselinu mlénou z laktézy
2. neprodukujici kyselinu mléénou z laktdzy
B. optimalni teplota mezi 28-32°C
II. heterofermentativni
A.optimélni teplotamezi 28-32°C
1.rozkladajici laktozu a rafindzu
2.nerozkléadajici rafindzu a laktozu
B.optimalni teplota mezi 35-40°C
(Dolezalek, J., 1962)

1.1.3. Vyskyt v potravinach a patogenita

Laktobacily jsou povaZzovany za nepatogenni mikroorganismy a hojné proto se vyuzivaji
pravé v potravindiském prumyslu. Zpravy o nalezech téchto mikroorganisma pri riznych
choroboplodnych procesech se vyskytuji pouze ojedinéle.

Rod lactobacillus se vyskytuje v prirodé témei vaude. Jeho druhy se vyskytuji v mléce,
v Ustech, v trdvicim traktu savci, na travinéch, obili a jinych rostlindch. V potravinarském
pramyslu patii z biotechnologického hlediska mezi nejdulezitéjsi mikroorganismy, piicemz
nejvetsi vyznam ma schopnost fermentace sacharidtt za vzniku kyseliny mlécné. Protoze
kyselina mléna zastavuje rust a rozmnozovani hnilobnych bakterii, vyuziva se ¢innost
laktobacil pro konzervaci zeleniny a krmiv. Prikladem muze byt sil&Zovani jetelovin a
vyslazenych fepnych tizkt, kysani zeli a okurek. V mlékdrenském pramyslu se
homofermentativni druhy pouZivaji pri vyrob¢ syru, nékteré pro pripravu kvaSeného miéka a
mlécnych vyrobkii. Své vyuZiti naleznou takeé v primyslove vyrobé kyseliny mliécné z melasy
fermentaci sacharosy namisto laktosy. Heterofermentativni druhy se uplatiuji v pekarském
pramyslu pii tvorbé kvasku.

Kromé svého pramyslového vyuziti vsak muazZe tento rod pasobit jako nevhodny
kontaminant produkti. Nékteré heterofermentativni laktobacily se vyskytuji jako nezédouci
kontaminace ve vinarstvi a pivovarnictvi, kde zpasobuji senzorické vady. V droZzd’arenstvi

maji za nasledek ztréty vytéznosti. V masné vyrobé mohou zpuasobovat zelenni produkti,

11
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kdy fermentatné vytvoreny peroxid vodiku reaguje sruazovymi pigmenty uzeného masa za
vzniku zeleného zbarveni.
( Silhankova, L .,2002)

1.1.4. Pasobeni na lidsky organismus

Lactobacillus v zazivacim traktu.

Strevni mikroflora je komplexni entita s raznymi kmeny bakterii. V tenkém stievé jsou
pocty bakterii velmi nizké ve dvanéctniku, jejich poc¢et vSak postupné narista smérem ke
konci kycelniku (ileum). Tlusté stievo osidluji predevsim striktni anaeroby (organismy Zijici
bez pristupu vzdusného Kkysliku). Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium a
Peptostreptococcus, Sreptococcus a Lactobacillus a v mendi mite Enterobacteriaceae,
Clostridium a kvasinky se vyskytuji v koncentracich mezi 10° az 10" cfu*/g.
(http://www.activia.cz/mono_2.htm)

Laktobacily patti do prvni skupiny bakterii, ktera byla pouZita jako probiotikum. Pozdgji
se zacala pouzivat i skupina Bifidobakterii, které maji schopnost kolonizovat trévici trakt. Do

né&j se mohou dostat po poZiti potravin obsahujici probiotika jako jsou mléko a jogurt.

Uloha stievni mikrofl6ry v procesu " traveni” v tlustém stirevé.

a) Metabolismus sacharidi (cukr) -Tento proces umozni ziskani energie obsazené v
téchto latkach.

b) Metabolismus lipidu - Stievni mikroflora zde hraje nepiimou roli, protoze meni
pribeh zpétné absorpce cholesterolu a Zlucovych soli. Nékteré druhy bakterii jsou
schopné rozloZit Zlu¢ové soli atim zmeénit priabeh jejich vatiebavani.

c) Metabolismus minerdlnich l&ek avitamini

(http://www.activia.czzmono_2.htmy)

12
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Uloha lactobacilé p¥i |éEbé laktdzové intolerance.

Studie z poslednich 10-15 let ukézaly, Ze jogurt je pies sviij vysoky obsah lakt6zy osobami

s laktdzovou intoleranci dobie snéSen. Tento pozitivni efekt je zptisoben pritomnosti laktézy v

bakteriich mlééného kvaSeni, které piezivaji nizké pH Zaludku a prispivaji v tenkém stievé ke

Sépeni laktdzy. Podminkou je vSak neporusena bunéénd membrana téchto bakterii. (Alm., L,
1982)

Osoby s intoleranci na laktézu mohou v disledku sniZzené aktivity laktazy pouze ¢astedné

&epit a vstiebavat laktozu z miéka a mléénych vyrobka. VEtSi mnozZstvi laktézy zpasobuje u

téchto osob klinické projevy intolerance jako bolesti v podbiisku, nadymani, kiece, flatulenci

aprajem rozdilné intenzity. Souc¢asné dochazi ke zvysené eliminaci vodiku dechem.

Pozitivni Ucinek jogurta ajinych fermentovanych miécnych vyrobkt mé nékolik pricin:

1.

Pfi vyrob¢ jogurti a ogtatnich zakysanych mlécnych vyrobki se pouziva Zivych bakterii
kultur (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Streptococcus salivarius subsp.
Thermophilus, L. acidophilus a Bifidobacterium), které obsahuji b-galaktosidédzu. Tento
enzym piekondva Zaludecni pas&Z a prispiva v tenkém strevé k hydrolyze laktozy.
Nutnym predpokladem je v&ak intaktni obal bunék mikroorganismi; pokud je bunééna
membrana porusena, dochédzi k inaktivaci enzymu Zalude¢ni Stéavou. Naopak je
dostatecna permeabilita bakterialnich bunék v tenkém strevé, ktera se jefté zvyduje
pasobenim Zluci, dilezitym faktorem pro &épeni 1aktozy.

Po poZziti jogurtu a ostatnich zakysanych mlécnych vyrobkt dochézi k prodlouZeni
tranzitni doby ve stievé. Z toho divodu muzZe i snizené mnoZstvi laktédzy ve strevé
intolerantnich osob spolu s laktdzou jogurtovych mikroorganismt déle na laktozu ve
strevé pusobit.

V disledku fermentace laktdzy bakteriemi mlécného kvaSeni je jgji koncentrace v fadé
zakvaSenych mlécnych vyrobka sniZzena.

Konetné se diskutuje, zda dlouhodoby konzum zakysanych mlé¢nych vyrobkt ovliviuje
fléru tlustého stieva, snizuje tim symptomatiku laktézove intolerance a stimuluje aktivitu
intestindlni laktazy

U déti s malabsorpci, které maji po poZziti jogurtu méné potizi nez po miéce, se odbornici

domnivgji, Ze jejich zbytkova laktazova aktivita je vysSi neZ u dospelych.

(Strénsky, 2004)

13
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Lactobacilus jako sou¢ast vaginalni mikroflory.

Ve zdravém vagindnim ekosystému pievladaji nékteré druhy rodu Lactobacillus, mgjici
dulezity vliv na vagindlni mikrobiologii. Nékteré druhy potlacuji rist endogenni vaginéni
mikrofléry produkci organickych kyselin jako je kyselina mlécna, peroxidu vodiku a
bakteriocina ¢i laktocini. Produkce organickych kyselin udrZzuje pH vaginaniho prostiedi <
4,5 atakto vytvari nepriznivé podminky pro rist vétSiny endogennich patogennich bakterii.
Laktobacily zvysSuji oxido-redukéni potencial vaginalniho prostiedi, coZ inhibuje rast
obligatnich anaerob.

Tyto kmeny laktobacila byly zarazeny do druht L.casei , L.acidophilus , L.gasseri ,
L.paracasel , L.plantarum , L.jensenii , L.vaginalis , L.pentosus , L.bifermentans .
(Aroutcheva A.,et al., 2001)

Lactobacilus jako soué¢ast ustni mikroflory.

Lactobacillus acidophilus patii k Ustohltanové mikroflote zdravich lidi a pasobi
protikataricky. (Dolezalek,1962)

Tvorba vitamindg.

Bakterie mlééného kysani produkuji nekteré vitaminy, jako napiiklad vitamin K (jsou jeho
hlavnim zdrojem), vitamin B12, kyselina listova, biotin, riboflavin a kyselina pantotenova .
Zaurcitych podminek miZe byt tato syntéza pro ¢lovéka podstatna (napiiklad u vitamina B12
aK po resekci stieva apod.). (Stépankova, M., Augustin, J., biezen 2001)

Tvorba antibiotik.
Laktobacily dale pak produkuji antibiotika (laktobacilin,laktolin) a latky antibiotické
povahy (acidofilin).Uginng inhibuje rast koliformnich bakterii a enterokokd, 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 nejprostudovangjSim  a nejprozkoumangjSim mikrobialnim druhem je
Escherichia coli. Jednd se o gram-negativni fakultativné anaerobni tycinky,slouzi jako
modelovy organismus pro biochemické, genetické i fyziologické studie. Je prvnim
bakteridlnim druhem, u n¢hoz byla pozorovana a prostudovana konjugace bunék a vyména
genetického materidlu.. Escherichia je béZznou stievni mikroflérou a v prirodé ji mizZzeme
nalézt témer vaude. Je béZznym obyvatelem stiev vétSiny zvirat a lidi od jegjich narozeni az po
amrti. Je klasifikovana jako indikator fekalniho znecidténi. Ne vSechny druhy a kmeny jsou
patogenni, nicmeéng jejich pritomnost v potravinach je spojena se zdravotnim rizikem. Jgjich
taxonomické zarazeni je nasedujici:

v/  Celed’ : Enterococcaceae - sekce Gram-negativni koky

K nejznamgjsi E.coli byly ptitazeny nové popsané druhy E.vulneris a E.hermanni. Jednd se
podminéné¢ patogenni mikroorganismy isolované ¢asto z klinickych materidlia.  Jegjich
diagnostika dosud neni zcela béZzna Dnes je rod Escherichia tvoren péti zastupci  E.coli,
E.wulneris, E.hermanni, E. blattae a E. fergusoni. Jejich rozliSeni na z&kladé biochemické
aktivity udavatabulkal. (Bat, 1999)

Tabulkal Biochemické odlisnosti druht rodu Escherichia

= ol E. hermanii | E. blattae | E. fergusoni | E. vulneris
Typical | Inactive
KCN -~ -~ + -~ -~ +
Glukosa + - + + +
Laktosa + - +/— - - +
Cellobiosa — - + — +
Adonitol - - - - - +
Mannitol + + + — +— +

Pozn.- + produkuje, - neprodukuje, +/- variabilni podle prostiedi a podminek
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1.2.2. Vlastnosti

Escherichie jsou gram-negativni, fakultativné anaeorobni  chemoorganotrofni
mikroorganismy. Jedna se o pohyblivé, nékdy opouzdiené tycinky. Pohyb jim umoZiuji
peritrichni biciky, které se nachézeji kolem celé bunky. Kultivaéni ndroky nemaji vysoké,
rostou dobie i na oby¢ejnych padach.Optimalni teplota pro kultivaci je 37°C. Charakteristicka
je tvorba 2-3 mm velkych, mirn¢ vypouklych, lesklych kolonii, na Endové pidé skovove
zlatym leskem. Na krevnim agaru rostou nékteré kmeny shemolyzou. Pro izolaci se
svyhodou uzivaji laktdzove pudy- zejména Endova, Mc Conkeyho nebo deoxycholétova (DC
agar).

Hlavni diagnostické znaky, které tento rod charakterizuji, jsou tyto: kataldza pozitivni,
oxidaza negativni, laktéza pozitivni mikroorganismus, tvori indol, netvori sirovodik a acetoin.
Zkvaduji sacharidy, zejména glukosu, laktosu, nekteré pentosy a alkoholické cukry, za
intenzivni tvorby kyselin a plynu. Nejvice fermentuji sacharidy za vzniku kyseliny
pyrohroznové, octové a mravenci, pricemz ¢ast kyseliny mravenci rozklada na oxid uhlicity a
vodik. (Holt, John G., 1993)

1.2.3. Vyskyt v potravinach a patogenita

Rod Escherichia je z hygienického hlediska nejdalezitéjsi. Nejvyznamnéjsi E.coli se
nachézi ve spodni ¢asti strevniho traktu ¢lovéka ateplokrevnych zvitat, avyskytuje setedy i v
jejich vykalech. Jeho pritomnost ve vodé nebo v potravinich je proto ukazatelem fekdlniho
zneCi&téni. Pravidelné se vyskytuje v potravinovych surovinach, které byly nutné v kontaktu
shnojenou padou. Pritomnost E.coli v potravinach ukazuje, Ze stejnym zptsobem se do
tohoto prostiedi mohou dogtat i patogenni stievni bakterie rodu Salmonella nebo Shigella.

Jejich vylouceni z potravin ¢i jejich omezeni je moZzné spravnou hygienickou praxi a
tepelnou Upravou potravin. Pasteracni, sterilagni zéhiev, zmrazovani potravin pusobi
devitalizace kment E.coli a sniZuji jejich poc¢et v kontaminované potraviné. U potravin s pH
pod 5 se rast bunék omezuje az Uplné zastavuje.

Pomoci serologickych metod Ize u E.coli odliSit vice jak 170 O-antigent, 80 K-antigent a
56 bicikovych antigeni H. Serotypizace ma svtij vyznam pii odhalovani mozné patogenity
izolovanych kmenti.PodrobnéjSim testovanim se zjistilo,Ze jisté serotypy maji svij charakter
zpusobu patogenniho uplatnéni. E.coli je komenzédlem tlustého stieva ¢lovéka. Je soucasti
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fyziologické fléry a podili se na udrzovani eumikrobie stteva. E.coli se uplatiuje jako

vyznamny patogen:

1.Enteroinvazivni E.coli (EIEC) — vyvolavgji dyzenterické prajmy starSich déti a dospélych.
Prajmova onemocnéni vyvolana touto E.coli se velice podobaji dyzentérii zpasobené
shigelami, jenZe s mirngjSim prubéhem. Nepostihuje novorozence, ale pouze starsi déti a
dospélé.

Biochemicka aktivita EIEC je nizSi nez u ostatnich E.coli. Pro EIEC je typické, Ze jsou
nepohyblivé a nejsou schopny dekarboxylace lysinu a pouze mensi ¢ast &tépi laktosu. Jsou
schopny penetrovat do epitelu bunék tlustého stieva kde se mnoZzi.Dusledkem nitrobunééného
mnozeni je destrukce epitelialnich bunék a zviedovaténi dliznice. Tyto vlastnosti 1ze prokézat
inolkuaci kmene do spojivkového vaku moréete nebo krélika. Invazivni kmeny vyvolévaji do
48 hodin keretokonjuktividu. Tato schopnost je pevné vazana na buiku. Antigenni struktura
je podobna schigeldm, se kterymi maji spolecné antigeny. EIEC prislusi nej¢astéji serotypam
O 124 a O 28. Celkem je enteroinvazivnich serotypu 14. Vyskyt je ¢astéjSi na Slovensku nez
v Ceské republice. Infekce se $iii podobng jako dyzenterie. Nejéastsji jsou E.coli prenéSeny
kontaminovanou vodou nebo potravinami, nez kontaktem. Obraz onemocnéni je shodny
sdyzenterii — prajmy stenesmy, ve stolici je hlen,piipadné charakteristicky pro schigely a

pachnouci po spermatu.

2.Enteropaogenni E.coli. (EPEC) — EPEC vyvolavgji tézké epidemické prajmy postihujici
novorozence a kojence ¢asto snozokomianim vyskytem. Kmeny EPEC adheruji na buiky
stievni sliznice, rychle se mnoZi a brzy se rozsiti do celého stieva. Dochézi k histologickym
zménadm epitelu. Na rozdil od EIEC nepenetruji do epitelidinich bun¢k a tyto nedestruuji.
UvaZuje se o0 mozné produkci enterotoxinu nebo cytotoxini. Existence téchto toxickych
produkti nebyla zatim potvrzena. Je pouze prokézano,ze enteropatogenita se vaze k urcitym
serotypum, ale prislusnost k témto serotypum neni spolehlivym dukazem enteropatogenity.
Negrozsiren¢jSi serotypy jsou O 111 O 26 a O 55. Serotypizace je zatim jedinou
metodou,kterd pomaha EPEC identifikovat.lzolace vyznamného serotypu nemusi byt jesté
potvrzenim ndlezu patogena a je pouze vyjadienim pravdépodobné patogenity zachyceného

kmene.

3. Enterotoxické E.coli (ETEC) — Prijmova onemocnéni vyvolana ETEC postihuji pievazné

zemé steplejSim podnebim, hlavné s niZsi hygienickou Urovni,kde jsou jimi vyvolané prijmy
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kojenct a déti do péti let castou pricinnou umrti. Cestovatelské horecky a prajmy jsou dalSim
projevem infekce ETEC. Postihnou velikou ¢ast osob prijizdgjicich do teplejSich oblasti.
B&Zné se snimi setkdvdme i u Stiedozemniho a Cerného more. Onemocnéni je
charakterizovano prajmem,nékdy i teplotami a zvracenim. VétSinou probiha bez komplikaci a
samo odezni. Cholera-like disease je choleriformni onemocnéni zptisobené ETEC
v cholerovych oblastech. ETEC jsou schopny tvorby termostabilniho a termolabilniho
enterotoxinu. Termolabilni enterotoxin aktivuje strevni adenylcyklazu a zvysi tak hladinu
cAMP. Nadsledné zmeény v transportu Na a Cl ionta vyvolavaji mohutny prestup vody do
stiteva a mechanismem UGc¢inku shodnym s U¢inkem cholerového toxinu.  Pasobeni
termolabilniho toxinu nastupuje pomalgji,nez u tepelné stabilniho. Termostabilni toxin
vyvolava zvyseni hladiny guanosin monofosfétu a tim rovnéz prestupy vody do strevniho
lumen. Uginek nastupuije rychleji,ale také rychleji odezni. Silny piestup tekutiny do stieva je
ptricinou prajmu, ktery je hlavnim ptiznakem onemocnéni vyvolanych ETEC. Tvorba
enterotoxini je v bakteridlni burice kddovano plasmidem. Konjunkci se tento plasmid maze
prenést na netoxické kmeny. Mozny je i pienos na enterobakterie jinych rodi. Aby se mohla
ETEC uchytit na diznici tenkého stieva a mohla uplatnit vliv toxina,je pro ni nezbytna
schopnost adherovat na slizni¢ni bunky. Ta je umoznéna fimbriemy s kolonizacnim faktorem.
Kolonizaéni faktory jsou proteiny, jejichz tvorba je koédovana plasmidem. Kmen bez
kolonizacniho faktoru je nevirulentni, i kdyZ je schopen tvorby toxint. Kultivaci se od
odatnich E.coli nelisi. Z&ladem diagnostiky jsou testy ukazujici schopnost tvorby
enterotoxini. Prikladem muZe byt test akumulace tekutiny v podvazané krali¢i strevni klicce.

4.Enteroadhezivni E.coli (EAEC) —tu je moZno identifikovat pouze podle schopnosti adheze
na bunky tkanove kultury oznacené HEp. 2. EAEC vyvolavgji prajmy. Stolice je bez primési

krve a neobsahuje leukocyty.

5.Enterohemoragické E.coli (EHEC) — vyvolavaji hemarogickou kolitidu. Mimo zaZivaci
trakt byly urceny jako puvodce hemolytického uremického syndromu.EHEC produkuji

toxiny.
6. E.coli zpuasobujici infekce mo¢ovych cest — enterobakterie jsou nejé¢astéjSimi pavodci

mocovych infekci. E.coli je vibec nej¢astéji izolovanou bakterii z mo¢ovych cest. Kmeny
izolované z urogenitalniho traktu jsou ¢asto hemolytickeé.
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7. E.coli zpuasobujici pyogenni infekce — Pfi hodnoceni frekvence vyskytu bakterii
v infikovanych ranach nalezneme E.coli na druhém misté hned za S. aureus E.coli je té&z
jednim u nej¢astgjsich paivodct meningitid a sepsi i v dospélém veéku. Casté jsou izolace ve
sputu u infekci dychacich cest.

(Bednét, M., Frankovd, V., 1999)

1.3. LISTERIA

1.3.1. Taxonomie

Do skupiny pravidelnych, nesporulujicich gram-positivnich mikroorganismu patti také rod
Listeria. Jeho druhy mizeme nalézt bézné v prirodé na rostlinnych materialech nebo jako
Zivocisnou mikrofléru. Jeho vyskytu v potravinach se snaZime v max. miie predchézet.

Rod Listeria zahrnuje v souc¢asné dob¢ 6 riznych druhi — L. monocytogenes, L. ivanovii,
L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri aL. grayi. Diive do tohoto rodu pattil pouze jeden druh
ato L. monocytogenes. Postupné byly objeveny dalSi L. denitrificans, L. grayi, L. murrayi, L.
innocua, L. ivanovii, L. welshimeri a nakonec L. seeligeri. N¢které druhy pak byly
preklasifikovany jinam. Dtive uvadény druh L. murrayi byl zahrnut do druhu L. grayi. L.
monocytogenes je podminénym patogenem lidi i zvitat, L. ivanovii vyvolava onemocnéni u
ovci ajen vyjimecné u lidi. Ostatni druhy jsou nepatogenni.

(Bat,1999)

1.3.2. Vlastnosti

Listeria patii mezi gram-positivni mikrorganismy tycinkovitého tvaru o velikosti bunék od
0,5 do 2um. Krom¢ tycinek také nekdy tvoii kokoidni kratké fetézce, ztidka vytvari dlouha
vldkna. Mladé kultury mivaji spiSe kokoidni bunky, naproti tomu starSi jsou tycinkovité,
rovné nebo zahnuté. Pri teploté 20-25°C tvori peritricha. Je to nesporulujici fakultativné
anaerobni bakterie a jgji pohyblivost zavisi predevSim na teploté. Optimalni teplota pro rust
téchto bakterii je mezi 30-37°C, ale n¢které druhy,zejména nejzndméjsi L. monocytogenes, se
mohou rozmnozovat a rast i pii teploté 4°C. Protoze jsou schopny se rozmnozovat i pii tak
nizkych teplotéch, ikdyZz velice pomalu, mohou pii vyskytu v potravindch predstavovat
obrovské nebezpeci. Pri teploté 20-25°C tvoii biciky, ¢imZ se stavaji pohyblivymi a takeé
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produkuji antigeny a dalSi virulentni metabolity. P¥i teplot¢ 37°C tyto biciky ani antigeny
netvori.

Listeria se fadi mezi fakultativné anaerobni mikroorganismy a kultivuje se na fadé
specifickych mediich. Kultivace listerii neni nikterak ndro¢na. Rostou dobie za aerobnich i
mikroaerofilnich podminek i na obyc¢ejnych agarech. Kolonie maji barvu Sedobilou aZ bilou,
pti Sikmém osvétleni maji charakteristicky modrozeleny lesk. Na krevnim agaru tvori
neprihledné kolonie s Uzkou vrstvou beta-hemolyzy. Odhalit a isolovat listerie bylo velice
téZzké a proto od jejich odhaleni roku se za¢alo vyvijet mnoho Gsili pro mozZnosti jejich
isolace. Poprvé byly listerie izolovany v roce 1917 z tk&inového moku (Akinson), ale objeveny
byly az vroce 1925 (Murray, Webb). Dnes existuji mnohé zpisoby pro jejich odhalovani
z ruznych druht potravin. Mnoho komerénich dodavatelit dnes prodavaji rychlé metody pro
detekci rodu Listeria a hlavn¢é pro Listeria monocytogenes. VétSinou jsou nastaveny i pro
detekci  jinych mikroorganismi a jejich toxina, ale obsahuji komponenty specifické pro
kultivaci ligterii.

Rod Listeria je charakteristicky produkci enzymu katalaza, tvorbou kyselin rozkladem
glukodzy, threalosy, sacharosy, laktosy ¢i maltosy a slabou produkci sirovodiku. Doké&ze
zuZitkovat také soli kyseliny citronové. Odolnost téchto mikroorganismu je dana mnohymi
faktory. Jsou schopny se mnoZit i bez pritomnosti kysliku, mohou piezZit pasteraci mléka i
nizke teploty kolem 4°C a dobie snéSgji i vysoké koncentrace soli v prostiedi. Pii koncentraci
20% NaCl preziji az 8 tydni.

(Bat, 1999)

1.3.3. Vyznam v potravinach a patogenita

Listerie se béZzn¢ vyskytuji u vétsiny domécich zvirat, v ptdé na rostlinach i ve stolici
¢loveka. Jgjich pritomnost v potravinach je velice zavaznym problémem. Zvl&ste Listeria
monocytogenes patii k nejobavanéjSim patogenam v potravindiském pramyslu. Kontaminace
potravin L.monocytogenes miZe totiz vést k vd&Znym onemocnénim. Ke kontaminaci miZe
dojit primérné i sekundarné.Kontaminace pii zpracovani potravin muze nasledovat aZ do
vyslednych produktt i u podnikt svybornym hygienickym projektem. Naprostym zékladem
pro hygienickou praxi je udrZovat vyrobni plochy ¢isté a suché. Listerie se objevuje v mnoha
potravinach, proto ve3keré potravinaiské zavody musi diasledné ve své hygienické praxi.
Problém kontaminace listeriemi ale i dalSimi patogeny muzZe ¢astecné resit systém HACCP a

spravny vyrobni program. Standardni oddéleni surovin a surovych potravin od zpracovanych
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vyrobki,suché prostiedi, efektivni Uklid a sanitace podniku tyto aspekty mohou vést k redukci
vyskytu listerii v potravinach.

Kontaminovanymi potravinami byvaji nej¢astéji nepasterizované miéko a mlécné vyrobky
(olomouckeé tvartuzky, brynza), maso a vyrobky z néj (¢ajovka), zelenina a ryby. V roce 1988
se velky vyskyt listeriosy objevil ze Spatné tepelné opracovanych hotdog.

Listeriosa jako nemoc byla popsana v roce 1939 (Swann, Nyfeldt) a se u ¢lovéka projevuje
bézné tiemi Klinickymi formami: zanétem mozku, infekci krve a potratem. Symptomy mohou
byt odstupnovany od chiipky az k vice zavaznym projevam. U ¢loveéka se jevi patogenni
pouze L.monocytogenes, ale ostatni druhy jako L.ivanovii zpasobuje potrat u ovci nebo
zpomaleny rast u jehnat. Umrtnost na listeriosu je mnohem vySSi nez u jinych bakterialnich
onemocnéni. Odhad ¢ini asi 20%, ale toto ¢islo se mize ménit,protoZze ne vechny projevy
chripky jsou identifikovany sprévné. Citliva populace — mladi lidé, starci, lidé se snizenou
obranyschopnosti a HIV positivni lidé by méli byt zvlasté obezietni a vyhybat se potravindm
smoznym vyskytem listerii. Pri¢inou listeriovych onemocnéni je cytotoxicky listerolyzin.
NgjbéZnéjSim serotypem spojenym s chorobami z potravin jetyp 4B,1/2aa 1/2b.

(Bat, 1999)

1.4. STAPHYLOCOCCOCUS

Rod Saphylococcus se fadi mezi grampositivni mikroorganismy. Jako grampositivni se
oznatuji ty mikroorganismy, jejichZz bunky po usmrceni a obarveni Gramovym barvivem a
moieni jodovym roztokem toto barvivo pusobenim rozpou&édel neztraceji. Jako rozpoudédio
e nej¢astéji pouziva acetonu nebo ethanolu. Tato schopnost je zavisla na sloZeni bunééné
stény bakterii. Hlavni sloZkou bunééné stény grampositivnich bakterii a tedy i rodu
Saphylococcus je kyselina teichoova Ta je véazana kovalentni vazbou na muramovou
kyselinu. Stény gramnegativnich bakterii kyselinu teichoovou neobsahuji, coz je pric¢inou

vyplavovani Gramova barviva z bunky pusobenim rozpoustédia

1.4.1. Taxonomie

Mikroorganismus rodu Staphyloccocus patii podle Bergey’s Manual of Systematic
Bakteriology mezi gram-positivni koky. Jedna  se o fakultativné anaerobni a
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chemoorganotrofni organismus,ktery spole¢né s dalSimi druhy Micrococcus, Stomatococcus a
Planococcus patii do ¢eledi Micrococcaceae. Jeho klasifikace je nasledujici:

iad: Procaryotae
Oddeéleni: Firmicutes
Ttida: Firmibacteria

Celed’: Micrococcaceae

< € € K K

Rod: Staphylococcus.

V souc¢asné dob¢ je zndmo 47 druhi rodu Staphylococcus.Jejich vycet je uveden v priloze ¢.1.
Oficiédln¢ dnes existuje 36 druhi,9 z nich méa dva podruhy,jeden matii poddruhy.

Jméno staphylococcus je odvozeno z feckého slova staphylo ( hrozen vina ) a coccus
(obili,bobule ). Jako prvni objevil koky némecky védec von Recklinghausen v roce 1871
v ledvinach pacienta,ktery zemiel na otravu krve. Sir Alexander Ogston a Luis Pasteur shodné
v roce 1880 poukézaly na jisté koky, které tvoii hnis. Ogston pozoroval dva druhy kokii,
z nichz jeden tvoril retézce, které nazval streptokoky a druhy, ktery tvoril shuky bunek aty
nazval stafylokoky. Ogston je proto spojen s objevenim stafylokokut a jejich pojmenovanim.
Prvni druh Staphylococcus aureus identifikoval némecky bakteriolog F. Rosenbach v roce
1884.Béhem let ziskal také fadu synonym nez se zjistilo,Ze se jednd o stejnou bakterii.
Spravné se dnes taxonomicky jmenuje tento stafylokok Staphyl ococcus aureus subsp. aureus
a ze viech druhu patii mezi ngjdalezitéjsi. ( Petras, P., 2004)

1.4.2. Vlastnosti

Jedn& se o kulovité gram-positivni koky o velikogti bunék pramérné 0,5-1,5 um, které se
mohou vyskytovat v parech, samostatné, v kratkych fetézcich nebo nepravidelnych shlucich
az hrozniccich. Jejich formace se utvari béhem rastu na pevnych mediich a je dana poctem
déleni bunék a schopnosti oddéleni mateiské a dcefiné bunky. Jsou to nepohyblivé a
nesporulujici bakterie.Spory netvori nikdy a obvykle netvoii ani pouzdra. Jejich barevna
pigmentace se na neselektivnim mediu maze menit od snéhoveé bilé aZ po Zlutou aZ jasnou
oranZovou. Kolonie jsou lesklé, vypouklé a mazlavé. Mgi pomérné nizké néroky na
kultivacni prostiedi. Rostou za Sirokého tepelného rozpéti 10 az 45°C, ikdyZz optimalni
teplota se pohybuje mezi 30-37°C. RozmnoZovat se muize i pri obsahu 10%hm.NaCl v
progiedi. VSechny druhy rodu Staphylococcus patii mezi aerobni nebo fakultativné

22



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

anaerobni mikroorganismy s fermentacnimi schopnostmi. Ze 47 dnes zndmych druhi jsou
pouze dva anaerobni. Od ostatnich mikroorganismi se lisi hlavné schopnosti aerobniho i
anaerobniho metabolismu. Energii ziskavaji rozkladem glukosy, karboxylovych kyselin a
fosféti a mohou vyuZivat jako substrét nejriznéjSi mnozstvi sacharidi. K energii ziskané pri
metabolickych procesech patii predevdim ATP,ktery vznikd piimo pii oxidaci uhlikatych
substratt, a energie ziskana pri fosforylaci kofaktorti v dychacim fetézci.V ném jsou
oxidovéany redukované kofaktory NADH,FMNH2 a FADH2. Dychaci fetézec i systém
oxidaéni fosforylace je umistén v cytoplazmatické membrané. V prvnim stupni dychaciho
fetézce se prenasi vodik,ktery se uklada v koenzymu Q ve formé protont. Pri piechodu
vodiku z molekuly NADH + H+ aZ k CoQ se uvolni tolik energie, Ze oxidacni fosforylaci
ADP vznika 1 molekula ATP.

Jednotlivé druhy stafylokokt se mohou klasifikovat také podle patogenity, produkce jgich
fermenttt a produkce enzymu koaguldzy. Ten existuje bud’ volny nebo vazany v buinkéach.
Kazdy mé trochu jinou aktivitu a imunologické vlastnosti. Volna koaguldza je protein a
Vv prirodé se vyskytuje ve dvou antigenovych typech. Koaguldza - pozitivni stafylokoky maji
schopnost tvorit z krevni plasmy srazeninu. Tento enzym produkuje vétSina nejvirulentnéjSich
kment aje spojovan se stafylokokovou patogenitou. V krevni plazmé se v rozpustné formeé
vyskytuje protein fibrinogen, ktery ma schopnost pasobenim prislusnych ldtek se menit v
nerozpustny fibrin. Stafylokokova koaguldza ma schopnost premenit fibrinogen ve fibrin.
Nicméné koaguladza — negativni druhy mohou byt také patogenni a proto piima souvislost
mezi tvorbou enzymu a patogenitou neni aZz tak zigima Presto uZiti tohoto enzymu pro
identifikaci stafylokoku je velmi rozSireny postup, protoZe je velice jednoduchy a pomerné
spolehlivy. Bunky podezielého mikroorganismu se smichgji slidskou nebo krdli¢i krevni
plasmou spridavkem kyseliny citronové, &avelové kyseliny nebo  kyseliny
ethylendiamintetraoctové. Vzorek se necha inkubovat pii 37°C po dobu 1 aZ 3 hodiny. Pokud
vznikne sraZenina, pak se test hodnoti jako pozitivni. Pomoci aglutinace a precipitace se daji
rozdélit do nekolika skupin podle riznych kombinaci antigena. Stafylokoky obsahuji 15
typové odlisnych antigenu, tato metodika vak neni prilis rozSirend a lze ji provadét jen ve
specializovanych laboratorich. DalSi moznosti rozliSeni a daleko uzivangjsi je fagotypizace,
kdy pomoci specifickych stafylokokovych bakterioféga rozlisujeme 5 skupin a v kazdé
skupiné nekolik dalSich fagovych typu.

(Martin,1999)
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1.4.3. Vyskyt v potravinach a patogenita

Mnoho potravin jako cerstvé a zpracované maso, mlécné produkty, nékteré moiské
produkty a dribez byvaji ¢asto kontaminovany druhy rodu Staphylococcus. Stafylokoky jsou
ptirozenou mikroflorou ¢lovéka i nekterych Zivocichi. V potravinach je vak jejich vyskyt
nezédouci, jsou ozna¢ovany za kontaminujici mikrofloru. Pri poZiti takovych potravin pak
muZe dojit kinfikaci ¢lovéka zaZzivacim traktem a vaznym zdravotnim problémim
souvisgjicich s prirozenou patogenitou tohoto rodu. Stafylokoky jsou kromé ¢loveéka piirozeng
patogenni také pro kong, kravy, ovce, ptdky a mouchy. Vemi ¢asto se vykytuji na diznici
hornich cest dychacich a na kuzi hostitele. Patogenita stafylokoki je dana produkci fermenti
atoxini. Pokud potravina obsahuje vhodny substrét pro metabolismus téchto latek, pak miaze
zpusobit velice v&Znd onemocnéni aZz smrtelné otravy. Jednd se totiz o laky bilkovinné
povahy,které se ni¢i az dlouhodobym tepelnym zéhievem, a proto je i nejvétsi nebezpedi otrav
u tepelné neopracovanych vyrobka.

Stafylokoky patfi mezi mikroorganismy majici pro ¢lovéka i zvirata velky vyznam.
Nepatogenni kmeny patii k normalni mikrofléie kize a diznic ¢lovéka i zvirat. Patogenni
kmeny vyvoléavgji u ¢lovéka nejrtiznéjSi hnisava onemocnéni,smrtelné sepse a ¢asto jsou
pri¢inou potravinovych intoxikaci. S. epidermis muZe zpasobovat zanéty mocového méchyre
a infekce genitdlniho Ustroji. Ssaprophyticus zpusobuje infekce mocového méchyie u
mladych divek.S.chromogenes je ¢asto izolovan v mléce pii zanétech mlécné Zlazy.
(Martin,1999)

1.4.4. Staphylococcus aureus

Mezi nejrozsirenéjsi druhy rodu Staphylococcuus patii Staphylococcus aureus. Prestoze je
schopny pieZivat v anaerobnim prostiedi, patii mezi aerobni mikroorganismy. Pro svij
aerobni rast potiebuje zejména sacharidy, aminokyseliny a vitaminy, pro anaerobni rast pak
jesté uracil a oxid uhlicity.Optimalni teplota pro rust je 35-37°C,ale je schopny se mnoZzit pri
teplotach od 10°C do 45°C. Rozpéti pH pro rast a rozmnozovéani je mezi 4,5-9,3, optimalni
pH je mezi 7,0-7,5. Rozpéti pH se méni hlavné na rastovych podminkach prostredi. Ze
sacharidi fermentuje predevsim glukosu, sacharosu, maltosu, mannosu, laktosu, galaktosu,
fruktosu a ribosu. Pri fermentaci vytvéi kyselinu L(+) i D(-) miénou. Jde o koaguldza-
positivni stafylokok. Jeho schopnost tvorit tento enzym byla objevena jiZz po¢atkem dvacatého
stoleti. Velikost kolonii se pohybuje od 0,5-1,5um, tvoii pievazné nepravidelné shluky bunék
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nebo osamocené ¢i burnky v parech. Barva kolonii miaze byt od krémové bilé az po Zlutou az
oranZovou, piipadné do zlaté barvy. Proto s také vyslouZil piezdivku zlaty stafylokok.
Kultivace tohoto mikroorganismu probiha nej¢astéji na mediich s pridavkem 10% NaCl.

Je to velmi virulentni druh a bézné¢ se vyskytuje na lidském téle. MazZzeme jej odhalit
v nose, duting Ustni, dychacich cestach i v zaZivacim traktu, kde tvoii béZnou soucést
mikrofléry clovéka. Isolovat jef muZzeme také z potravin ¢i zvifat. Jedna se 0 podminéné
patogenni mikroorganismus, ktery produkci toxini bilkovinné povahy ve forme superantigeni
muze zpusobit vaZn4 zdravotni onemocnéni. Ty se inaktivuji aZ dlouhodobym varem. Je
velice castym kontaminantem miéka i mlésnych vyrobkia. Do miéka se miaZe dostat hned pri
dojeni zmléné Zlazy dojnice nebo sekundarné zrukou, tvére, dutiny astni ¢i nosni
zaméstnanci prichézejicich smlékem do styku v raznych fézich vyroby. | do hotovych
potravin se miaZe dostat kychanim ¢i kadlanim. Mezi nejbéznéjsi projevy stafylokokové
otravy patti tvorba hnisu, dizu, trudovitost, mastitis,pneumonie, osteomyelitis, strevni
enterotoxikosa. Toxiny a fermenty jsou produkovany vsemi kmeny v raznych kombinacich a
mnozstvi. Mezi produkty stafylokokoveé fermentace patii:
Hemolysiny — nejdilezitéjSi jsou alfabeta a delta — lysiny. Alfa a beta-hemolysin produkuji
predeviim kmeny patogenni pro ¢lovéka,zpisobuji hemolysu erytrocyti. Beta-lysin je typicky
pro kmeny patogenni pro zviiata, kde &épi sfingomyelin v membrané erytrocyta.
Alfatoxin — je identicky salfa-ghemolysinem, je to toxicky produkt vSech kmend a ma troji
ucinek.In vitro lysuje erytrocyty a in vivo pusobi dermonekroticky a ma letalni U¢inek.Jedna
se 0 bilkovinu narudujici bunécné membrany. Lze jgf pieménit na anatoxin, ktery slouzi
k desenzibilaci chronickych stafylokokovych infekci. Podobné jako alfatoxin pusobi takeé
beta a delta-toxin.
Enterotoxin - je produkovan pouze nékterymi kmeny Saphylococcus aureus. Vyvolava
prudké stievni onemocnéni. Je produkovan zejména v potravinach obsahujici Skrob. Je
pomeérné termostabilni.Enterotoxiny (SAES) maji vlastnosti superantigent, protoZze aktivuji
imunitni odpovéd’ vazbou na TCR Vb a vazba k molekulam MHC 1l tf. probihd bez
predkladani antigenu. Rozpoznavani T receptoru neni MHC omezeno, protoZe superantigeny
nejsou prezentovany v MHC peptid-antigen vazebné draézce. Superantigeny vyvolavaji silnou
priméarni T buné¢nou odpoved, aktivuji az 25 — 30 % cirkulujicich T lymfocytu, na rozdil od
konvencnich peptidovych antigenti, které mohou stimulovat pouze 0,1 — 0,0001 % T bun¢k .

Fibrinolysin — zpisobuje sréZzeni krve rozpoudeénim fibrinu.
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hyaluronidéza - enzym rozpoudteéjici kys. hyaluronovou, kteraje soucasti mezibunééného
tmelu, usnadnuje pronikani infekce mezibunécnymi prostory.

Plasmakoaguldza — vyvolava srézeni citrétové plasmy. Tato vlastnost je povazovana za
zvl&3te smérodatného ukazatele patogenity.Srézi fibrinogen na fibrin, ktery kolem mikrobua
tvoii ochranny obal a chrani je tak pied fagocytosou a zvy3uje tak jgjich patogenni G¢inek.

(Bednét, M., Frankov4, V.,1999)

1.5. ENTEROCOCCUS

1.5.1. Taxonomie

Rod Enterococcus je soucasné oznaceni pro diive oznacovaneé streptokoky skupiny D. Jako
enterokoky oznacujeme skupinu streptokokd,které se od vySe popsanych [isi napadnou
odolnosti vici vnejSim podminkédm,éehoz se vyuziva v diagnostice téchto mikroorganisma.
Bakterie rodu Enterococcus jsou piirozenou mikroflérou traviciho traktu clovéka i
zvitat,Casto je také najdeme na zeleningrostlindch a potravinach prevazné Zivocisného
pavodu. Jgich prirozené prostiedi a jejich vyskyt souvisi shodnocenim zdravotni
nezavadnosti potravin a verejného zdravi, byly navrzeny jako indikator fekaniho znecisténi.
Hraji vyznamnou roli i jako ptvodci nozokomialnich infekci moc¢ového a respira¢niho traktu,
chirurgickych ran a mén¢ casto infekci krevniho fec¢idté, zefména u pacienti dlouhodobé
hospitalizovanych, s té¢Zzkym zakladnim onemocnénim a po piedchozi terapii Sirokospektrymi

antibiotiky.

Jedna se o grampositivni koky s naslednym taxonomickym zaiazenim;

v/ Oddéleni Bacteria
v Ttida: Firmicutes
\4 ¢eled’ : Enterococcaceae - sekce Grampozitivni koky

(Holt, John G., 1993)
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Bakterie rodu enterococcus byly poprvé popsany a identifikovany vroce 1899 kdy
jeThiercelin izoloval ze stievni mikrofléry a nazval je ,enterocogue’. Taxonomie tohoto
rodu vak byla vzdy nejasna a vyvoj genotypovych metod a rozsahlé studium mikrobialnich
vztahi meél za nésledek znaéné zmeny vtaxonomii. Rod Streptococcus byl béhem
osmdesdtych let minulého stoleti rozdélen do tii druhi Enterococcus, Lactococcus a
Sreptococcus. Nasledne pak byly  Streptococcus faecalis, Sreptococcus faecium,
Streptococcus avium a Sreptococcus gallinarum  pritazeni krodu  Enterococcus a
preimenovani  jako Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus avium a
Enterococcus gallinarum. Ve stejné dobé ogtatni streptokokové druhy byly oznaceny jako
Uplné nové rody. Cas od ¢asu byly objeveny nové a nekteré byly pierazeny do jinych rodi.
Na zékladé srovnavaci analyzy porovnavgjici 16S rRNA bylo v rdmci rodu vytvoreno nékolik
skupin. Prvni skupinu nazvanou faecium tvori E. durans, E. faecium, E. hirae a E. mundtii.
Druha avium skupina obsahuje E. avium, E. raffinosus, E. malodoratus and E. pseudoavium.
gallinarum skupina obsahuje druhy E. cassdliflavus, E. gallinarum a E. flavescens.Nékteré
dal§i vystupuji samostatné,nebot’” nebyly nikterak spojeny s piedchozimi  skupinami.
Piikladem je E. faecalis, E. sulfureus, E. saccharolyticus a E. dispar. Souc¢asni zastupci tohoto
rodu jsou uvedeni v tabulce ¢.11.

(Bat,1999)
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Tabulka €.11- Stav rodu enterococcus v roce 1997

Druh Puavod Zakladni prostiedi, ze kter ého byly izolovany
E. faecalis Strevni trakt ¢loveka a zvitat

E. faecium Strevni trakt ¢loveka a zvitat veéetné dribeze
E. avium Prefazen | Stievni trakt savct avzécné i dribeze
E. casseliflavusc Pietazen | Trava, rostliny,siléze puda

E. cecorume Pietazen | Zvifata

E. columbae Novy Strevni trakt tucénaka

E. dispar Novy Clovek

E. durans Pietazen | Clovek

E. fallox Novy

E. flavescensc Novy Klinicky materiél

E. galinarumd Pietazen | Strevni trakt dribeze

E. hirae Novy Strevni trakt zvirat

E. mundtiic Novy Trévarogtliny,siléze,puda

E. malodoratus Pietazen | Syr gouda

E. pseudoavium Novy Vemeno skotu

E. raffinosus Novy Srde¢ni nitroblana

E. saccharolyticus Pretazen | Stelivo a pokozka kocek

E. seriolicidaf Novy

E. solitariusg Novy

E. sulfureus Novy Rostlinny materidl
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1.5.2. Vlastnosti

Sezménami taxonomie novych druhi do rodu Enterococcus nelze zcela piesné
charakterizovat fyziologické a fenotypové vlastnosti tohoto rodu, protoZe jejich rozliSeni proti
ogtatnim grampositivnim a katalaza-negativnim kokam neni tak snadné a rozmezi Zivotnich
podminek velmi Siroké.Podle Shermanova identifikacniho schématu z roku 1937 enterokoky
rostou pri teploté 10 az 45°C v pritomnosti 6,5% NaCl a pri pH 9,6, pieZivgji pii teplotnim
zéhtevu 60°C po dobu 30min. Tyto identifikatni znaky ¢astecné pievzal v roce 1984 Schleifer
aKillper-Balz. Tyto kriteria vSak nespliuji vSichni zastupci tohoto rodu. Napt. E. dispar aE.
sulfureus nerostou pii 45°C, E. cecorum a E. columbae nerostou pri teploté 10°C ani pri
obsahu 6,5% NaCl v progtiedi.Proto jako primérni se pro identifikaci rodu jevi produkce
pyroglutamylamino-peptidasy a aesculin hydrolazy. Dalsi identifikacni testy mohou velice
prispét k jednoznacnéjSimu odhaleni, nicméné Zadny z nich ¢i jejich kombinace nemohou
vytvorit komplexni jednotny systém detekce rodu Enterococcus. Zakladni charakteristika
téchto mikroorganismu je tedy nasledujici: grampositivni, katalasa-negativni koky,schopné
rast pti obsahu NaCL v mediu 6,5% nebo 0,04% azidu sodného, a schopné hydrolysy
aesculinu v piitomnosti ZIugi.

Podminky pro kultivaci musi odpovidat ndrokam pro tento mikroorganismus. Selektivni
media by obsahovat azid sodny, kanamycin nebo gentamycin, uhli¢itan sodny nebo citra
sodny, Zlucové soli,krystalickou violet’. pH by m¢lo byt v rozmezi 6,0 — 6,2, inkuba¢ni teplota
42-45°C, nesmi vSak presdhnout 45°C. Optimalni teplota pro inkubaci je 37°C. Inkubacni
doba by nemg¢la priliS presahovat 24 hodin, protoZe na selektivnich mediich mohou rust i
ogtatni mikroorganismy. Stupen selektivity se odviji od vétSiho ¢i menSiho mnozstvi
selektivnich prvki. Selektivni media umoziuiji rast dalSich odlisnych grampositivnich kokut a
bakterii. Jgjich rast je pomaly a kolonie malé.

Kolonie enterokoki jsou na krevnim agaru vodnaté, Sedozelené a vypouklé o velikosti 1-
3mm, nejcastéji salfa-hemolyzou. Na Slanetz and Bartley agaru tvori drobné kulaté tmavé
cervené aZ fialové zbarvene kolonie o velikosti 0,6 aZ 2,5 pm. Tvarem a uspoiradanim jsou
nesporulujici kokovité nebo ovalné bunky v parech nebo v krétkych fetizcich. Pro rozliSeni
jednotlivych druht slouzi predevSim rozdily v biochemické aktivité jednotlivych druhu.
RozliSeni nekterych zastupci rodu uvédi tabulka v priloze ¢. 11.

(Bat,1999)
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1.5.3. Vyskyt v potravinach a patogenita

Enterokoky maji velky vyznam v travicim traktu lidi a zvifat. Napi. E. faecum je Siroce
rozSiren v strevech ¢loveéka i zvirat, E.faecalis je pirevazné zastoupen u lidského traktu. Oba
jsou velice rozSireny v prostiedi a ¢asto se vyskytuji narostlinnych materidlech.V zelening se
prevazné vyskytuji E. mundtii a casseliflavus a ¢asto i E.faecalis a E.faecum. Enterokoky
muzeme nalézt v nejraznéjSich potravinach, obzvl&sté v Zivocisnych produktech.Ve vodé a
v potravinéch je jejich vyskyt hodnocen jako dasledek Spatné hygieny. Pro toto hodnoceni je
v3ak dulezité znat jejich ekologii. Jgjich vyskyt je limitovan enviromentdnimi podminkami
jako jsou extremni pH, teplota ¢i obsah soli. Ztoho plyne, Ze normanim podminkam
v potravinich mohou odolavat a piestoze jsou v nékterych novodobych literaturéch
oznatovany za probiotickou kulturu, v piipadé nechténé kontaminace mohou predstavovat
biotechnologickd i zdravotni rizika. Kromé typického vyskytu v mléénych produktech,
obzvl&sté v suSeném mléce nebo zakysanych produktech, a vodé zavisi jejich vyskyt na
druhu prirozeného prostiedi a technologii vyroby. Hojn¢ jsou enterokokové druhy vyuZity pri
vyrob¢ syr.

Ackoliv jsou schopny odolavat vysokym teplotam, jejich vyskyt v tepelné upravenych
potravinach je spiSe dikazem rekontaminace. Diky schopnosti odolavat i nizkym hodnotam
pH je maZeme nalézt v zakysanych mléinych produktech, také jako zakysavaci kulturu.

V¢tSina enterokokovych infekci z vody nebo potravin je zpasobena druhem Enterococcus
faecalis, pripadné Enterococcus faecium. Mohou zpusobovat infekce mocovych cest,
respiracni choroby, infekce kuZze nebo zanéty srdecni nitroblany. Naproti tomu maji
schopnost tvorit antibiotika a bakteriociny,éehoZz 1ze v potravinarském pramyslu. Jgjich
metabolické produkty zabranuji rastu Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Vibrio

cholerae.

(Bat,1999)

1.5.4. Enterococcusfaecalis

Enterococcus faecalis se fadi mezi grampositivni, chemoorganotrofni, fakultativné anaerobni

mikroorganismy patiici do rodu Enterococcus. Ze vSech jeho zastupci je rozsiteni tohoto

vvvvvv
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v intestindlnim traktu ¢lovéka a zvirat, ve vodé a v potravinach pusobi jako indikétor
fekdlniho zneci&éni, ale miZzeme jej isolovat také zrostlinného materidlu, ktery neptisel
s fekaliemi do styku, takZe je mén¢ specificky nez Escherischia coli.

Enterococcus faecalis je nepohyblivy kok o velikosti kolonii 0,6-2,5 um. Cervené
zbarveni je vysledkem redukce triphenyl tetrazolium chloridu, na krevnim agaru také s 13-
hemolysou. Optimélni teplota pro rist a kultivaci je 37°C. Roste pri 6,5 % hm. NaCl, pri pH
9,6, pii 10°C i 45°C, pri 40 % hm. Zlu¢i, v pritomnosti 0,04 % hm. telluritu. Roste v
pritomnosti 0,01 % hm. triphenyl tetrazolium chloridu. Pro svij rast a rozmnoZovani
potiebuje prevazné vitaminy a to biotin, nikotinovou a pantotenovou kyselinu, riboflavin,
pyridoxin. (Bat,1999)

Hlavni diagnostické znaky jsou, Ze je katalasanegativni, sacharidy &tépi na L(+) kyselinu
mlé&inou, zkvaduje sorbitol, nezkvaduje L-arabinosu, ziidka redukuje nitréty, z argininu tvori
amoniak a v pritomnosti heminu produkuje cytochrom a je stimulovana oxida¢ni disimilace.
(Holt, John G., 1993)

V potravinach se vyuZziva jako doplikova kultura pii zréni syri ¢edarového typu a pri
vyrob¢ fermentovanych mlécnych vyrobka typu Biokult a Maconi. Jinak je jeho vyskyt
hodnocen jako indikator fekdniho zneci&éni a Spatné sanitace suSenych a mrazenych
vyrobku. Je také ozna¢ovan za vyznamného patogena, ktery puvodcem vaznych onemocnéni
jako endokarditida (zanét srdecni nitroblany), infekce mocového méchyie, respiracni
choroby. Uplatiiuje se jako pivodce cystitid, vaginitid apod. (Bednat, M., Frankova,
V.,1999)

2. STANOVENI CiLU A METOD

Cela experimentalni ¢ast prace se skldda ze dvou ¢ésti vypracovanych odlisnou metodikou
a zapouziti jiného experimentalniho materialu. V prvni ¢ésti je feSena problematika prezivani
Cistych miékarskych kultur, specielné rodu Lactobacillus, ve vybranych zakysanych miécnych
produktech v zavislosti na dob¢ a teploté skladovani. Cilem je dokézat trvanlivost produktu a
ptritomnost deklarovanych bakterii, bez ztraty na kvalité¢ produktu. Vysledky pak slouZi pro
hodnoceni  schopnosti  fermentovanych mlécénych vyrobka zgjistit jejich  GdrZznost

prostiednictvim konkurenéni mikroflory.
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Druhd experimentalni ¢ast eSi problematiku preZivani relativné patogennich bakterii, které
by se mohly, at’ jiZz v priabéhu technologické pripravy produktu nebo mysinym infikovanim,
dostat do potraviny. Cilem je hodnotit jejich rastové a rozmnozovaci tendence v porovnani
sprirozenou mlécnou kulturou, jejich konkurenéni podminky béhem skladovéni produktu.
Z&oven maji vydedky poukézat, zda vyuziti téchto produkta pro zamérnou kontaminaci pri
ptipadném bioterorismu muZe predstavovat hrozbu a jeji rozsah pro obyvatelstvo.

3. EXPERIMENTALNIi CAST

3.1. PREZiVANI RODU LACTOBACILLUS

3.1.1. MATERIAL

Vybrané produkty pro pokusy.

Vybér materialu byl proveden tak, aby byl zajistén Siroky vybér vzorku a riznych vyrobca
Po provedeni pokusii byly vybrany nasledujici mlécné produkty:
Jogurt Revital active bily.

Jogurtovy krém sprobiotickou kulturou, vlakninou a snizenym obsahem tuku.
Vyrobce Olmaa.s.,Olomouc

- datum vyroby a spotieby: 6.1. 2003, spotiebovat do 6.2.2003

- doZeni: mléko, suSené odstiedéné mléko, stabilizétor tapiokovy Skrob, rozpustné vidknina,
jogurtovd a probioticka kultura Bifidobacterium sp., Lactobacillus acidophilus a
Lactobacillus rhamnosus, obsah tuku max. 3%.

Pramérné nutri¢ni hodnoty na 100g :energetické hodnoty 290 kJ, bilkoviny 4,49, sacharidy
6,89, tuk 2,7, rozpustna vldknina 0,5g.

0,1% lehky jogurt Boriavka.

Odtuenény jogurt bez pridavku cukru s probiotickou kulturou.
Vyrobce miékarna Kunin

- datum vyroby a spotieby: 6.1.2003, spotiebovat do 31.1.2003
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- doZeni: odstiedéné mléko, borivkova slozka ( boravky, asparatam, aroma ), susené
odstiedéné mléko, Zelatina, Ziva jogurtova kultura, max. obsah tuku 2%, obsahuje
fenylalanin.

Pramérné nutri¢ni hodnoty na 100g: energie 170 kJ, bilkoviny 4,3g, sacharidy 5,1g, tuky 0,19

Activia svlakninou.

Kysany mlécny vyrobek s viakninou.

Vyrobce Danone BeneSov.

- datum vyroby a spotieby: 15.12.2002, spotiebovat do 14.1.2003

- dozeni: mléko, ochucujici sloZzka ( cukr,med, oligofrukt6za, rozinky, jablko,pSeni¢né a
jeéné vlocky, liskové a vlasské orechy, mandle, prir. ident. aroma. ldtka ), jogurtova a
bifidogenni kultura Bifidus essensis.

Nutri¢ni hodnoty ve 100g: energie 446 kJ, bilkoviny 3,59, sacharidy 16,2. tuk 3,0g, vldknina
0,99, vépnik 125mg.

L ehky kosik s aktivnim bifidem.

Nizkotu¢ny jogurt s kousky banant.

Vyrobce Y oplait Galas Sluovice

-datum vyroby a spotieby: 7.1.2003, spotiebovat do 4.2.2003

- dloZeni: odtu¢néné mléko, ovocné slozka ( banany, ceredlie, rozinky, otisky ), nahradni
dadidla — asparatam,acetosulfan, barvivo E100, prirodni aromata, Zelatina, jogurtova a
bifidogenni kultura

Nutri¢ni hodnota ve 100g: energie 232 kJ, bilkoviny 4,29, sacharidy 8,6g, tuk 0,4g, suSina
12%.

Diavita.

Jihocesky jogurt jahodovy se snizenym obsahem tuku a bez pridavku cukru.
Vyrobce Madeta Ceské Budgjovice

-datum spotieby: 21.1.2003
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-dozeni: mléko, 15% jahodové slozky ( jahody, frukt6za, jahodové aroma, ndhradni sladidlo
E 951 a E 950 ), suSené miéko, jogurtova kultura s bifidogennimi organismy, susina min.
14%, obsahuje fenylalanin.

Nutri¢ni hodnoty ve 100g: energie 281 kJ, bilkoviny 4,0g, sacharidy 7,3g, tuk 2,49.

Jogurt bily selsky.

Jogurt bily s probiotickou kulturou bifi

Vyrobce HollandiaKarlovy Vary.

-datum vyroby a spotieby: 29.12.2002, spotiebovat do 21.1.2003

Slozeni: mléko,mléEna bilkovina, jogurtova kultura spiidavkem probiotické kultury
Bifidobacterium a Lactobacillus acidophilus

Nutri¢ni hodnoty ve 100g: energie 280 kJ, bilkoviny 3,49, sacharidy 3,59, tuk 4,09, vapnik
125mg

3.1.2. PODMINKY PREZiVANI (SKLADOVANI)

Jednotlivé vzorky vyrobku byly skladovany bez pristupu svétla pii teplotach 23°C, 5°C a
—38°C, tj. pti pokojové teplote, teploté chladiciho zafizeni a mraziciho zatizeni. Mrazené
vzorky byly nékolik hodin pted zpracovanim rozmrazeny .

3.1.3. MIKROBIOLOGICKY ROZBOR

Za sterilnich podminek byly z popsanych vzorka provedeny kvantitativni odbéry a redény
béznym desitkovym postupem. Standardni objem (0,3ml) tohoto fedéni byl zpracovan
metodou povrchove kultivace vZdy v paralelnim provedeni.

Kultivace byla provadéna v anaerostatech pii 45°C po dobu 5 dni. Po té provadéna
mikroskopickd a biochemické (vybrané testy) kontrola dikaz pritomnosti sledovanych
mikroorganismui. Vedle laktobacili se v ndlezech objevovaly streptokoky se zietelné odliSnou
morfologii kolonii.

Sledovani a hodnoceni se provéadélo v intervalu po 14 dni po dobu 3 mésict v obdobi od
14.1. do 31.3. Vedle mikrobiologického sledovani bylo rovné méreno pH (pH — metricky)

jednotlivych vzorkau.
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3.1.4. POUZITE PUDY

Lactobacillus MRS Agar

Piiprava:67,2g pudy Lactobacillus MRS Agar je rozmichdna v 1000ml destilované vody, 10
ml glycerolu v 1000ml destilované vody. Padu upravime na pozadované pH 6,3-6,7. Poté je
sterilizovana v autoklavu pri 121°C po 15 minut. Po nasledném zchlazeni ji rozlijeme ptdu do
ptipravenych Petriho misek a nechame zatuhnout.

Vyrobce: HiMedia, Bombai, Indie

3.2. PREZiIVANIi PATOGENNICH MIKROORGANISMU

3.2.1. SLEDOVANE MIKROORGANISMY

Mikroorganismy byly vybrany podle ¢etnosti vyskytu v mléce, mlékarenském pramysiu,
vyznamu jejich pritomnosti v potravindch na technologii a zdravotni nezavadnost a podle
moZznosti stanovit model chovani pro dalsi mikrobi@ni druhy kontaminujici mlé¢né produkty.
Kultury byly dodany Ceskou sbirkou mikroorganismi v Brné. Pro experimentdlni ¢éast
PieZivani patogennich mikroorganismi byly vybrany nésledujici patogenni a podminéné
patogenni druhy mikroorganisma.

a) Staphylococcus aureus CCM 3953 (analogicky k ATCC 25923)
b) Enterococcusfaecalis CCM 1875 (analogicky k ATCC 11700)
c) Escherischiacoli CCM 2024 (analogicky k ATCC 9637)

d) Listeriagrayi CCM 4029 (analogicky k ATCC 19120)

3.2.2. MATERIAL

Vybrané produkty pro pokusy.

Vybér vzorku pro druhou ¢ast experimentu se fidil vysledky z prvni ¢asti. Pro porovnani byly
vybrany dva druhy jogurta se sloZenim odliSnych uSlechtilych kultur a zahu&éné nezakysana
smés pro vyrobu zakysanych produkti. Po provedeni pokusi byly vybrany nasledujici mliécné
produkty:
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Jogurt Revital active bily.

Jogurtovy krém sprobiotickou kulturou, vlakninou a snizenym obsahem tuku.
Vyrobce Olmaas., Olomouc

- doZeni: mléko, suSené odstiedéné miéko, stabilizator tapiokovy Skrob, rozpustna vidknina,
jogurtovd a probioticka kultura Bifidobacterium sp., Lactobacillus acidophilus a
Lactobacillus rhamnosus, obsah tuku max. 3%.

Pramérné nutri¢ni hodnoty na 100g :energetické hodnoty 290 kJ, bilkoviny 4,49, sacharidy
6,89, tuk 2,7, rozpustna vldknina 0,5g.

Jogurt bily Klasik

bily jogurt se snizenym obsahem tuku

vyrobce: Olma a.s.,Olomouc

sloZeni: mléko, suSené odstiedéné miéko, Novation 3600, suSend syrovétka, Zelatina, Zivé

jogurtové kultury Lactobacillus bulgaricus a Lactococcus termophillus

Polotovar pro vyrobé Revitalu
-zahu&énd pasterovana smés pripravena pro zakysani

3.2.3. PODMINKY PREZiVANI (SKLADOVANI)

Vzorky byly cilené kontaminovany vybranymi mikroorganismy a skladovany v chladicim
zatizeni pii teplot¢ 8°C bez pristupu svétla. Doba skladovani za téchto podminek cinila
0,1,7,14,30,44 dni.

3.24. MIKROBIOLOGICKY ROZBOR

Vzorky byly kontaminovény sterilnim naruSenim obalu jehlou o praméru cca 0,1mm.
Kontaminovany byly 0,5ml fyziologického roztoku sobsahem 10° mikroorganismi. Jejich
koncentrace byla standardizovana pomoci baryové stupnice dle Mc Farlanda. NaruSeny obal
byl nasledné zalit parafinem. Pro docileni rovnomérného rozmisténi v produktu byly vzorky
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protiepany 10 minut na tiepacce. Vzorky byly uskladnény v chladicim zatizeni pri teploté 8°C
po dobu 0,1,7,14,30,44 dni.

Za sterilnich podminek byly z popsanych vzorka provedeny kvantitativni odbéry a
fedény beznym desitkovym postupem. Standardni  objem (0,3ml) tohoto fedéni zpracovan
metodou povrchove kultivace vZzdy v paralelnim provedeni.

Po inkubaci 24hod pii teploté 37°C byly pocitdny kolonie v odpovidajicim redéni a po
prodlouzené inkubaci 48hodin provedena korekce poétu. Pro statistické hodnoceni byl pouzit

aritmeticky pramér.

3.2.5. POUZITE PUDY

Escherichia coli: MacConkey Agar

Piiprava: 559 agaru se smicha s 1000ml destilované vody, steriluje se v autoklavu po dobu
15min. pii 121°C. Vydedné pH se upravi na 7,4+-0,2

Vyrobce:HiMedia, Bombai,Indie

Listeria: Listeria selective Broth Base + Agar powder

Piiprava: 38,59 se smichd s15g agarového prasku a 1000ml destilované vody, nejprve se
dukladn¢ povati a poté steriluje v autoklavu po dobu 15min. pri 121°C.Vysedné pH se upravi
7,3+-0,2.

Vyrobce: HiMedia, Bombai,Indie

Enterococcus. Slanetz and Bartley medium

Piiprava: 46,5g se smicha s 1000ml destilované vody a dukladné se vaii 15-20min.Vysledné
pH se upravi na7,2

Vyrobce: HiMedia, Bombai,Indie

Staphylococcus aureus: Mannitol Salt Agar

Piiprava: 111g se smicha se 1000ml destilované vody, dukladné se povati a poté seriluje
v autoklavu po dobu 15min. pti 121°C. Vysledny roztok se upravi naph 7,4.

Vyrobce: HiMedia, Bombai,Indie
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4. VYSLEDKY

4.1. METODIKA HODNOCENI

Uvedené vysledky piredstavuji aritmeticky pramér 6 az 10 dil¢ich vysledka, které byly pro
vyhodnoceni vybrény po vylouceni nepripustnych vysledka. Jako nepripustné pro hodnoceni
byly oznaceny Petriho misky s poctem kolonii < 10 a > 1000. Pripustné vysledky byly podle
uvedeného vzorce prepocéteny na pocet mikroorganismu v 1g vyrobku a zaznamenany do
tabulky. Pocet je vypocitan ze vzorce

odecteny pocet kolonii x objem zakladniho ziedéni

pocet mikroorganismii v 1g = D

pipetovany objem x ziedéni x navézka

Aritmeticky pramér takto ziskanych hodnot je zaznamenén v tabulkéch a grafech v kapitoléch
42.a4.3.

4.2. VYSLEDKY K EXPERIMENTALNI CASTI PREZiVANI RODU
LACTOBACILLUS

Tabulka ¢.111- Pocet bakterii rodu Lactobacillusv 1g vyrobku
skladovanych pri teploté 23°C

Pokojovateplota 23°C

Datum | 14.1. | 28.1. | 17.2. 3.3. 17.3. | 313.

Olma 10° 10’ 10° 10 10 10

Kunin 10° 10* 10° 10° 10* 10*

Danone | 10° 10° 10 10 10 10
Yoplait | 10° 10° 10 10* | kont.10%|kont.10°

Madeta | 10° 10° 10° 10° 10° 10°

Hollandia| 10° 10° 10° 10 10° 10°
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Tabulka ¢.1V - Pocet bakterii rodu Lactobacillusv 1g vyrobku
skladovanych pii teploté 5°C

Chladici zatizeni 5°C

Datum | 14.1. | 281. | 17.2. 3.3. 17.3. | 313.
Olma - 10° 10° 10’ 10° 10°
Kunin - 10° 10° 10° 10° 10°
Danone - 10° 10° 10° 10° 10*
Y oplait - 10° 10° 10° 10° 10°
Madeta - 10 10 10° 10° 10°
Hollandia| - 10° 10° 10* 10° 10°

Tabulka ¢.V-Pocet bakterii rodu Lactobacillusv 1g vyrobku
skladovanych pii teploté -38°C

Mrazici zatizeni -38°C

Datum | 141. | 281. | 17.2. 3.3. 17.3. | 313.
Olma - 10° 10° 10° 10° 10°
Kunin - 10° 10° 10* 10° 10°
Danone - 10° 10° 10° 10° 10*
Y oplait - 10° 10° 10° 10° 10
Madeta - 10 10 10° 10* 10*
Hollandia| - 10* 10° 10° 10° 10°

Tabulka ¢.VI - pH jednotlivych vyrobka skladovanych pri teploté 23°C

Teplota 23°C

Datum 8.1 22.1. 11.2. 25 11.111 25.111

Olma 4,71 4,61 4,56 4,58 4,55 4,54

Kunin | 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

Y oplait 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 jednotlivych vyrobku skladovanych pii teploté 5°C

Teplota 5°C
Datum 8.1 22.1 1111 25.11 11111 25.111
Olma X 6,62 4,63 4,62 4,62 4,7
Kunin X 4,55 457 4,55 4,52 4,6
Danone X 4,53 453 451 452 4,7
Y oplait X 4,48 4,45 4,37 441 45
Madeta X 4,34 4,34 4,33 4,26 4,39
Hollandia| x 4,3 4,28 4,39 4,33 4,13
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Tabulka ¢.VIII - pH jednotlivych vyrobkt skladovanych pii teploté -38°C

Teplota -38°C
Datum 8.1 221 11.11 25.11 11.111 25.111
Olma X 4,65 4,63 4,63 4,62 4,69
Kunin X 4,73 4,73 472 4,68 477
Danone X 4,48 4,52 4,46 4,56 4,69
Y oplait X 451 4,53 4,46 45 4,63
Madeta X 44 4,39 4,32 4,32 4,48
Hollandia X 4,48 45 4,46 4,48 4,61

Graf ¢.1 — Pocet bakterii rodu Lactobacillus v 1g vyrobku skladovanych pri teploté 23°C
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Graf €.2 - Pocet bakterii rodu Lactobacillus v 1g vyrobku skladovanych pri teploté 5°C
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Graf ¢.3-Pocet bakterii rodu Lactobacillusv 1g vyrobku skladovanych pii teploté -38°C
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Podle relativné konstantnich hodnot pH vyrobka Ize dokézat, Ze piitomné bakterie jsou
vySlechténé jako tzv. stop kultury. Mgji tu schopnost,ze v procesu miécného kysani jsou
schopny prokysat produkt do poZzadované kyselosti,dale v jogurtu prezivat, ale jeho kyselost
vyrazné nezvySovat. Tim je dosaZeno zvySené trvanlivosti jogurtu.

Pri teploté 23°C je znatelny nejvétSi Ubytek poctu bakterii ve zkoumanych vzorcich
jogurtt. Ten je zptisoben tim,Ze byly bakteriim vytvoreny relativné ptiznivé podminky pro
rozmnozovani arust. Jgjich metabolismus se nezpomaloval a dochazelo ke spotiebovani Zivin
az k jgich celkové spotiebé.Nasledkem pak byla faze odumirani bunék a jejich prudky
Ubytek. U vzorku Lehky koSik ( Y oplait ) navic doSlo po uréité dobe ke kontaminaci vzorku.

Pri teploté 5°C je mozno sledovat vyrovnanost ristu a odumirani mikroorganismi. Jejich
pocet je konstantni, popripadé dochazi k mirnému poklesu v poc¢tu bunék. Pri té&o teploté
doSlo patrné ke zpomaleni metabolismu a oslabeni,popripadé zastaveni, rastu mikroorganismi
a jejich aktivit. Z hlediska uchovani bakterii v Zivé stavu a zachovéni jejich poétu ma proto
tento zpusob skladovani prakticky vyznam. | sami vyrobci uvadi teplotu uskladnéni danych
vyrobki mezi 5 - 7°C.

Pri teploté -38°C dochézi k nejvyraznéjSimu poklesu poctu bunék. Na konci sledovaného
obdobi dosahuje jejich pocet nejnizSich hodnot pri vSech zpusobech uskladnéni. Tato teplota
je pro rast a rozmnozovani Lactobacillus bakterii velmi nepiizniva a proto dochézi k jejich
razantnimu Ubytku. Z logického hlediska je skladovéni jogurti v mrazicich boxech
nepristupné, presto viak miaZzeme tyto vysledky pouZit pro porovnani z piedchozimi

moznostmi.
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43VYSLEDKY K EXPERIMENTALNiI CASTI PREZiVANIi PATOGENNICH

MIKROORGANISM U

Tabulka &.1 X- Prezivani Enterococcus faecalis ve
vybranych vzorcich

pocet dni klasik revital | polotovar
0 7,19*10° | 355*10° | 1,91*10°
1 43*10° | 1,92*10° | 9,16* 10
7 1,6210° | 1,46*10° | 1,58*10°
14 1,07%10* | 5,85*10° | 5,97*10°
30 8,49*10° | 3,55*10* | 1,91*10°
44 9,45*10° | 4,65*10* | 1,36*10°

Tabulka ¢.X- PreZivani Listeria grayi ve vybranych

vzorcich
pocet dni klasik revital polotovar
0 2,32*10° | 8,46*10° | 1,11*10°
1 1,66*10° | 5,73*10° | 3,47*10°
7 1,18*10° | 5,83*10° | 1,72*10°
14 6,41*10° | 2,87%10° | 3,61*10*
30 3,49*10" | 6,66*10" | 4,34*10°
44 2,37*10° | 7,32*10" | 4,61*10°

Tabulka ¢.X1- Prezivani Escherischia coli ve vybranych

vzorcich
Pocet dni Klasik Revital Polotovar
0 343*10° | 255*10° | 5,34*10°
1 1,0210° | 4,35¢10° | 2,27*10°
7 433*10° | 6,66*10° | 1,23*10"
14 1,83*10° | 2,33*10° | 1,87*10°
30 0 0 1,21*10*
44 0 0 5,65* 10°
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Tabulka ¢.XI1- Prezivani Staphylococcus aureus ve
vybranych vzorcich

pocet dni klasik revital polotovar
0 7,08*10° | 8,86*10° | 1,12*10°
1 1,02¢10° | 4,72¢10* | 7,89*10°
7 3,32*10° | 5,68+*10* | 1,95%10°
14 1,22¢10* | 7,35*10° | 6,13*10"
30 8,92*10° | 2,16*10* | 1,88*10°
44 2,55*10" | 7,33*10" | 3,97*10°

Tabulka ¢.X111 — Prezivani vybranych mikroorganismt ve vzorku Klasik

Hodnoceni | Staphylococcus E coli enteroco_ccus Iisteri_a
(dny) aureus feacdlis grayi

0 7,08*10° 3,43¢10° 7,19*10° 2,32*10°

1 1,02%10° 1,02%10° 4,3*10° 1,66*10°

7 3,32*10° 4,33*10° 1,62*10° 1,18+10°

14 1,22%10* 1,83*10° 1,07*10* 6,41*10°

31 8,92+ 10° 0 8,49+ 10° 3,49+10"

44 2,55¢10" 0 9,45%10° 2,37*10°

Tabulka ¢.X1V — PreZivani vybranych mikroorganismi ve vzorku Revital

Hodnoceni | staphyloccocus E coli Enteroccpcus listeria grayi
(dny) aureus faecalis
0 8,86¥10° | 2,55*10° 3,55¢10° 8,46* 10°
1 472*10" | 4,35*10° 1,92%10° 5,73¢10°
7 5,68¢10° | 6,66*10° 1,46*10° 5,83*10°
14 7,35¢10° | 2,33*107 5,85+ 10° 2,87¥10°
31 2,16*10* 0 3,55+10* 6,66* 10"
44 7,33*10" 0 4,65*10* 7,32x10"
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Graf ¢.4-Prezivani vybranych mikroorganisma ve vzorku Revital skladovanych pri 8°C

celkovy poéet bakterif

Tabulka ¢. XV- PreZivani vybranych mikroorganismt ve vzorku Polotovar pri

vyrob¢ Revitalu
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(dny) aureus ’ faecdlis grayi

0 1,12%10° 5,34*10° 1,91*10° 1,11*10°

1 7,89%10° 2,27%10° 9,16*10* 3,47%10°

7 1,95¢10° 1,23*10" 1,58%10° 1,72%10°

14 6,13*10" 1,87% 107 5,97*10° 3,61*10*

31 1,88%10° 1,21*10* 1,91*10° 4,34*10°

44 3,97%10° 5,65*10° 1,36*10° 4,61*10°
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Graf ¢.5— Prezivani E.coli a Lactobacillus ve vzorku Revital skladovanych pii teploté 8°C
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Graf ¢.6 — Prezivani S.aureus a Lactobacillus ve vzorku Revital skladovanych pii teploté
8°C
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Graf ¢.7- Prezivani E.faecalis a Lactobacillus ve vzorku Revital skladovanych pri teploté
8°C
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Graf ¢€.8- Prezivani L.grayi a Lactobacillus ve vzorku Revital skladovanych pri teploté 8°C
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Graf. ¢.9- PreZivani vybranych mikroorganismii ve vzorku K lasik skladovanych pii 8°C
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Graf ¢.10- Prezivani E.coli a Lactobacillus ve vzorku Klasik skladovanych pri teploté 8°C
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Graf ¢.11- Prezivani S.aureus a Lactobacillus ve vzorku Klasik skladovanych pii teploté
8°C
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Graf ¢.12- Prezivani E.faecalis a Lactobacillus ve vzorku Klasik skladovanych pii teploté
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Graf.¢.14- Prezivani vybranych mikroorganismut ve vzorku Polotovar skladovanych pii 8°C
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Graf.¢.15-PreZivani E.coli ve vybranych vzorcich
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Graf ¢.16-PreZivani S.aureus ve vybranych vzorcich
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Graf ¢.17-PreZivani E.faecalis ve vybranych vzorcich
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Graf ¢.18-PreZivani L.grayi ve vybranych vzorcich
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Vysdedky jsou déle graficky zpracovany v piiloze ¢.111,IV a V, kde jsou pro vylouceni
odchylek metreni zobrazeny spojnice trendu jednotlivych kiivek. Soucasti vyhodnoceni
vysledku bylo také subjektivni sledovani senzorickych zmén (barva, viing, celkovy vzhled).
Bé&hem méieni v3ak nebyly tyto zmeény prokazény a nejsou proto soucasti kapitoly 4.

Problematika se soustiedila na pripadné antagonistické vztahy mezi bakteriemi mlé¢ného
kysani a jinymi druhy mikroorganismu tésné pribuzné bakteriim jako Listeria monocytogenes,
Salmonella spp. a Escherichia coli O 157 , které jsou jednak rodové identické a druhové se
nepatrné 1isi od vybranych sledovanych druht pouZitych v pokusech k vali  vétSi bezpecnosti
tj. Listeria grayi (Listeria monocytogenes ) a Escherichia coli (Escherichia coli O 157 event.
Salmonella spp.).

Pro prokazani G¢inku fermentovanych produkti byl pokus souc¢asné proveden na vzorku
Polotovar pii vyrobé Revitalu, ktery nebyl infikovéan udlechtilou mikroflérou a nedoslo tak u
né&j ke snizeni pH.

Z vysedki meteni uvedenych v kapitole 4. a piiloze I11,1V,a V Ize vyvodit nésledujici
zjisteéni. U vSech vzorka se u zkoumanych mikroorganismi nejprve projevil prudky Ubytek
ucinkem tzv. chladového Soku, kdy byly zkoumané mikroorganismy béhem krétké doby
vystaveny skladovaci teploté 8°C. Teplota skladovani fermentovanych miécnych vyrobkia
neni viak dostatecné nizka, aby dokézala efektivné zamezit Uhynu a rastu kontaminujicich
mikroorganismii. Kromé Escherichia coli dochézelo béhem skladovani k pomalému Ubytku
pritomnych bunék a u vzorku Polotovar p¥i vyrobé Revitalu doSo zhruba po 14 dnech u
vSech k narastu poétu. Vzhledem k vlastnostem E.coli (kapitola 1.2.2.) je prubéh prezivani
této bakterie prisuzovan jinym faktoram, pievédZzné nizkému pH, nez teploté uskladnéni.

Nejvétsi vyznam pro rast a biochemickou ¢innost zkoumanych bakterii ma pH
fermentovanych vyrobki. Koncentrace vodikovych iontt ma vliv potlageni hlavni
metabolické ¢innosti a zastaveni rastu. Tato skute¢nost je patrna z pribéhu prezivani u vzorku
Polotovar p¥i vyrobé Revitalu, ktery nebyl fermentovan a pH prostiedi se nesniZilo
fermentaci laktosy na kyselinu mliécnou. U tohoto vzorku dodlo po ukonéeni adaptaéni LAG
féze k pozvolnému rozmnoZeni mikroorganismu, které bylo zpomaleno nizkou teplotou
béhem skladovani. U ostatnich vzorku se projevilo ptsobeni nizkého pH na zastaveni
rozmnozovaciho a rastového cyklu. Ukazuje se, Ze pH fermentovanych miécnych vyrobka se
pohybuje na okraji miniménich hodnot pro rast zkoumanych bakterii, proto dochazi spise
pozvolnému Ubytku bunék. Jak bylo jiz podotknuto,vyjimku tvori Escherichia coli, u které

dodo k razantnimu Ubytku, kdy béhem 14 dni dodo k totalnimu usmrceni infiltrovanych
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bunék. Tendence jednotlivych mikroorganismii vyrovnavat se vlivim prostiedi je nejlépe
vyjédien grafickym znézornénim v kapitole 4. Podobny prubéh piezivani se projevoval u
véech druha fermentovanych vzorkiu Klasik i Revital.  Nejstabilngji  se projevil
Enterococcus faecalis. Ten po prvnich 10 az 12 dnech Ubytku bunék se dale projevoval
relativné konstantnim poctem po celou dobu skladovani a na konci této doby byl pocet jeho
bunék oproti ostatnim kontaminantim nejvyssi. Saphylococcus aureus projevoval béhem
sledované doby vykyvy v poétu, nicméné mizeme sledovat vyrovnany pokles poétu bunek v
zévislosti na dob¢ skladovani.

Z vydedki této préce viak neni mozné prokazat jednoznacné antagonistické vztahy
mezi uslechtilymi a kontaminujicimi kulturami. | pti odlisném sloZeni mlécnych kultur u
zkoumanych vzorku nebyly zaznamenany odlisnosti v charakteru rastovych kiivek. Jedinym
faktorem projevi antagonismu je tak tvorba kyseliny mléené, nebot’ rychle vytvoirend kyselina
mléna meéni prostiedi vyrobku natolik, Ze se stava pro ostatni mikroorganismy nevhodnym a
dochazi k jejich postupnému odumirani. Lze predpokladat, Zze pokud by dané kultury nebyly
vySlechtény jako tzv. stop kultury a dochazelo k dalSimu prokysani a snizeni pH, byl by
Ubytek nevhodné mikrofléry vyraznéjsi. Soucasné by vSak dochazelo ke zméndm
organoleptickych i technologickych vlastnosti vyrobku. Ostatni vlastnosti mliéénych bakterii
nelze z vydedki této prace prokéazat.

Soucasti vyhodnoceni vysledkii bylo také subjektivni sledovani senzorickych zmen (barva,
vung, celkovy vzhled). Sledovanim zmén mélo byt hodnoceno, zda je mozné odhalit
kontaminaci produktu viemovymi smysly a piedgjit tak jejich konzumaci. Hodnoceni bylo
provadéno subjektivnim hodnocenim dvou aZ tii osob. Béhem méfeni vSak nebyly
pozorovany zadné zmeny ve sledovanych parametrech a nejsou proto uvedené v systému
hodnoceni.

Vydedky této préce maji zésadni charakter pro hodnoceni bezpe¢nosti a zdravotni
nezavadnosti fermentovanych mléénych vyrobkt. RovnéZ poukazuje na mozné dusledky
Spatné hygienické a vyrobni praxe pti jejich vyrobé. Dojde-li ke kontaminaci hotového
vyrobku, maji schopnost tyto mikroorganismy se udrZzet v urcitém poctu po celou dobu
deklarovanou vyrobcem jako doba spotieby. ProtoZe pii jejich piitomnosti nedochazi
k vyraznym senzorickym zménam, které by mohl spotiebitel odhalit, miZe jejich konzumace
predstavovat v&zné zdravotni riziko. Prace prokézala, Ze prostiedi téchto vyrobki osabuje
tvorbu produktt metabolismu, tim i tvorbu nebezpe¢nych toxina a dalSich Iatek, a zpasobuje
odumirani kontaminujici mikrofléry. VétSina by tak nebyla schopna pieZit prichod tréavicim

traktem a ptisobenim velmi nizkého pH Zalude¢nich st'av a alkalického pH Zluci. Presto tim
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ale dochézi k poruseni zdravotni bezpe¢nosti potravin a vzniku zdravotnich rizik. PrestoZze se
fermentované mlécné vyrobky povaZzuji za vyrobky nepredstavujici zdravotni rizika jiz z vySe
popsanych davodu, pii kontaminaci vétSim poctem patogennimi ¢i podminéné patogennimi
mikroorganismy nedochézi Kk rapidnimu omezeni téchto rizik vlivem enviromentdlnich
podminek a pritomnosti delkarovanych kultur. V technologické praxi se miZzeme setkat spise
skontaminaci fermentovanych vyrobki kvasinkami, kdy kontaminujicim prvkem byva spise
ovocnaslozka. Kontaminace bakteriemi v3ak nesmi byt podcenéna a technologicky postup by
ji mel zabranit od po¢éatku vyroby az do findlni spotieby.

DISKUSE

Jogurty fermentované pii 42 az 45 °C za 2,5 az 3,5 h skyselosti 60 az 65 SH a s hodnotou

pH < 4,5 jsou z mikrobiologického hlediska bezpecné produkty. Vysoka inkubacni teplota,
krétky inkubacni ¢as a rychle vznikajici kyselina mlécna nedovoluji rast kontaminujici
mikrofléry, napiiklad koliformnimi bakteriemi. Mikroorganismy, které byly ve vychozim
mléku, vétSinou pieZivaji, i kdyZ se nemnoZi a nemetabolizuji.
Mi&ené jogurty fermentované 16 az 18 h pri 30 az 35 °C s pomaym kKysanim uz umoznuji
rast mezofilnim i koliformnim a jim podobnym bakteriim. Jejich pocet po dosaZeni
maximalni hodnoty pasobenim niZSich mastnych kyselin, které vznikly v priabéhu fermentace
a jsou pritomné v malo ionizované forme, postupné klesa. Jejich obsah v jogurtech poukazuje
na kontaminaci. Jejich nepiitomnost v starSich jogurtech viak neni z vySe uvedenych divoda
dukazem Ze ke kontaminaci nedoslo. (Gorner, F., Valik L", 2004).

Mezi zakladni enviromentalni podminky limitujici rast mikroorganismi Vv potravinéch
patii obsah vody, obsah soli, pH, sloZeni atmosféry, sloZeni, teplota zpracovani a skladovani
potravin. Aby byla zgjisténa zdravotni nezdvadnost, obchodni sterilita, upravuji se potraviny
tak, aby vysledné podminky pro rast kontaminujicich mikroorganismia byli nevhodné. U
fermentovanych vyrobki je zcela specifikou prekézkou pusobeni konkuren¢ni mikroflory.
SniZenim pH tvorbou kyselin, konkurenci pii ziskavani Zivin, tvorbou peroxidu a bakteriocini
vytvari neptiznivé prostiedi pro kontaminujici mikrofloru a pasobi tak jako ptirozeny
konzervant.(Silhankové, 2002) Aby bylo mozné sledovat tento faktor, bylo zapotiebi nejprve
sledovat za jakych podminek a po jakou dobu jsou tyto uslechtilé mikroorganismy schopny
udrZet svym metabolismem a poctem piirozenou bariéru kontaminace a ndsledné pak sledovat

tyto faktory v zavidosti na poc¢tu a schopnostech piezivani kontaminujicich ¢initelt. Proto
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tato préce ieSi nejprve problematiku prezivani rodu Lactobacillus v raiznych produktech
pripravenych procesem mlécné fermentace a nasledné se zabyva schopnostmi Escherischia
coli, Saphylococcus aureus, Enterococcus faecalis a Listeria grayi vydrzet ve vybranych
produktech, rist a rozmnoZovat se za skladovacich podminek uréenych vyrobci téchto
produkt.

Bakterie rodu Lactobacillus jsou bakterie mléné fermentace patiici do celedi
Lactobacillaceae. Pro schopnost fermentovat sacharidy,hlavné laktozu, na kyseliny a jiné
produkty fermentace jsou hojné vyuzivany v potravinarském pramyslu pri technologickém
zpracovani a vyrobé potravin. V. mlékérenském pramyslu jsou nezbytnou soucéasti zakysanych
mlécnych vyrobki jako jsou jogurtové vyrobky,zakysana mléka,zakysané smetany a ostatni,
tak i pii vyrobé syra a dalSich.(Btezina,2001) Jgjich pritomnost je mnohdy dénai ze zakona
(Vyhléska 77/2003 Sb.).

V soucasné dob¢ jsou tyto bakterie oznatovany za probiotické organismy, tj. Zze maji
krome¢ senzorickych a jakostnich vlastnosti v potravinach také vyznamny vliv na zdravotni
stav lidského organismu a jsou zdravi prospéSné. Jgjich schopnost uchytit se v lidském
organismu v zivém stavu je podminéna poZzitim dostatecné velkého mnoZstvi téchto bakterii.
Jako miniméni pocet je uvadén 10° v 1ml vyrobku. V hygienickém kontextu pak vytvari
nepiiznivé podminky pro kontaminaci produktu. (Curda,2004)

V dusledku rozsahlych preventivnich opatieni od chovu hospodarskych zvitat,dojeni, az po
konecné technologické zpracovani je ae kontaminace hygienicky neZ&doucich
mikroorganismui téméf eliminovana. Presto neni mozné zcela zabranit zameérné kontaminaci ¢i
kontaminaci samotnym spotiebitelem nebo prodejcem pii nedodrZeni hygienickych ¢i
skladovecich podminek. MIéko a mlécné vyrobky jsou totiz bohatym zdrojem Zivin, tudiz
idedlnim prostiedim pro rozmnoZovani mikroorganismi a moznosti vzniku alimentarnich
onemocneni, pringjmensim pro vznik technologickych a senzorickych vad.(Cupakova,2001)
V dusledku kontaminace mohou u fermentovanych vyrobka vznikat bublinky plynu, trhlinky
ve hmot¢, téhlovitost, necista kvasni¢cna az nahorkld chut’, ztrdta aroma. NejcastéjSimi a
nejzavaznéjSimi kontaminanty miéka jako vychozi suroviny jsou Staphylococcus aureus,
Salmonella spp., Escherichia coli, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes. U miécnych
vyrobki se pak pridavaji také Clostridium perfingens, Clostridium botulinum, Shigely,
Yersinia enterocolitica, Proteus a Citrobacter. (Burdova 2001)

Prace ukazala, Ze enviromentalni podminky fermentovanych miécnych vyrobkia jsou pro
rozmnozovani  hygienicky nezadouci mikroflory opravdu nevhodné, protoZze dochazi

k trvalému Ubytku bunék.Nejsou proto ani potravinou, kterd by se mohla stét predmétem
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bioteroristickych Utokd nebo Gcelovych kontaminaci. Nicméne infekéni mikroflora je
schopna se udrzet v uré¢itém poctu po celou dobu spotieby, dokonce i déle. Tim vytvési rizika
spojend hlavné se zdravotnimi dusledky pri konzumaci téchto vyrobkit. Je proto velice
dulezité dodrzeni spravné hygienické praxe pri vyrobg, distribuci i konzumaci téchto potravin.
Nelze se tedy opirat 0 obecna tvrzeni predpoklédajici jejich bezpetnost ani o limitni rozpéti
faktora ovliviwyjicich rast mikroorganismi, nebot’ se uvedené Udaje u mnohych autord lisi.

Na tuto praci muZe navazovat studie prokazujici biochemické zmeény v piitomnosti
kontaminujici mikrofléry nebo stejna studie zamérena na dalSi bakteridlni ¢i jiné druhy.

ZAVER

Prace byla zaméiena na ieSeni problému piezivani bakterii v mlécnych produktech
pripravenych procesem mlécné fermentace a skladovanych za raznych podminek. Zji&téné
skutecnosti meli ukézat:

a) trvanlivost produktu a pritomnost deklarovanych bakterii, obvykle s priviastkem jejich
|étebnych schopnosti, bez ztraty na kvalité produktu,

b) v druhé fazi pokusu, pak prezivani relativné patogennich bakterii, které by se mohly, at’ jiz
v prabéhu technologické pripravy produktu nebo Umysinym infikovanim dostat do
potraviny.

Problematika se soustiedila na piipadné antagonistické vztahy mezi bakteriemi mlécného
kysani a jinymi druhy mikroorganismu tésné pribuzné bakteriim jako Listeria monocytogenes,
Salmonella spp. a Escherichia coli O 157 , které jsou jednak rodové identické a druhové se
nepatrné 1iSi od vybranych sledovanych druht pouzitych v pokusech k vali  vétsi bezpecnosti
tj. Listeria grayi (Listeria monocytogenes ) a Escherichia coli (Escherichia coli O 157 event.
Salmonella spp.) adde Enterococcus faecalis a Saphylococcus aureus.

Vedle vySe zminéného cile méla prace prokéazat vliv prostiedi — teploty (rizné podminky
skladovéni) u fermentovanych mlénych produktt po piipadné, zamérné kontaminaci
patogenni mikroflérou - zneuZiti vyrobku biologickym terorismem.

Z vysledki a namétenych hodnot vyplyva, Ze uvedené mikroorganismy pii kontaminaci a
skladovéni za standartnich podminek maji v produktu schopnost udrzet se v urcitém poctu i
po skonceni doby spotieby a predstavuji tak pro spotiebitele zdravotni riziko.

U v8ech vzorka se u zkoumanych mikroorganismi nejprve projevil prudky udbytek

v v

ucinkem tzv. chladového Soku, kdy byly zkoumané mikroorganismy béhem krétké doby
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vystaveny skladovaci teploté 8°C. Krom¢ Escherichia coli dochazelo béhem skladovani k
pomalému ubytku piitomnych bunék a u vzorku Polotovar p¥i vyrobé Revitalu doslo zhruba
po 14 dnech u v&ech k narastu poctu.

Pasobeni nizkého pH meélo vliv na zastaveni rozmnoZovaciho a rastového cyklu. Ukazuje
se, Ze pH fermentovanych mlécénych vyrobka se pohybuje na okragji miniménich hodnot pro
rast zkoumanych bakterii, proto dochézi spiSe pozvolnému Ubytku bunék.Vyjimku tvori opét
Escherichia coli, kdy béhem 14 dni dodlo k totanimu usmrceni infiltrovanych bungk.
Nejstabilngji se projevil Enterococcus faecalis. Ten po prvnich 10 aZ 12 dnech Ubytku bunek
se déle projevoval relativné konstantnim poc¢tem po celou dobu skladovani a na konci této
doby byl pocet jeho bun¢k oproti ostatnim kontaminantim nejvyssi. Staphylococcus aureus
projevoval béhem sledované doby vykyvy v poétu, nicméné mizZzeme sledovat vyrovnany
pokles poctu bunék v zavidlosti nadobé skladovani.

Antagonigtické vztahy v této préci nebylo mozné prokézat u bakterii Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus a Listeria grayi mezi uSlechtilymi a kontaminujicimi
kulturami. Prokazatelny rychly dbytek kontaminovaného produktu byl moZny pozorovat
pouze u bakterie Escherichia coli.

Pri vytvéreni pokusného modelu kontaminace je nutné zduraznit, Ze tento byl vytvoren
jako zdmeérny infekt, ktery by patrné pii béZné kontaminaci vznikgjici v prabéhu béZzného
technologického provozu nevznikl. Bylo by zajimavé pokus opakovat pii zdmérné infekci
prahovymi hodnotami (f&dové 10 — 100 mikroorganizmi), kde takovd mozZnost infekce
produktu je daleko redlngjsi. Také rozSireni vysledkt o dalsi mlécné kontaminanty by bylo

ptinosné pro vyrobni, technologickou i védeckou ¢innost.
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SEZNAM TABULEK

Tabulkal Biochemické odlisnosti druhi rodu Escherichia

Tabulka ¢€.11- Stav rodu enterococcus v roce 1997

Tabulka ¢.111- Pocet bakterii rodu Lactobacillus v 1g vyrobku skladovanych pri teploté 23°C
Tabulka ¢.1V - Pocet bakterii rodu Lactobacillus v 1g vyrobku skladovanych pii teploté 5°C
Tabulka ¢.V-Pocet bakterii rodu Lactobacillus v 1g vyrobku skladovanych pti teploté -38°C
Tabulka ¢.VI - pH jednotlivych vyrobka skladovanych pri teploté 23°C

Tabulka ¢.VI1 - pH jednotlivych vyrobku skladovanych pii teploté 5°C

Tabulka ¢.VIII - pH jednotlivych vyrobkt skladovanych pii teploté -38°C

Tabulka ¢.1X- PieZivani Enterococcus faecalis ve vybranych vzorcich

Tabulka ¢.X- PieZivani Listeriagrayi ve vybranych vzorcich

Tabulka ¢.X1- PieZivani Escherischia coli ve vybranych vzorcich

Tabulka ¢.X11- Piezivani Staphylococcus aureus ve vybranych vzorcich

Tabulka ¢.XI11 —Prezivani vybranych mikroorganismu ve vzorku klasik

Tabulka ¢.X1V — PieZivani vybranych mikroorganismi ve vzorku Revital

Tabulka ¢. XV- PieZivani vybranych mikroorganismti ve vzorku Polotovar pii vyrobé
Revitalu
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SEZNAM PRIiLOH

Piiloha ¢.1: Druhy rodu Saphylococcus

Piiloha €.11: Odlisnosti 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. cassdliflavus and E. flavescens) a Enterococcus
cecorum (E. cecorum and E. columbae) ( Devriese, 1993)

Piiloha ¢.111- Spojnice trendt prezivani vybranych bakterii ve vzorku Klasik

Piiloha ¢.1V- Spojnice trendi prezivani vybranych bakterii ve vzorku Revital

Piiloha ¢.V- Spojnice trendu prezivani vybranych bakterii ve vzorku Polotovar
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PRILOHY

Piiloha ¢.1: Druhy rodu Staphylococcus

STAPHYLOCOCCUS KOA HOSTITEL,ZDROJ Popis
S. aureus subsp. Aureus K+ |¢lovek zvite,progtredi 1884 | Rosenbach
S.epidermis ¢lovek zvite,progtredi 1916 Evans
S.saprophyticus
sUbsp.SaprOphyLyCLS lovek 1951 Shaw
S.capitis subsp.capitis ¢lovek 1975 Kloos
S.cohnii subsp.cohnii ¢lovek 1975| Schleifer
S.haemolyticus ¢lovek zvite,progtredi 1975| Schleifer
S.hominis subsp.hominis ¢lovek 1975 Kloos
S.simulans ¢lovek 1975 Kloos
S.warneri clovek 1975 Kloos
S.xylosus ¢lovek prostiedi 1975| Schleifer
S.intermedius K+ [c¢lovek zvite,prostiedi 1976 Héajek
S.sciuri subsp.sciuri zvite,progtiedi 1976 Kloos
S.hyiccus K+ zviie,potraviny 1978 Devriese
S.carnosus subsp.carnosus ¢lovek uzenina 1982| Schleifer
S.aurilaris 1983 Kloos
S.caprae ¢lovek kozi miéko 1983| Devriese
S.gallinarum ¢lovek driibez 1983| Devriese
S.lentus zvire 1983| Schleifer
S.saccharolyticus an 1984 | Klipper-Balz
S.aflettae koza,drtibez 1985| Schleifer
S.equorum subsp.equorum kan 1985| Schleifer
S.kloosii divoka zvirata 1985| Schleifer
S.aureus subsp.anaerobius K+an ovce 1985| DelaFuente
S.chromogenes zvite,mléko 1987 Hajek
S.lugdunensis ¢lovek 1988 Freney
S.schleiferi subsp.schleiferi ¢lovek 1988 Freney
S.delphini K+ delfin 1988| Varaldo
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[Pokra¢ovani - Druhy rodu Saphylococcus]

STAPHYLOCOCCUS KOA HOSTITEL,ZDROJ Popis
S.captis subsp.urealyticus ¢lovek 1991| Bannerman
S.cohnii subsp.urealyticus ¢lovek zvite 1991 Kloos

S.muscae moucha, vepr 1992 Héajek
S.piscifementans marinovanéryby |1992| Tanasupawat
S.pasteuri ¢lovek zvite,potraviny 1993| Chesneau
S.vitulinus ¢lovek zvite,potraviny 1994 Webster
S.saprophyticus subsp.bovis zvite 1996 Hajek
S.sciuri subsp.carnaticus masné vyrobky 1997 Kloos
S.sciuri subsp.rodentium hlodavci 1997 Kloos
S.lutrae K+ vydra 1997 Foster
S.succinus subsp.succinus jantar 1998 Lambert
S.condimenti sojovaomatka | 1998 Probst
S.carnosus subsp.utilis potraviny 1998 Probst
S.hominis subsp.novobiosepticus ¢lovek 1998 Kloos
Sfleurettii syr z koziho miéka | 2000 vemozy-
Rozand
S.succinus subsp.casei zrgjici syr 2003 Place
S.equorum subsp.linens zrgjici syr 2003 Place
S.nepalensis kozy v Himalgjich [2003| Spergser
Sfelis kocka 1989 lgimi
S.schleiferi subsp. Coagulans K+ pes 1990 lgimi

POZN.: K+ - koaguléza pozitivni
an- anaerobni
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Piiloha ¢.11: Odlidnosti 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. cassdliflavus 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+ - - -
ri-Gal actosidase — D D + + + + +
Arginine dihydrolase + + - + — — _ +
Produkce kyselin z:
Adonitol - - + - - - - -
L-Arabinosa - D D+ + D — - -
D-Arabitol — - + — D — + _
L-Arabitol - - D - - - - -
D-Cyclodextrin + D+ D- D + ? ? ?
Dulcitol - - D - - - - -
Gluconate D+ D D+ D + + — -
Glycerol + -2 D D - - - +
Inulin - —D-? - +(D?) + - + -
2-Ketogluconate D - + - D + + +
D-Lyxosa - - D - - - - —
Mannitol + D + + D - + _
Melezitose D+ - D D- D + + _
Melibiose - D D + D ? + -
-Methyl-D- glucoside - - + + D + + +
D-Raffinosa - D D+ D + 2 + +
Sorbitol D+ D- + D- D - + -
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[Pokracovani - Odlisnosti 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. cassdliflavus and E. flavescens) a Enterococcus

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

Enterococcus
Produkce kyselin z:  [faecalis [faecium Javium |gallinarum [cecorum |sulfureus |[saccharolyticus |dispar
L-Sorbosa - — + — L ? D— L
Xylitol - - D+ — D- - _ _
D-Xylosa D— D D— + D - — _
Fermentace puryvétu |+ — D — ? ? ? ?

POZN.: D, variabilni; D+, obvykle pozitivni; D—, obvykle negativni; APPA, alanyl-

phenyalanyl-prolinarylamidasa ,PY RA, pyrolidonylarylamidasa.
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