Stanoveni bakteriostatického uéinku bioprotektort
na rust Listeria monocytogenes

Bc. Petra Jancikova, DiS.

Diplomova prace @ Univerzita Tomase Bati ve Zlin&
2013 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka

Ustav analyzy a chemie potravin
akademicky rok: 2012/2013

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Iméno a pfijmeni:  Bc. Petra Janéikova, DiS.

Osobni &islo: Ti76

Studijni program:  N2901 Chemie a technologie potravin

Studijnf obor: Technologie, hygiena a ekonomika vyroby potravin
Forma studia: kombinovana

Téma prace: Stanoveni bakteriostatického uéinku bioprotektord

na rist Listeria monocytogenes

Zésady pro vyplra covani:
l. Teoreticka ¢ast
1. Diagnostika Listeria monocytogenes v potravinach
2. Technologie vyroby kyselych zrajicich syri:

3. Mechanismy antimikrobialniho Géinku pouzivanych bioprotektivnich faktori
v potravinafstvi

Il. Prakticka &ast
1. Metodika stanoveni Géinnosti bioprotektivnich pfipravk

2. Stanoveni Géinnosti piedkladanych bioprotektivnich pfipravkii na mnozeni Listeria
monocytogenes ve vzorcich zrajiciho syru



Rozsah diplomové prace:

Rozsah pfiloh:

Forma zpracovani diplomové prace: tisténa

Seznam odborné literatury:

1.

€SN EN ISO 11290-1. Mikrobiologie potravin a krmiv. Horizontalni metoda prikazu
a stanoveni poétu Listeria monocytogenes. Cast 1: Metoda prikazu. Cesky
normalizaéni institut, 1999

. CSN EN ISO 11290-2. Mikrobiologie potravin a krmiv. Horizontalni metoda

priikazu a stanoveni poétu Listeria monocytogenes. Cast 2: Metoda stanoveni
pottu. Cesky normalizani institut, 1999

. FARBER, J. M., PETERKIN, P. I. Listeria monocytogenes, a Food-Borne Pathogen.

Microbiological Reviews, 1991, Vol. 55

. LUKASOVA, J. A KOL. Hygiena a technologie mléénych vyrobki. 1. vydani,

Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brne, 2001

. Nafizeni Komise (ES) &. 1441/2007, kterym se mé&ni nafizeni (ES) & 2073/2005

o mikrobiologickych kritériich pro potraviny. Ufedni véstnik Evropské unie, 2007

. TOMPKIN, R. B. Control of Listeria monocytogenes in the Food-Processing

Environment. Journal of Food Protection, 2002, Vol. 65

. VIGNOLO, G., SAAVEDRA, L., SESMA, F., RAYA, R. Food Bioprotection: Lactic Acid

Bacteria as Natural Preservatives. Progress in Food Preservation, First Edition,
Oxford 2012

Vedouci diplemové prace: MVDr. lvan Holko, Ph.D.

Ustav inzenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi

Datum zadani diplomové prace: 11. Gnora 2013

Termin odevzdani diplomové prace:  17. kvétna 2013

Ve Zliné dne 11. Gnora 2013

“U5 el <3

Fd ' u

doc. Ing. Roman Cermak, Ph.D. doc. Ing. Miroslav Fisera, CSc.

dékan Feditel dstavu



Prijmeni a jméno: Bc. Jé&ikova Petra, DiS. Obor: Technologie, hygiena a ekuka
vyroby potravin

PROHLASENI

ProhlaSuiji, ze

e beru na ¥domi, Ze odevzdanim diplomové/bakaké prace souhlasim se mj@enim
své prace podle zakorta 111/1998 Sb. o vysokych Skolach a oémtna doplini
dalSich zakol (zakon o vysokych Skolach), veém pozdjSich pravnich fedpidi,
bez ohledu na vysledek obhajoy

e beru na ¥domi, Ze diplomova/bakatska prace bude uloZena v elektronické p@&dob
v univerzitnim informa&nim systému dostupna k nahlédnuti, Ze jeden vytisk
diplomové/bakaléské prace bude uloZzen n&EgtuSném Ustavu Fakulty technologické
UTB ve Zlirg a jeden vytisk bude uloZen u vedouciho prace;

* byl/a jsem seznamen/a s tim, Ze na moji diplomdwakdld&skou praci se pt
vztahuje zakorg. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech sqginide s pravem
autorskym a o zemé neékterych zakon (autorsky zakon) ve 2ni pozdjSich pravnich
predpisi, zejm. § 35 odst. 3;

«  beru na ¥domi, Ze podle § 68 odst. 1 autorského zdkona ma UTB ve Z}pnavo na
uzaveni licergni smlouvy o uziti Skolniho dila v rozsahu 8§ 12 tods autorskéeho
zakona;

« beru na w¥domi, ?e podle § 6@ odst. 2 a 3 mohu uZit své dilo — diplomovou/
bakal&skou praci nebo poskytnout licenci k jejimu vyuzjgn s pedchozim
pisemnym souhlasem Univerzity Tomase Bati ve&litera je opravna v takovém
piipadc ode mne pozadovatiiméreny g@ispivek na uUhradu naklagd které byly
Univerzitou Tomase Bati ve Zkma vytvdaeni dila vynalozeny (az do jejich skéé
vyse);

e beru na ¥domi, ze pokud bylo k vypracovani diplomové/baksité prace vyuZzito
softwaru poskytnutého Univerzitou TomaSe Bati vinZhebo jinymi subjekty pouze
ke studijnim a vyzkumnym c¢élim (tedy pouze k nekomarimu vyuziti), nelze
vysledky diplomové/bakataké prace vyuzit ke kom&im Eelim;

 beru na ¥domi, Ze pokud je vystupem diplomové/baksit&é prace jakykoliv
softwarovy produkt, povazuji se za gast prace row¥ i zdrojové kody, pop
soubory, ze kterych se projekt sklada. Neodevztiini sodasti mize byt divodem
k neobhdjeni prace.

Ve Zlin¢ 30. 4. 2013

Y z6kon ¢&. 111/1998 Sh. o vysokych Skoldch a o zméné a doplnéni dalSich zdkoni (zékon o vysokych $koldch), ve znéni pozdéjsich
prdvnich predpist, § 47 Zverejriovani zavérecnych praci:

(1) Vysokd skola nevydélecné zverejriuje disertacni, diplomové, bakaldrské a rigordzni prdce, u kterych probéhla obhajoba, vietné
posudki oponent a vysledku obhajoby prostrednictvim databdze kvalifikacnich praci, kterou spravuje. Zpisob zverejnéni stanovi vnitini
predpis vysoké skoly.



(2) Disertacni, diplomové, bakaldrské a rigorozni prdace odevzdané uchazecem k obhajobé musi byt téZ nejméné pét pracovnich dnu
pred kondnim obhajoby zverejnény k nahliZeni verejnosti v misté uréeném vnitinim predpisem vysoké skoly nebo neni-li tak urceno,
v misté pracovisté vysoké skoly, kde se md konat obhajoba prdce. KaZdy si muZe ze zvefejnéné prdce pofizovat na své ndklady vypisy,
opisy nebo rozmnoZeniny.

(3) Plati, Ze odevzddnim prdce autor souhlasi se zverejnénim své prdce podle tohoto zdkona, bez ohledu na vysledek obhajoby.

2 z6kon ¢&. 121/2000 Sh. o prdvu autorském, o prdvech souvisejicich s prdvem autorskym a o zméné nékterych zdkond (autorsky zdkon)
ve znéni pozdeéjsich prdvnich predpisd, § 35 odst. 3:

(3) Do prdva autorského také nezasahuje skola nebo skolské Ci vzdéldvaci zarizeni, uZije-li nikoli za ucelem primého nebo nepifimého
hospoddrského nebo obchodniho prospéchu k vyuce nebo k vlastni potfebé dilo vytvorené Zdkem nebo studentem ke spinéni Skolnich
nebo studijnich povinnosti vyplyvajicich z jeho prdvniho vztahu ke Skole nebo skolskému Ci vzdéldvaciho zarizeni (Skolni dilo).

3 z6kon ¢. 121/2000 Sh. o prdvu autorském, o prdvech souvisejicich s prdvem autorskym a o zméné nékterych zdkon( (autorsky zdkon)
ve znéni pozdéjsich prdvnich predpist, § 60 Skolni dilo:

(1) Skola nebo skolské ¢i vzdéldvaci zarizeni maji za obvyklych podminek prdvo na uzavreni licenéni smlouvy o uZiti $kolniho dila (§ 35
odst. 3). Odpird-li autor takového dila udélit svoleni bez vaZného diivodu, mohou se tyto osoby domdhat nahrazeni chybéjiciho projevu
jeho vile u soudu. Ustanoveni § 35 odst. 3 zustdvd nedotceno.

(2) Neni-li sjedndno jinak, miZe autor skolniho dila své dilo uZit ¢i poskytnout jinému licenci, neni-li to v rozporu s oprdvnénymi zdjmy
Skoly nebo $kolského ¢&i vzdéldvaciho zarizeni.

(3) Skola nebo $kolské ¢&i vzdéldvaci zafizeni jsou oprdvnény poZadovat, aby jim autor $kolniho dila z vydélku jim dosaZeného
v souvislosti s uZitim dila ¢i poskytnutim licence podle odstavce 2 primérené prispél na uhradu ndkladd, které na vytvoreni dila
vynaloZily, a to podle okolnosti aZ do jejich skutecné vyse; pfitom se pfihlédne k vysi vydélku dosaZeného skolou nebo $kolskym ¢i
vzdéldvacim zarizenim z uZiti Skolniho dila podle odstavce 1.



ABSTRAKT

Cilem diplomové prace bylo zjistitiinnost gedkladanych bioprotektivnichéipravki na

zastaveniturstu a mnoZeriiisteriamonocytogenege vzorcich zrajiciho syru.

Listeria monocytogeneg grampozitivni, nesporulujici, mezofilni, falativné anaerobni,

k vnéjSimu prostedi pongrné odolna, ubikvitni, potraviny kontaminujici bakeriJako
patogen zfisobuje uclovéka alimentarni onemoéni — listeridzu. U zdravych jediac
probihacasto inaparent) ohrozeny jsou spiSe rizikové skupiny obyvatehichz nuze
vyvolat klinicky 3 hlavni formy listeridzy: gastmtestinalni forma, systémova listeridza, a
potraty a neonatélni listeriéza. diése antibiotiky, jedinou prevenci jailkdadna tepelna

Uprava potravin a dodrZzovani hygienickych opiat.

Jako material byly pouzity vzorky kyselého zrajicibyru a #kolik bioprotektivnich
piipravki. Ukolem celého experimentu bylo stanovit, zda g@ydbioprotektor schopen
zamezit fistu zandrné naakovanych bakteriiListeria monocytogeneslo pipravenych

vzorki syru.

Kli¢ova slovalisteriamonocytogenedisteridza, zrajici syr, bioprotektivnfipravek

ABSTRACT

The aim of diploma thesis was to find out the éfficy of submitted bioprotective
preparations for discontinuance of the growth arapagation olisteria monocytogenes

in samples of ripening cheese.

Listeria monocytogeness a gram-positive, non-sporebearing, mesophilagultative

anaerobic, quite resistant in external environmaijuitous, food-contaminant bacterium.
In population such a pathogen causes the alimermimsgrder — listeriosis. In healthy
persons it often proceeds as an inapparent infeammodanger are more likely risk groups
of inhabitants, where it can clinically cause 3g@ahforms of listeriosis: gastro-intestinal
form, systemic listeriosis, or abortions and neahdisteriosis. It is medicated by
antibiotics, the only one prevention is a good #@noof finish of food and keeping of an

environmental hygiene.



Samples of acid curd ripening cheese and seveyptdiective preparations were used as a
material. The aim of whole experiment was to deteemf the particular bioprotector is
able to reduce a growth of bactedidgsteria monocytogenegpurposely inoculated to

prepared samples of cheese.

Keywords:Listeriamonocytogenedisteriosis, ripening cheese, bioprotective prapan
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UvoD

Predklddana diplomova prace se v obecném pojeti Zapgeblematikou bakterliisteria
monocytogenesv potravinach, specializovanad je pak na experialentvySetovani

bioprotektivnich pipravka, které maji branit jejich vyskytu a pomnoZovamotravinach.

Listeria  monocytogenesje jediny pro ¢lovéka patogenni zastupce roduisteria
Morfologicky jde o grampozitivni, nesporulujici, dtké rovné tyinky. Jsou mezofilni,
fakultativne anaerobni, velmi odolné v podminkach okolniho fped$, citlivé k Eznym
dezinfekknim prostedkim. Jsou to saprofyté sliznic fevniho traktu teplokrevnych
Zivocichta, weetre ¢loveka, vyskytuji se vipdé, vodk a na rostlinach. K né&jstji
kontaminovanym potravindm gatsyrové maso, masné vyrobky, ryby, syrové mléko,

mlécné vyrobky, syrova zelenina ékteré lalidkaské vyrobky [6, 8, 14, 21, 25].

Listerioza je alimentarni onemasré lidi i zviat, které se v porovnani s ostatnimi
bakterialnimi infekcemi, jako je n&psalmoneldzaci kampylobakterioza, vyskytuje
pone¥rné vzacr. Presto je roné evidovano dkolik desitek pipadi, a ohrozeny jsou
piedevsim nasledujici rizikové skupiny obyvateidti,dt¢hotné Zeny, starSi lidé a obé&cn
osoby se sniZzenou imunitoutiZFhaky se liSi podle formy onemagn — od inaparentniho
pribéhu az po zavazné Zivot ohrozujici zdravotni kongué vzdy s ohledem na

momentalni zdravotni stav postiZzeného pacientébd ¢e antibioticka [6, 21, 25, 37].

Podminky vySe&bvani Listeria monocytogenes mikrobiologickych laboratidch je dano
skupiny potravin, u nichz je povinrésteria monocytogenesySetovat. Obecs Ize fici,
Ze jde o v3echny potravinyaané k pimé spoteke, coz jsou térx veSkeré derinlidmi
uzivané potraviny. Stanoveni je dto kvalitativni nebo kvantitativni, dle &gnych

legislativnich podminek. Vlastni postup stanoveroggt urcen legislative.

Bioprotektory jsou fipravky s bakteriostatickymcinkem, které jsou iidavany v uéitém
mnoZstvi do swsi polotovaru vyrobku, a jejichz Ukolem je zastdvalrstu a mnozeni

bakteriiListeriamonocytogenelsthem zrani syr. Nezabijeji vSak bakterie Ggln

Experimentélni ¢ast diplomové prace zahrnuje¢kolik studii s fiznymi typy
bioprotektivnich pipravki pouzivanych $ vyrobé kyselych zrajicich sy syry byly
posléze kontaminovany kmeneasteria monocytogenesa byla zkoumana schopnast

neschopnost bioprotektoeliminovat fist tohoto kmene.
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Jako cile diplomové prace byly stanoveny:

1.

o & D

Popsat bakterikisteria monocytogenegkozto mivodce listeriozy.

Oswtlit zakladni principy metod stanoveisteria monocytogenespotravinach.
Priblizit vyrobu kyselych zrajicich s§r které jsou pouzity jako pokusny material.
Popsat podstatuipobeni bioprotektdr

Stanovit bakteriostatickydinek predloZenych bioprotektivnichéipravki.
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|. TEORETICKA CAST
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1 LISTERIAMONOCYTOGENES

Taxonomické ziazeni: kmenFirmicutes
trida: Bacilli
fad:Bacillales
celad’: Listeriaceae
rod: Listeria

druh:Listeriamonocytogenes

Rod Listeria byl poprvé popséan v roce 1927 v souvislosti samiEmi u dobytka. Své
jméno pak dostal po britském chirurgovi Josephtekti (1827 — 1912), ktery zaved| do
chirurgie antisepticka opani [48].

Bakterie roduListeria jsou z morfologického hlediska grampozitivni, raspujici, kratké
rovné tginky se zakulacenymi konci, o velikosti 0,5 1@, ve starSich kulturach vytkei
vlaknité formy, vyskytuji se jednotiévnebo ve dvojicich. Jsou mezofilni, tzn. Ze optmhal
teplota fistu je 30 — 37 °C,iptéto teplot jsou nepohyblivé. V rozmezi teplot 20 — 25 °C
tvori peritrichalni btiky a jsou pohyblivé s charakteristickymiivim pohybem. Jsou
schopny Zit fi teplotach od 0 °C do 50 °C, pomalu se mnodithladirenské teplét4 °C,
coz je zavazny hygienicky faktor, degivaji i mraz. Genetai doba pi teplo& 4 °C je
30 — 40 hodin, $ teplot 8 °C jen 10 — 13 hodin. Toleruji hodnoty pH 4,8,6 s optimem
kolem pH 7. Déle jsou odolné proti vysychani, <nEmu kvaseni a hnilobnym prodes
Listeria jsou fakultativk anaerobni, katalaza pozitivni a rostou v bujérid €6 NacCl.
Proti kéZnym dezinfeknim prostedkim jsou vSak citlive. Spolehlévje nici steril&ni

teploty, [ pasteraci je nutné pouzit vysSsi teploty (nad @p[6, 8, 14, 21, 25].

Listeria jsou saprofyté a epifyté sliznigevniho traktuwiloveéka, skotu, prasat, ovci, pigk
ryb, kory§i, mlzi, hmyzu a hlodavic Jsou také hofnrozSteny ve vijSim prostedi,
vyskytuji se v jde¢, bahri, povrchovych vodach a na rostlinacikietré zeleného krmiva
[6, 8, 25]. Mohou byt izolovany Ziznych druli okolniho prodedi wetng farem,
meéstského progedi, girodniho prosedi, a stejéitak z potravingké vyroby a obchodnich
prodejen. Vyskyt vdchto prostedich niize byt znany, na farmach dosahuje az 20 % a
v mestském prosedi vice nez 5 % [4]. Vyznamna je takeé jejich sciug tvdit biofilmy,

a proto se v provozovnach udrzuji pong dost dlouho. Charakteristické je, Ze se ve

vyrobre i pres pravideld provadnou sanitaci udrzuji gsice az roky [23].
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K nejéastji kontaminovanym potravindm gasyrové maso a vané masné vyrobky, ryby,
syrové mléko a ¢&které druhy zrajicich s§r syrovd (mrazend) zeleninagkteré
lahadkaské vyrobky, zmrzliny [6, 14, 21, 25].

Obr. 1. Listeria monocytogenes v elektronovém rekapu [51].

Jediny pro¢lovéka patogenni zastupce rodusteria — Listeria monocytogenes- je
intracelularni patogen, za jehoZz schopnost pronikdo hostitelské hiky a mnozit se zde
odpovidaji faktory virulence. Za adhezi k hostitélduice jsou zodposdné povrchové
proteiny Ami, bakterialni adhezin a povrchovy pmotp104. K pfiniku do buiky slouzi
internalin A a internalin B tim, Ze indukuji fagaégu. Fosfolipazy C a listeriolysin O pak
narusi stnu lysozomu a umozni Boe dostat se do cytoplasmy, kde se mnozi, tytovearo
pusobi i jako cytolytické toxiny, hemolyziny. Na sv@movrchu pak vytv protein ActA,
ktery se vaze na aktin hostitelskénky, pomoci ®hoz vytvai jakysi "prst”, vylkZzek
obsahujici Zivou bakterii, ktery se zasune do siniskuiky a Listeria monocytogenedo
ni prestoupi, a takovymto apobem se #i dale. Ri oslabeni imunitniho systémute
napadat i leukocyty, monocyty, makrofagy nebo pasfonukleary, a vyuziva je ki&ni
po celém organismu a do cilovych orgaRrodukuje rovéZ exotoxiny a endotoxiny [51].
Sérologickymi metodami se na zakdaddliSnosti somatickych O antigenl — 4) a
bicikovych H antigef (a — e) rozliSuje 13 sérotfd.isteria monocytogenesl/2a, 1/2b,
1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e a "fi¢emz naprosta&Sina ripadi listeridzy
(asi 89 — 96 %) je tloveka zpisobenaiemi sérotypy 1/2a, 1/2b a 4b [6, 21, 44, 51].

Mimo Listeria monocytogengsati k vyznamnym zastugien rodu roviZ Listeria ivanovii
(patogenni pro zvata — listerioza ovci)listeria innocua Listeria welshimeri Listeria

seeligeriaListeria grayi
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1.1 Listerioza

Listeriéza je alimentarni onemaari lidi a zvfat. Infekni davka u zdravych jedificse
pohybuje kolem 1%) u rizikovych skupin (&i, starsi lidé, ¢hotné Zeny, osoby se sniZzenou
imunitou — onkologiti pacienti, HIV pozitivni, lidé s onemoénim ledvin, diabetici nebo
pacienti po transplantacich) je vyrazniz$i, asi 16 — 1 [21, 25]. Ri nedostaténé

Zaludeéni acidi¢ vSak infekni davka vyznamhklesa [3].

Cesta penosu je népstji pozitim kontaminovanych potraviti nedostatéené tepelré
upravenych potravin, vzagnkontaktem s nemocnou osobg@u zviretem. Mozny je i

vertikalni genos z matky na plod nebo na novorozertcpgrodu [6].

Inkubaini doba tohoto onemoéni je od rtkolika dni az po gkolik tydna (3 — 70 dii), a
to predevsSim v zavislosti na inf&ki davce, virulenci bakterii a zdravotnim stalovéka
[25]. Nefastji ¢ini 20 — 35 dad [3].

Spektrum Klinickych fiznali je velmi Sirokeé.Listeria monocytogenesapada biky
imunitniho systému a rozmnozZuje se v nich [8].d®staténé funkci imunitniho systému
k onemocgni bulto vibec nedojde, nebo préttme inaparentf) eventuald v podol
chiipkovych g@iznaki — hor&ka, bolesti kloub a sval, nevolnost, zvraceni, fgem,
faryngitida, sinusitida, tonsilitida. Komplikov&si pfipady probihaji jako meningitida,
meningoencefalitida, encefalitida a sepse, vyjimkmni ani Umrti postizené osoby.
Mortalita je asi 20 — 30 %, u paci@mad 60 let az 60 %. U plodu se listeriéza projevuj
infekci placenty, plodovych ohiah celkovym generalizovanym onemeéoim provdzenym
septikémii, ktera vede k potéamt ve druhém aiétim trimestru, narozeni mrtvych nebo
téZce nemocnych novorozendtei umiraji kratce po porodu (mortalita 30 — 50 %xI%D
mozné projevy listeridzy jsou endokarditida, peritola zvlas¢ u pacieni s cirhdzou
jater, kozni piznaky jako je vyrdzka nebo pudhRy zamrt spojivek, septicka artritida,

osteomyelitida nebo zapal plic [6, 21].

Vlastni mechanismus patogeneze zahrnuje 2 fazetestimaini a systémovou. Po
konzumaci kontaminovanych potravin kesteria monocytogenedostavaji do tenkého
streva, které kolonizuji a pronikaji skrz mukoézni Banido krevnihdecisté a lymfatického
systému. Bhem systémového i&hi jsou bakterie pomoci makrotagi dendritickych

burgk transportovany do jater, sleziny, lymfatickycHimzmozku a placenty [9].



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 17

Obecr rozliSujeme nasledujici klinické formy listeriog8j:

1) gastrointestinalni forma — postihuje zejména dlgspsoby, inkubéni doba 24 hodin az
10 dni; dochazi k naruSeni absorpce nutiientravicim traktu a ke zvySeni sekrece
tekutin; charakteristicka je hatlea, bolesti hlavy, nevolnost, zvraceni, abdominalni
bolesti a vodnaty nekrvavyigem

2) systémova listerioza — onemaai postihujici zejména rizikové skupiny osob; bakte
kolonizuji stevo, odtud pronikaji do krve a lymfatického systeudie do jater, sleziny,
Zluéniku a regionalnich miznich uzlin, nasléditechazi hematoencefalickou bariérou
do mozku, kde vyvolavaji meningitidu a encefalitidu€hotnych Zen pronikaji skrz
placentu a infikuji plod; mezi ifznaky pati hore&ka, bolesti hlavy, malatnost,
meningitida, encefalitida, bakteriémie a abscespatiach, nize dojit az k umrti

3) potraty a neonatalni listeriza -<€hbtné Zeny jsou extrémncitlivé k Listeria
monocytogeneke komplikacim dochéazi véetim trimestrughotenstvi= intrauterinni
infekce, pfinik do plodové vodyi ptimo do vyvijejiciho se ploduipdasné porody,
spontanni potraty, porod mrtvéhodtiét¢i neonatalni infekce dite; rozeznavame dv
formy neonatalni listeridzy: 1) akutni forma prajgei se infekci ploduifmo v ctloze
béhem 1 — 2 di, vysoka mortalita, 2) pozdni forma s inkdbadobou asi 14 dni,ip
niz dochazi k infekci plodu z vaginalnich cest wibghu porodu; fiznaky jsou

meningitida, dychaci potize, pneumonie,&apojivek, vyrazka, zvraceni ke

PrestoZze celositové jde o vzacné onemoéni (zhruba 1 — 9igpadi/1 000 000 obyvatel
za rok) a pedstavuje jen asi 0,02 % vSech onemdaciz potravin, je listerioza odp&sna

za piblizne 28 % umrti vyplyvajicich z onemo&m z potravin. Etom nékteré kmeny
Listeria monocytogenegsou vice virulentni a pra¢dodobrji odpowdné za tato

onemocgni z potravin (zejména 1/2a, 1/2b, 4b) nez jiné kyrd4].

Pokud bychom ckiti hlaSené pipady listeriozy spojit s ditym specifickym potravinovym
zdrojem, ¥tSina pipadi je vSeobeah Kklasifikovana jako sporadické infekce
s neidentifikovanym zdrojem. Tato obtizna detekstelliézy u lidi nfize byt zgmsobena
mnoZstvim faktal, nagiklad dlouhou inkubé&ni dobou a vznikem provazanychigadi

v Sirokém casovém rozmezi, ojedilym vyskytem listeriozy, anebo geografickym

rozptylenim jednotlivych fipadi [5].

Listeriéza je typicka svou vysSi prevalenéhém letnich rssiai, ziejmé kvali zvySené

produkcilisteriamonocytogenea wWtSim potizim s kontrolou hygieny preedi [44].
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K lécbe listeridzy se pouzivaji antibiotika penicilin, aitipn, vankomycin, ciprofloxacin,
lizenolidy, azithromycin, kotrimoxazol a fluorovacéinolony. Betalaktamovéa antibiotika
se pouzivaji v kombinaci s aminoglykosidy (hagentamicinem) [21, 51]. Naopak zcela
nel&inné jsou cefalosporiny [3, 21]. &éa trva 2 — 6 tydin v zavislosti na for nemoci.
Proti listeri6ze neexistujeckovani, jedinou prevenci jaikladna tepelna Uprava potravin a

dodrzovani hygienickych opgani [6, 21].

1.1.1 Listeri6za v CR

V Ceské republice podléha listerioza, stejako i jina infekni onemocini, povinnému

hlaseni do systému Epidat, jehoZ provozovateleBtgeni zdravotni Ustav v Praze.

Listerioza — oproti kampylobakteriozdm, salmoneidzéebo shigel6zdm — je péme
malocasté onemocmi, ran¢ je nahlaseno jen par desitekpadi (Tab. 1). Ve skuiosti
ale miZze byt tento p&et mnohem vysSi, a to jednak proto, Ze u zdravgdb grokhne
listerioza inaparenty jednak z dvodu, Ze do Epidatu byva z nigrejSich divoda

nahlasSena jetiast gfipadi.

Tab. 1. Srovnani ptu pripadi listeridzy a jinych bakterialnich /&vnich onemoeimi
v letech 2006 — 2012 [37].

2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012
Kampylobakteri6za 22 71824 254| 20175| 20 371| 21 164| 18 811| 18 387
Listerioza 83 51 37 32 26 35 32
Jin& stevni onemoceéni | 2471 | 2831 3305 3178 3343 4607 5169
Salmonel6za 2510P18 204| 11 009| 10 805| 8 622 | 8 752| 10 48P
Shigel6za 289 349 229 178 450 164 246

Odborna i laicka v@jnost si ¥ejmé pamatuje jakysi ,boom“ listeridzy z obdobi konce
roku 2006 a z&tku roku 2007, kdy se na popugkalika pozitivnich nalek v potravinach
zatala Listeria monocytogenemasivié vySetovat. To Ize také vigt v Tab. 2 a Obr. 2,

v téchto letech byl p&et pripadi listeriozy vibec nejvyssi.

Tab. 2. Pdet hlaSenychfipad: listeridzy v letech 1997 — 2012 [37].

Rok 1997 | 1998 | 1999 | 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004
Pocet piipadi 10 10 13 22 20 20 12 16

Rok 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012
Paet piipadi 15 83 51 37 32 26 35 32
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Obr. 2. Paet hlaSenychppad: listeridzy v letech 1997 — 2012.

V Ceské republice je dlouhoddlevidovana nizka nemocnost listeri6zou. V roce 2666
nemocnost postugnzvySovala a maxima dosahla v listopadu a prosikdy bylo
nahlaSeno celkem 4lipadi. Celkem bylo v roce 2006 nahlaen@easké republice 83
piipadi onemocsni, stim, Ze vSechna onemeéoh byla laboratoréh potvrzena.
Laboratorg byly vSechny izolaty zazeny k sérotypu 1/2a. V nasledujicim prvitrrtleti
2007 bylo hlaSeno dalSich 23 onemirdn Z celkového pétu piipadi doSlo ve 13
piipadech k amrti, z toho u 11 seriioa 2 novorozeng v 11 g@ipadech byla hlaSena
novorozenecka listeridza a ve dvotipadech doSlo vigledku infekce gravidnich Zen
k abortu. V anamnéze velk&sti nemocnych byla zji&ta konzumace gkterych drulid
zrajicich syi a latidkovych salét [48]. Od té doby ma listerioza®eské republice a

ponerné nizkou incidenci.

1.1.2 Listeri6za ve s\w¥té

Od listopadu 1999 doibzna 2000 hlasilo Narodni refetan centrum v Pasteurdv
institutu v P&izi 26 gipadi onemocini zpisobenycHh_isteria monocytogenesérotyp 4b.
Z postizenych zeikelo 5 dosplych a 2 novorozenci, a u jednéhotné Zeny praihl

spontanni potrat. iipady byly zaznamenany na 21 rozdilnych mistechctazského

Gzemi. K onemoai doslo po konzumaci vépvého jazyka v aspiku [43].
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V obdobi od k¢tna do prosince 2000 bylo klinicky potvrzeno 38ippdi listeriozy
sérotypem 1/2a v 11 statech USAugpbenych pozitim Ktiho masa. Ztoho bylo
postizeno 8&hotnych Zen a 22 dalSich osob. Doslo ke 4 amrtgpatratim [31].

Od srpna 1998 do ledna 1999 bylo v AttamtUSA hlaSeno 50 onemaam listeridzou.
Pivodcem onemocmi bylaListeriamonocytogeneserotyp 4b zjigna v parcich v rohliku

a delikatesach z masa. Zi&to 6 dosplych, u 2 thotnych Zen doSlo k potratu [43].

Epidemie listeriézy v severni Italii v ktnu 1997 spojena s pozitim studeného kidaeho
saladtu s tadkem postihla 2189 lidi. &Sinu postizenych tudli déti a personal dvou
soukromych Skol a studenti univerzity v TurirKlinické priznaky byly hlaseny u 1566
osob, hospitalizovano jich bylo 292. Nato bylasteria monocytogenessérotyp 4b

izolovana z biologického materialu postizenych vzerki kukuficného salatu [2, 43].

Za zminku stoji i epidemie z roku 1996 ve Finskouvislosti s konzumaci vakubv
baleného uzenéeho pstruha. Etippsob doslo k hokmaté gastroenteritégl pivodcem byla

Listeriamonocytogenesérotyp 1/2 [43].

Na prehlidce holStynskych krav dervenci 1994 ve stétlllinois se vyskytlo 58 fipadi
gastroenteritidy a hotky u osob, které konzumovali pasterovaig&oladové mléko. Ze

vzorku zbylého mléka byla nasledizolovanalisteria monocytogenes2b [13].

Listeria monocytogenesérotyp 1/2 zfisobila v letech 1991 — 1992 na Novém Zélandu

onemockni u 15 osob. ®/odce byl izolovan z originalniho baleni uzenydwsk [43].

V USA v letech 1973 — 1992 bylo hlaSeno 32 epiddistiériozy zmisobenych konzumaci

syru vyrobeného z nepasterizovaného mléka. K (dogio u 58 postizenych [43].

V roce 2012 byla na farérw Irsku @i rutinnim odkru syrového mléka zji8ha gitomnost
Listeria monocytogenegiicemz séry z prostedi farmy byly negativni. Proto bylo vSech
180 krav rozdleno do 9 skupin po 20 kravach a vysatsngsny vzorek kazdé skupiny.
Pozitivni skupina byla nasledindividualré odebrana a jednotlivé vzorky analyzovany. U
pozitivni kravy pak byly odebrany vzorky z kazdert¢ vemene a vyS&ny. Byl zjiSEn

jediny pozitivni kus, a to z pravégqunictvrté vemene, zbytek stada byl negativni [18].
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1.2 Legislativa vztahujici se kListeria monocytogenes

Nejzasad®Sim a pro provozovatele potravis&kych podnik zavaznym pedpisem je
Nafizeni Komise (ESX. 1441/2007 (v praxi séasto stale pouzivaapodni oznaeni
predpisu¢. 2073/2005) o mikrobiologickych kritériich pro pa¢iny. Skupiny potravin, u
kterych se Listeria monocytogenesvySetuje, jsou uvedeny v kapitole 1. Kritéria
bezpé&nosti potravin, konkréthbody 1.1, 1.2 a 1.3 (Obr. 3).

Plin adbém Lty
Kategarie patrarin Nﬁtlx;‘gam“g gfﬂfh veerhd ) Am]’::‘: dj‘[e,]mm Fize, na nid se hritérinom vztshuje
T = [ =
1.1 Potaviny wrfené k pfimé spotfebé pro kojence | Listeria manogytogmes 10 1] nepfitomnast ve 25 g ENJIST 11290-1 produlty wwedené na wh béhem doby tdrinost
2 potaviny urfené k pfimé spotfebé pro zvliini
1&Eebné vkely ()
1.2 Potaviny uréené k pimé spatfebé, lteré I]::»cudpcu— Listeria manogytogimes 5 1] 100 KTjjg % ENJISO 11290-2 (% | produkty wwedené na wh behem doby vdrinost
iji ritst L managtogenss, jiné ref pro kojence
2 pro zvlifn 1éZebné tiely
5 0 nepfitomnast ENfIST 11290-1 pied tim, nef potravina opust bezprastfedni kontralr
ve 25 git prowozowtele potravindfského podnila, ktery ji wyrobil
1.3 Powaviny urfené k piimé spotfebe, kneré nepod- | Listeria monosgytogmes 5 a 100 KTjlg ENJISO 11290-2 (% | produkty wvedené na wh behem doby ddrinosi
pani rist L. monagriagenss, jiné neZ pro kojence
a pro zvlddni EEebné dely (% ()

Obr. 3. Céast tabulky z Né@zeni Komise (ES)y. 1441/2007 obsahujici kritéria pro
vySefovani Listeria monocytogenes pro jednotlivé kategpotravin [28].

n paet jednotek tviicich vzorek

c paet jednotek vzorku, jejichZz hodnoty lezi mezaM
m  limit, kterému musi vyhovovatvzorki
M

limit, kterému musi vyhovovatvzorki } u bodu 1.1 aZ 1.3 se tyto limity rovnaji

DalSi legislativni pedpisy, ve kterych se setkdmkisteriamonocytogenes

- CSN 56 9609 Pravidla spravné hygienické a vyrobak@r— Mikrobiologicka kritéria
pro potraviny — tato norma je dena jako navod pro stanoveni a aplikaci
mikrobiologickych kritérii pro potraviny v kterémko stadiu potravinovéhoetzce, od
prvovyroby az ke konmému spakbiteli; sodasti je kapitola B.5.2 Tolerované hodnoty
pro jednotlivé druhy, skupiny nebo podskupiny paitra

- Priloha 4 Federalniho zakona ,Technickégpisy pro miéko a mé@é vyrobky", ktera
udava povolené hodnoty obsahu mikroorgaiisnproduktech zpracovani mlékdi p
jejich uvadni do okkhu

- VyhlaSka 132/2004 Sb., o mikrobiologickych poZzadelaa potraviny, zjsobu jejich
kontroly a hodnoceni <'gsto, Ze je tato vyhlaska jiz zruSena, stale jexivyuzivana

- VyhlaSka 375/2003 Sb., kterou se prayjadéektera ustanoveni zakoa166/1999 Sb.,
o veterinarni p& a o znén¢ nekterych souvisejicich zakén(veterinarni zakon), ve

znéni pozdjSich edpidi, a o veterinarnich pozadavcich na Zigoé produkty
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1.3 Laboratorni vySetireni Listeria monocytogenes v potravinach

1.3.1 Odbér vzorka

Vzorky se odebiraji ndhodnym Wem nebo zagrnym vykeérem [10]:

- vzorkovanym celkem by &ha byt vyrobni Sarze, jefiast nebo dodavka

- v piipact vySetovani dodavky, ktera se sklada z vice Sarélarny se vySéeni provést
oddkler¢ pro kazdou Sarzi

- vzorky by se nily odebirat v dostat®ém mnozstvi (i proffjpad opakované analyzy)

- zavzorek se povaZujedité mnoZzstvi vyrobku odebrané ze vzorkovaného celku

- mikrobiologické vySeeni se provadi kontrolou jednim \Wbm (,vybérova kontrola®),
kdy se o posouzeni Sarze rozhodne podle vysledkwoi® vykru v rozsahun

- pri vybérové kontrole se vyberou vzorky ze Sarze ¥tpo nahodnym vybrem

Odbér vzorkn provadi opravéna osoba, ktera nese odpdmost za spravnost provedeni
odkeru. Pro mikrobiologické vyS&gni se nejasgji odebiraji vzorky vychozich surovin,
pomocnych latek, fazové vzorky vimehu vyroby, hotové vyrobkyci skladované
potraviny. Pokud se soéasré odebiraji vzorky k mikrobiologickému i chemickému
vySeteni, odebiraji se zasadmejprve vzorky k vySéeni mikrobiologickému. Musi se
pouzivat sterilni néni a vzorky se odebiraji do sterilnich vzorkovrx.odEru musi byt

vyhotoven protokol o odiou vzorki a vyplni se i Zzddanka o laboratorni vy8et [8].

Zpusoby odiru se liSi podle konzistence a velikosti vzgrinag. kusové vyrobky se
odebiraji po #&kolika kusech ziznych mist a hloubek, tekuté a kaSovité materialps
promichani odebiraji sterilni pipetou nebo kovomatEractkou nebo pomoci vypoustiho
ventilu apod., u materi@lsmiSené konzistence se odebiraji vSechny sloZigbky, a to
v pontru, v jakém jsou ve vyrobku zastoupeny [8ti &dberu sera z prostedi by néla
vzorkovana mista zahrnovat zejména povrcignych zaizeni, se kterymi fichazeji
potraviny do styku, a také mista, kdelssteria monocytogenesize usadit a mnozit, a

slouzi tak jako rezervodry tohoto patogenniho nakganismu [44].

Na odkr vzorki bezprostdré navazuje jeho #eprava, uchovavani a zpracovani
v laboratdi. K prepra¥ vzorki se pouzivaji izné izotermické obaly s chladicimi
vlozkami nebo s pevnym GO(suchy led), fenosné chladoky, mrazici boxy atd.

Transportni teplota musi byt dodrzena po celou gepravy do laborate [8].



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 23

1.3.2 Kultiva éni pady

Kultivaéni pady pouZivané i vySefovani Listeria monocytogenes v¢etné pad

pouzivanych p konfirmatnich testech [11, 12]:

poloviéni bujon podle Frasera — tekutd selektiviitlg pro primarni pomnozeni se

snizenou koncentraci inhdmich slozek

cely bujon podle Frasera — tekutd selektiviida pro sekundarni pomnoZzeni s plnou

koncentraci inhildinich slozek

agar ALOA — tuha selektivnitjpla
agar RLM — tuha selektivniapa
agar PALCAM - tuha selektivniuoga
agar Oxford — tuh& selektivniiga
TSYEA - tuha neselektivniupa
TSYEB - tekuta neselektivniiga
agar s ovi krvi

bujon k testovani vyuzivani cukr

agar k testovani pohyblivosti

Vzhled kolonii rodu.isteria na tuhych kultivanich pidach [8, 11, 12]:

ALOA — Listeria monocytogenesvoti modrozelené kolonie obklopené nipednou

kruhovou zonou precipitace, které sday fiké tzv. halézona

RLM - Listeria monocytogenesoste v modrych koloniich bez 2y barvy média,
Listeria ivanovii v modrozelenych koloniich se Zlutou okolni zonkalonie Listeria
innocuajsou bilé, a kolonitisteria welshimeria Listeria seeligeribilé rekdy se Zlutym

okolim

PALCAM - rod Listeria vytvéi drobné Sedozelené nebo oli¢ozelené kolonie o
velikosti 1,5 — 2 mmgasto ernym vkleslym sedem, obklopené Bdocernou zénou
agar Oxford — rodListeria roste v drobnych Sedavych aZ nazelenalych koloniic

s vkleslym stedem, obklopenycternou kruhovou zénou, fomér kolonii 1 —2 mm

KA — zastupci rodiListeria rostou na krevnim agaru jako drobné naSedlé ke)gud

koloniemi s viditelno-hemolyzou (s vyjimkodlListeria innocua— bez hemolyzy)
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ALOA RLM PALCAM KA
Obr. 4. Rist Listeria monocytogenes na tuhych kulthiah pidach [19, 46].
1.3.3 Kovalitativni stanoveni

Kvalitativni stanoveni neboli metodaugazu Listeria monocytogeneskdy se zjisuje
piitomnostéi negritomnostListeria monocytogenes navazce 25 g vzorku. Vysledek se

v tomto gipadt vyjadiuje jako negativni/25 § pozitivni/25 g.
Schéma kvalitativniho stanoveni je uvedeno v Tapo@8robuji bude popsano dale.

Tab. 3. Schéma postupu stanovenikpeu Listeria monocytogenes [8].

PRIMARNI 25 g vzorku + 225 ml ¥ Fraser
POMNOZENI 30 °C, 24 hodin, aerobn

SEKUNDARNI 0,1 ml kultury + 10 ml cely Fraser
POMNOZENI 37 °C, 24 — 48 hodin, aerobn

IZOLACE ALOA nag. RLM, PALCAM...

37 °C, 24 — 48 hodin, aerobn 37 °C, 24 — 48 hodin, aerobn

5 charakteristickych kolonii
(z kazdé plotny)

konfirmaini testy

KONFIRMACE (hemolyza, CAMP test...)
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Interpretace vysledkvySeteni [28]:
- vyhovujici, pokud vSechny zji&té hodnoty poukazuji na némnost bakterie

- nevyhovujici, pokud jefitomnost bakterie dena v kterékoli jednotce vzorku

1.3.4 Kvantitativni stanoveni

Kvantitativni stanoveni neboli stanovenicpo Listeria monocytogeneskdy se zjiSuje
pocetni zastoupeni bakteliisteria monocytogenes navazce 10 g vzorku, a vysledek se

udava jako KTJ/g nebo KTJ/mlfipemz stanoveny limit je 100 KTJ/g, resp. 10 KTJ/ml.

Pripady, kdy se vys#ije paet Listeriamonocytogenel28]:
- potravina ma pH 4,4
- potravina ma a< 0,92
- potravinama pH 5,0a<0,94
- potravina s dobou udrznosti pod 5idn

- jiny opodstatiny divod (nag. potraviny dovezené ze zahramich zemi)

Schéma kvantitativniho stanoveni je uvedeno v Fapodrobsji bude také popsano dale.

Tab. 4. Schéma postupu stanoventypdisteria monocytogenes [8].

RESUSCITACE 10 g vzorku + 90 ml ¥2 Fraser
20 °C, 1 hodina, aerobn

roztr 1 ml suspenze vzorku na tuhidy

INOKULACE 37 °C, 24 — 48 hodin, aerobn

5 charakteristickych kolonii
(z kazdé plotny)

konfirmatni testy

KONFIRMACE . o .
(biochemické, hemolyza, CAMP test...)

ODECTENI VYSLEDKU stanoveni pétu Listeriamonocytogenes

Interpretace vysledkvySeteni [28]:
- vyhovujici, pokud jsou vSechny zggié hodnoty 100 KTJ/g
- nevyhovujici, pokud je kterakoli hodnota > 100 Ky J/
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1.3.5 Konfirma ¢ni testy

Konfirmace bakterii rodlisteria

Kolonie pro konfirmaci se vybiraji tak, Zze z kaad@ckované plotny se vybere 5 kolonii
suspektnich jako kolonie bakterii rotlisteria, pokud jich na jedné plotrroste méa nez
pét, vyberou se vSechny. Kazda takto vybrana kolseigozdékuje na plotnu s TSYEA.
Misky se poté inkubujiip 37 °C 24 hodin nebo dle geby i déle. Typické kolonie maiji
pramér 1 — 2 mm, jsou vypouklé, bezbarvé a rispitné, maji celistvy okraj. S takto
vykultivovanymi typickymi koloniemi se pak prov§dnasledujici konfirméni testy [11,
12]:

» prikaz katalazy — ziskana kolonie se na podlozninglskisuspenduje v kapce roztoku

peroxidu vodiku, pozitivni reakci zéidbezprostedni vznik bublin kysliku

= Gramovo barveni — z jedné ziskané kolonie se zlhgboeparat a obarvi se podle
Grama, bakterie rodulisteria se jevi jako grampozitivni Stihlé kratké&ityky [11, 12]
(Obr. 5); preparatiglijeme roztokem krystalové violeti a nechanisqbit 20 — 30 s>
barvivo slijeme, ale neoplachujeme vodett prelijeme Lugolovym roztokem a
nechame fisobit 20 — 30 s= rychle oplachneme s#si aceton-ethanol, oplachujeme
dokud odtéka barvivo (max. 30 s) a oplachneme vogeudobarvime roztokem
safraninu nebo karbolfuchsinu 60 = oplach vodou a ususeni [7]ildni na
grampozitivni a gramnegativni bakterie je zaloZeaoffizné stavb jejich bakterialni
sttny: grampozitivni bakterie maji &tu tvaenou proteoglykanem a polysacharidy,
kterymi prochazi kyselina teichoova, tak#e lparveni se krystalova vidledostava do
burék a tvai s Lugolovym roztokem modrou komplexni barvu, &loneni schopny
prostoupit but¢nou sénou a rozpustit tento komplex, a dobarveni dodéateiin
tmaw fialovou barvu, oproti tomu gramnegativni baktemaji sénu tvaenou tenkou
vrstvou proteoglykanu a vrstvou lipopolysacharithkZze i stejném postupu dochazi
k vyplaveni komplexu alkoholem a k odbarveni, debaim se pak bakterie zbarvi

cervert [35]
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Obr. 5. Gramovo barveni — Listeria monocytogenégs [9

= testovani pohyblivosti — ziskana kolonie se suspgende zkumavce sipou TSYEB a
inkubuje se i teplo& 25 °C po dobu 8 — 24 hodin, dokud se neprojeviytuakal, poté
se kapka této suspenzéepese na podlozni skkio, prekryje se krycim skikem a
prohlizi se pod mikroskopem, bakteriésteria se jevi jako Stihlé kratké dpnky
s trhavym pohybem; jako dalSi alternativu Ize vytestovani pohyblivosti vpichem do
agaru ktomu weného, ktery se pak inkubuj&i geplo& 25 °C po dobu 48 hodin,
hodnoti se charaktetistu podél vpichu, iemzZListeria vykazuje typicky destnikovity

rast (tj. ist ve vSech s#mech od linie vpichu, s konvexni linii pod povrchefry)

KonfirmaceListeriamonocytogenes

Dale je mozno pokemvat v konfirmaci, zda se jedna o drufsteria monocytogenes

témito konfirmanimi testy [11, 12]:

= test k ptikazu hemolyzy — pokud morfologické a fyziologickéaky a katalazova reakce
swed¢i pro moznou fitomnost bakteriListeria, na@kuji se plotny agaru s évkrvi ke
zjisténi hemolytické reakce; vzdy jedna kolonie z kazkigumané kultury izolovana na
TSYEA se nadkuje vpichem jehlou na jiné misto agaru, spolénsito vpichy se
naakuje i pozitivni kontrolni kulturalisteria monocytogenes negativni kontrolni
kultura Listeria innocug po inkubaci pi 37 °C po dobu 24 hodin se plotny prohliZzeji
proti jasnému sstlu a hodnoti se hemolyzhisteria monocytogenesgytvéi uzkeé jasné
prasvitné zoény B-hemolyzy, Listeria innocua nevytvd&i hemolyzu v okoli vpichu,
Listeria seeligerivytvati slabou zonu hemolyzysteriaivanovii obvykle vytvéi Siroké
jasné ohrariené zényB-hemolyzy

= vyuZzivani cukié — bujony k testovani vyuzivani cudkrhamnézy a xylozy sechuji
kulturou vyrostlou v TSYEB a inkubuji sé¢i37 °C po dobu az 5 dnpozitivni reakce,

tzn. tvorba kyseliny, se projevi Zlutym zbarveniingghem 24 — 48 hodin
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= CAMP test — na agar s &ivkrvi se v rovnobznychc¢arach na opgaych stranach plotny

naaikuji testovaci kulturyStaphylococcusaureus a Rhodococcusequi testované a

kontrolni kmeny I(isteria monocytogened.isteria innocuaa Listeria ivanovi)) se pak

ockuji podobnym zpsobem v rovnok¥nych carach, ovSem v kolmém €nm na

testovaci kulturycary se nesii navzajem dotykat, ale jsou od sebe vzdaleny asi

1 — 2 mm, plotny se inkubujitip37 °C po dobu 24 hodin; pozitivni reakce testaran

kmene s kmenemRhodococcugqui se projevi 5 — 10 mm Sirokdithemolyzou ve

tvaru Sipky, za negativni se povaZzuje vznik Uzkéyzlabé hemolyzy oi&ie cca 1 mm,;

pozitivni reakce testovaného kmene s kmestaphylococcuaureusse jevi jako mala

zaokrouhlena z6nf-hemolyzy o dce gesahujici ndist testovaného kmene jen asi o

2 — 4 mm a lokalizovana uvhitony slabé hemolyzy vytvené kulturouStaphylococcus

aureus Listeriamonocytogenesiroké zény hemolyzy v jeho okoli nevytvgObr. 6)

0zka zona hemolyzy Listeria monocytogenes

Listeria innocud

bez hemolyzy

Listeria ivanovii

irokd zona hemolyzy

Obr. 6. Schéma CAMP testu [11, 12].

Tab. 5. Reakce konfirrdaich tesi k identifikaci rodu Listeria [8, 11, 12].

Druh Hemolyza Tvorpa kyseli,ny CAMP test _

rhamnézg xyléza | S. aureu§ R. equi
L. monocytogenes + + - + -
L. innocua - Vv - - -
L. ivanovii + - + - +
L. seeligeri (+) - + (+) -
L. welshimeri - Vv + - -
L. grayisubspgrayi - - - - -
L. grayi subspmurrayi - V - - -

(+) slabareakce

+  pozitivni reakce
- negativni reakce
V  variabilni reakce
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V sowasnosti se pouZzivaji také moderni konfiémiametody:

» PCR = polymerazov#&etézova reakce — Ize ji vyuzit k detekdsteria monocytogenes
piimo v potravinach, k identifikaci izol&t k identifikaci vybranych sérotyip ¢i
k detekci gefi kodujicich produkci jednotlivych faktdivirulence (nap listeriolysin O,
internaliny) nebo gehrezistence k antimikrobialnim latkam [9]; prindd&R je zalozen
na vyuziti enzymu DNA-polymerazy pro opakované koydni templatové molekuly
DNA, syntéza jetizena kratkymi oligonukleotidy (primery), které edsji na
templatovou DNA na z@tku a konci amplifikovaného fragmentu, kazdy primeaguje
s jinym vlaknem pvodni dvoudtettzcové DNA, mnohonasobné amplifikace je dosazeno
opakovanimii zakladnich krok: denaturace, hybridizace a syntéza novych viaely,
proces amplifikace probih& v termocykleru, k detek@mnozenych PCR produkie
negasgji vyuzivana elektroforeticka separace v agarézov@elu s naslednym
obarvenim v roztoku ethidium bromidu a vizualizactransiluminatoru pod UV

switlem, kde ethidium bromid oranzé¥uoreskuje [7]

» PFGE = pulzni gelova elektroforéza — metoda zal@Zendleni velkych molekul DNA
pomoci stidavého elektrického pole, takze je mozné dosahmt#iho rozkladu
molekul v porovnani sdinou elektroforézou v agarézovém gelu, PFGE ¢asto
vyuziva ke stanoveni patodgerfako Salmonella Shigella Escherichiacoli (véetrg
0157), Campylobactera Listeria — v epidemiologickych studiichédhto patogeh je
metoda povazovana za ,zlaty standard“ [32]; bylokazano, Ze vykazuje vysSSi
rozliSovaci schopnost nez rapsérotypizace, kterou lze rozliSit 13 sérditypomoci
PFGE se poddo rozpoznat vice nez 30@zanych PFGE typ Listeria monocytogenes
izolovanych z girodnich zdraj [15]

» MALDI-TOF - typ hmotnostni spektrometrie, jejiz peip spd@iva v tom, Ze laserove
vyboje o utité vinové délce zjsobi tkavost analytu vazaného na matrix, talsgbici
energie vyvola vznik oblakwastic (smés nabitych ioni a nenabitych molekul),
elektrické pole pak extrahuje a urychluje iontyerktjsou odéleny na zaklaél ponmeru
hmotnost/naboj a dale unaseny trubici k detektata,je nérencas piiletu jednotlivych
castic, tentatas pfiletu je gimo umérny poreéru hmotnost/naboj sledovaného analytu,
piicemZ obeca plati, Zecim menSi hmotnost, tim krat&s piletu, a naopakiim vétsi
hmotnost, tim del3fas piletu, veSkera nasbirana data jsou p&npsena do gdace,

kde jsou nasledinvypaiitany @islusné hmotnosti anafy{38]
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= VIDAS imunodetekce — jde o stanovertitpmnosti bakteriListeria monocytogenego
pomnoZeni v kultivénich médiich pomoci dvojndsobné specifické ELFAkecea
piistrojem miniVIDAS, picemz ELFA reakce ifstrojem miniVIDAS je takova
imunitni reakce, kde dojde k navazani antigenntchkgir ve vySavaném objemu
vzorku na specifické protilatky a nasledné detedesi4-methyl-umbelliferyl-fosfatem
jako markerem fluorescence; princip: pomnozenéosiaaé bakterialni druhy se usmrti
varem, v pistroji miniVIDAS prokEhne imunologickd reakce vazby specifickych
protilatek ve specifickém stripu a reakce s mankefieiorescence, tato fluorescence je

opticky zméfena, a porovnanim proti hodsatandardu vyhodnocena [36]

» ELISA — imunochemickd metoda zaloZena na reakdégemti s enzymaticky zganou
specifickou protilatkou (ndp kienova peroxidaza), kdy je afema protilatka navazana
na povrch mikrotitréni destéky a dochazi k reakci s antigenem, a nasiddmverzi
bezbarvého substratu na barevny produkt [7], takiakly barevny produkt je pak
snadno vyhodnotitelny vizuaimebo spektrofotometricky [46] (Obr. 7)

Krok 1 Krok 2

o D

[ o
-

YYYY Y@

Na povrch testovaci jamky jsou adsorbovany | Do jamky pfidame pomnozeny vzorek potraviny.
protilatky specifické pro cilovy antigen.

Cilové antigeny se vazou na specifické protilatky.

Naslednym promyvanim odstranime zbytky vzorku a
nenavazany antigen.

Krok 3 Krok 4
[r] s LR
AN A et e
Pve e eye @
Do jamky piidame enzymaticky znacené protilatky. Do jamky piidame substrat.
Protilatky se vazi na antigen a vytvaii ,,sandwich®. Enzym katalyzuje pfeménu substratu na barevny
produkt.
Naslednym promyvanim odstranime nenavazané
znacené protilatky. Nasleduje vyhodnoceni vysledka.

Obr. 7. Schéma — hlavni kroky metody sandwich E[98A



UTB ve Zling, Fakulta technologicka

31

2 KYSELE ZRAJICI SYRY

Podle FAO/WHO jsou syry definovany jako & vyrobky vyrobené srazenim ré

bilkoviny z mléka fisobenim s§dla nebo jinych koagutaich cinidel, prokysanim a

odctlenim podilu syrovatky. Z pohledu svého sloZenitipatry k nejhodnotjSim

potravinam, nehd jsou zdrojem esencialnich aminokyselin, bilkovinlécného tuku,

vapniku, fosforu a vitaminskupiny B. Diky nizkému obsahu nifého cukru — laktozy —

mohou syry konzumovat i lidé s intoleranci lakt¢xy, 24].

Kysely syr je takovy syr, u&moz se v technologii vyroby upiatje pouze kyselé srazeni,

tzn. srazeni pomoci ndgych kultur [17, 24].

Zrajicim syrem je pak syr, u kterého po prokysané¢hdzi k dalSim biochemickym a

fyzikalnim proced8m. Podle zpsobu zrani rozeznavame syry zrajici na povrchuy syr

zrajici pod mazem (od povrchu kerestu) a syry zrajici vcelé hnot[17]. Pro

experimentalnéast diplomové prace byl pouzit druh kyselého syajiciho pod mazem.

Parametry, které se kr@nhisteria monocytogenegySetuji u sy, uvadi Naizeni Komise
(ES) ¢. 1441/2007 v kapitole 2. Kritériaygieny vyrobniho procesu (Obr. 8), a také

C'SN 56 9609 (Obr. 9).

. N - -
Kategarie patravin i odbim vkt O rmy 0 I:miﬂyhd“ m{e; Pize, ma ¥ oe britérinm vatahug | PR pipadi nevyhawgicich
- - - v néni metoda () wjeledki
222 Sjry wrcbené z o tepelné | E soff 5} 5 2 100 KTjlg 1000 KTjlg 50 v thovém okamiar béhem | zlepieni  hygieny  viroby
adetfeného mléka & wpelné 16649-1 neba | wrabniho  procesw, kdy s | 4 vybéru suravin
adetfend sprovitky 2 Efepok]édé mejvyisi  pofet
alterii E. colf (8
223 Sy wrobené ze sprového | Koagulizopozi- 5 2 10* KT]lg 10° KTjlg ENSO 6388-2 | v takowdm okamite behem | zlepieni  hygieny  wiroby
ek tvni  stafyle- virobniho  procesw, kdy se | a vybére surovin polud jsou
kaky Ff}?ﬁ‘ﬁdé nejupsi pofet stafy- z.ji.ité’]gr hodr;lcrty =105 KTJfg,
124 Sjry vyrcbené 2 midks, kreré | Kosgulizopozi- 5 2 100 XTj) 1 000 KTJ} ENJISO oko sl byt pilsusnd patie sia
bylo podrobeno  miimu u'mfu ﬁ}dof § d 63281 nebo 2 ysetiens 2 suafylokokove
tepelnérme ofetfeni  ned | kaky enteratoiny
pasterizad [}, a zrajid syry
wjrobené z pasterizovaného
& silndji tepelné cbetfenéha
mléka neba 2 pasterizowané
& silngi tepelrg  ofetfené
srovitky [}
225 Nezrajid mékké syry (Perstvé | Koagulizopozi- 5 b3 10 KT]lg 100 KTjig ENJIST kanec vjrobniho procesu zlepieni  hygieny  vyraby:
sy vprobené | tivni  stafylo- 68881 nebo 2 pokud jsou zjisdny hodnaty
2 pasterizovaného & silngi | kaky =105 KT|lg, musi bt
epelné  oletfeného  midka plisluind partie sira vietfena
mbo 2 pasterizowné & na stafylokokové enterotoainy
silngi tepelné ofetfené syro-
withy (7}

Obr. 8. Cast tabulky z N&zeni Komise (ES). 1441/2007 obsahujici kritéria pro

vySetovani sy [28].

n  paet jednotek tviicich vzorek
c pcet jednotek vzorku, jejichZz hodnoty lezi mexaM
m  limit, kterému musi vyhovovatvzorki

M limit, kterému musi vyhovovat vzorki
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B52.49 Syry
B.554.98.4 WM&kké syry zrajici, plisfiové syry

n c m M
Koliformni bakterie 5 2 104 10°
Escherichia coli 5 2 10° 10°
Koaguldzopozitivni stafylokoky 5 2 10° 10°
Listeria monocytogenes 5 4} 0125 -

Obr. 9. Tabulka £SN 56 9609, ve které jsou uvedeny tolerované hgdnot

specifikované pro zrajici syry [10].

2.1 MIéko jako surovina pro vyrobu kyselych syni

Mléko je sekret migné Zlazy savt uréeny k prvotni vyZi¥ jejich mlal’at, proto se jedna o
komplexni potravinu obsahujici vSechny nirigi vyznamné latky. Ve vyZziv clovéka je
vyznamné pedevsim jako zdroj vapniku. K vyrdbsyni se pouziva neépsgji mléko
kravské (celosstove asi 85 %), v mensi @ mléko od jinych druhhospodéskych zvfat,
nag. kozi, o¥i, buvoli. Na 1 kg syru je piba kolem 10 litt mléka [22].

Syrové mléko musi byt poripeti do zpracovatelského zavodu co nejrychlejilazéno na
teplotu nepesahujici 6 °C a udrZzovandgi péto teplo¢ az do zpracovani.rfpadre miaze
byt syrové mléko uchovandipryssi teplo, pokud proces zpracovanicna bezprosedre
po nadojeni nebo do 4 hodin otljgti ve zpracovatelském zawgdhebo pokud fislusny
organ povoli vy3Si teplotu z technologickychivddi souvisejicich s vyrobou ¢itych
mlécnych vyrobKi. V syrovém kravském mléce a@ném pro vyrobu syrmusi byt CPM
pii 30 °C < 300 000 KTJ/ml, ve zpracovaném kravském mlécengm pro vyrobu syr
pak CPM pi 30 °C < 100 000 KTJ/ml [29]. Mléko musi pochazet od zdvylojnic,
nesmi obsahovat inhibni latky a musi vykazovat typické senzorické vlastn[22]. Pro

vyrobu syfi neni vhodné mléko na&#ku a na konci laktace [24].

NejvyznamgjSim pozadavkem na jakost syrového mléka je milélobiistota. Ma vliv
nejen na trvanlivost, ale také na technologickéstwasti suroviny. ® hodnoceni
mikrobialni kvality mléka jsou, vedle celkového ¢po mezofilnich mikroorganisin
sledovany pedevsSim koliformni bakterie jako indikator fekalaih zneisteni,
termorezistentni mikroorganismy, sporotvorné aragrbakterie zfisobujici vady syr, a

psychrotrofni mikroorganismy zhorsujici technold@i@ chtiové vlastnosti mléka [22].
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Dulezité je ale i chemické slozeni mléka, a tedevsSim pro vy¥Znost a sloZzeni syru.
Vytéznost utuje predevsSim obsah kaseinu. Pantuku a kaseinu je rozhodujici pro
vysledny obsah tuku v suginPro syitelnost mléka je nutnarppomnost vapenatych ioing

je rovrez ovlivnéna genotypem dojnice. ffomnost inhibénich latek, produkty
lipolytickych zmen, nedostatek dkterych ionfi a volnych aminokyselin v mléce zhorSuje

kvasnost mléka a negat&ovliviiuje i zrani syt [22].

Po @ijmu do zpracovatelského podniku nasleduje zakladékarenské oSetni mléka:

1) filtrace nebo centrifugace —gsto, Ze je mlék@isteno jiz v zenddélskych zavodech,
provadi se v mlékarnach jeho opakovadiéteni [24] k odstrasni piipadnych
mechanickych n#stot [22]

2) odsted’ovani — provadi se na otlstlivkach, zakladnim principem otlsfovani je
rozdil mérné hmotnosticastéek suspendovanych v kapaim spojité faze emulze,
piicemz hnaci silou jsou odstivé sily, leli slozkou je smetana¢Si slozkou pak
odstedtné mléko, v 8mz zistava tzv. zbytkovy obsah tuku (0,01 — 0,05 %) [24);

pro kyselé syry se mléko odat'uje na obsah tuku 0,05 %

odtok smetany

odtok odstredéngho 4=
mléka

4 piitok miéka
Obr. 10. Schéma samoodkalovaci
odstedivky [20].

3) standardizace — Upravachosti mléka — lze provéd témito zpisoby: smisenim
plnotkného miléka (nebo smetany) s dddinym mlékem v achovnych nadrzich,
standardizénim zd&izenim, nebo kontinudlni standardizaci [20, 24]

4) pasterace — nejtezitéjSi technologicky krok, jehoz cilem je likvidacéepaznécasti

vegetativnich forem mikroorganismredukce p&u spér a inaktivace enzymtzn.
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minimalizace zdravotniho nebezjpe za minimalnich chemickych, fyzikalnich,
organoleptickych a nutmich zmén mléka [20, 24]; pasterace probiha v &mjSich
typech pastér (Obr. 11); pi vyrob¢ kyselych syit se vyuziva tzv. vysoka pasterade p
85 °C po dobu 15 — 20 sekund [17]

WG
S
il

trubkovy pastér eskovy pastér

Obr. 11. Pasteréni zafizeni [20].

5) homogenizace — mechanicky proces probihajici v lgemiaatorech, ktery se pouziva
k roztisteni tukovych kuléek na jemné disperziéstice pod um, ¢imz je zabraéno
vyvstavani mléného tuku g skladovani tekutych méaych vyrobki [20, 22, 24]

6) chlazeni na teplotu do 6 °C — ustava schopnistt patogeih a grezivajici mikrofléry,

mléko se chladi v chladicich sekcich pastéru ledawnlou a solankou [20, 24]

2.2 Cisté mlékarské kultury

Jako cisté mlékaské kultury se ozraji bakterialni kultury, ze kterych se spolu se
sterilnim mlékem vyr&)i zadkysové kultury. Zakysové kultury jsou vybraéfinované a
Zivé mikroorganismy, které se pouzivaji ve vhodméné jako atkovaci davka v mnozstvi
nejméré 10° bursk/g s cilem zahéjeni procesu fermentace, ktera leg&iz vzhled, cht
vani a trvanlivost, fipadreé dalSi poZzadované futiki vlastnosti syru. Podle obsazenych
skupin mikroorganistin se @li na bakterialni (mezofilni nebo termofilni), kvasové,
plisiové a smiSené, podle druhové a kmenoveé sklagbiya mikroorganisiin pak na
jednokmenové, vicekmenove, &né vicekmenové a tradi kultury. DalSi mozné je
déleni kultur podle funkce na startovaci, protektigrprobiotické. K imému @kovani do

mléka jsou wfeny gredevsim zakysove kultury ve zmrazené nebo lyofitre forng [22].
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V prvni fazi — @i vyrobé¢ pramyslového tvarohu — jsou vyuzivany tzv. primarrkysove
kultury, vtomto pipact mezofilni smetanovd kultura obsahujici mikroorgany

LactococcusaLeuconosto§22].

Kyselinotvorné kokyLactococcudactis subsplactis a Lactococcudactis subsp.cremoris

pii homofermentativnim rozkladu laktozy produkuji &su mi&nou [22].

Aromatvorné koky neboli citrat utilizujici koky zZasipenylLeuconostoamesenteroides
subsp. dextranicuma Leuconostocmesenteroidesubsp.cremoris se kron¢ produkce

kyseliny ml&né z laktdézy vyznauji rozkladem citrat na CQ a sn&s slowenin [22].

Kromé¢ primarnich kultur se ip nasledné vyrob syri pouzivaji je&t sekundarni kultury,
které hraji dlezitou roli @i zréni a vyznami prispivaji k organoleptickym vlastnostem
syni. Do této skupiny jsotiazeny propionova kultura, mazové kultury a i kultury
[22]. Pro syry zrajici s mazem na povrchu se pauihazova kulturaBrevibacterium

linensspol&né s kvasinkovymi kulturami [17], zejména s kultur@andida valida

Candidavalida sefadi mezi kvasinky, coZ jsou z taxonomického hlealiggdnobuscné
houby. Vykazuje proteolytické, lipolytické a saablgtické vlastnosti [8]. Deaminuje
aminokyseliny uvolané z bilkovin na fislusné ketokyseliny a uvalje amoniak, ktery
vnika do hmoty syru a sniZuje tak jeho kyselostsddgst sniZuje i tim, Ze z&ifpmnosti
kysliku oxiduje nadbytaou kyselinu ml&nou na oxid uhtiity a vodu. Svou metabolickou
aktivitou vytv&i chu, texturu i vzhled syru. Vipac kyselych zrajicich syrhraje tlohu

rastového faktoru, ktery stimulujést kulturyBrevibacterium lineng33].

Brevibacteriuminenspati do skupiny koryneformnich bakterii. Tento mikrganismus je
velmi dilezity pro spravny pgibéh zraciho procesu, ie se uplatnit na povrchu syru az
poté, co je fitomna kyselina mk;a metabolizovana a neutralizovanatgmnymi
kvasinkami a koky, a pH povrchu syra stoupne k btam 5,7 — 6,0. Produkuje
Zlutooranzoveé karotenoidni pigmenty, které se podd charakteristickém zbarveni
povrchu syra. Nejlépe rostdimeutralnim pH, dd se mu i pi vysoké koncentraci soli.
Vyzna&iuje se vysokou proteolytickou aktivitou a schophdsgradovat kasein i bilkoviny
syrovatky. Jeho schopnost degradovat aminokyselinyzniku amoniaku a methionin za
vzniku methanthiolu jéast&én¢ zodpo¥dna za vznik velmi vyrazné chuti &ng syri. Ke
vzniku typické chuti a &né prispiva také kyselina maselnd, kyselina kapronova,

fenylmethanol, dimethyldisulfid a dimethyltrisulf[@2].
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2.3 Vyroba kyselych zrajicich sy

Pasterované odsiEné standardizované mléko seteplot 22 — 30 °C srézi zékovanim
0,5 — 2 % mezofilni smetanové zakysoveé kulturyardhaskych vanach. Srazenina se po
pokrajeni a michani déilvd na 40 — 42 °C a lisuje se v lisovaci &aMeziproduktem p
vyrobe kyselych syit je primyslovy tvaroh sfidavkem 3 — 4,5 % soli, ktery ma obsah
susiny 32 %. Ten se poté rozemele, vychladi, pmipdlyethylenovych pytl nebo
nerezovych kontejnér povrch se mirprosoli a skladuje 1 — 2 tydnyid5 °C [17, 24].

Po skladovani se fomyslovy tvaroh mele na valcovém mlynu, smicha serstvym
tvarohem, pidaji se zraci soli (s#s$ uhliéitanu sodného a uliitanu vapenatého), které
slouzi ke sniZeni kyselosti. Nasleduje formovankdoeného tvaru, dosouseni na suSinu
35 — 36 % pi teplok 22 — 24 °C a relativni vihkosti 80 — 85 %&hlem rthoZz dochazi

puasobenim kvasinek ke snizeni kyselosti. DalSim krojeeprani a odkapéani [17].

V prvni fazi zrani trvajici 2 dnyipteplo& 19 — 20 °C a relativni vlihkosti 90 % se povrch
kyselych syt oSeti mlhovym postikem kvasinkovou kulturouCandidavalida. Postup
vede k rychlému zvySeni pH z hodnoty 4,8 — 5,0 dotrdini oblasti, coz vytvaidealni
podminky pro rozvoj mazové kultufgrevibacteriumlinens ktera se nanaSi natieim
syri do solného roztoku nebo poikem [22, 24]. Takto vyrobené kyselé syry zraji 8 —
dni pii 15 — 20 °C a relativni vihkosti 80 — 90 % [17ghlem zréni je syry nutné 2 — 3x

obrétit [22]. Red koncem zrani se syry bali, nejlépe do propustoéhlu, a expedu;ji [17].

V pribéhu zrani dochazi k chemickym #nam takka vSech slozek s§i24, 33]:

- bilkoviny — proteolyza je hlavnim faktorenii grani a ovliwuje jak chd a vini, tak i
texturu syii; proteolytické enzymy pochazeji zé rdroji: zbytky syidla, plasmin, a
mléné a ostatni mikroorganismy; hlavni stigegoteolyzy je degradace patdaseinu
zbytkovym syidlem na polypeptidy, které jsou dal€@ny bakteridlnimi proteazami a
peptidazami na peptidy a aminokyseliny, dalSim ladém aminokyselin pak vznikaji
amoniak, aldehydy, alkoholy a aminy; plasmin a to$tanzymy degraduj-kasein; pi
proteolyze vznikaji tak&kavé mastné kyseliny

- tuk — podléha $ zrani nejmensim zémam; rozsah lipolyzy je dan obsahem tuku v syru,
na lipolyze se podileji mikrobialni enzymy didia s vysokou lipazovou aktivitou

- laktéza — je rozkladdana na kyselinu tméu az do uplného vymizeni; kyselina tmé

ma vliv na bobtnani para-kaseinu a ¢dgje vapnik za vzniku mé@anu vapenatého
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syrové mléko

oSeteni mléka
(odsteckni, standardizace, pasterace, homogenizage)

zaakovani smetanovou zakysovou kulturou

zpracovani srazeniny a lisovani

pramyslovy tvaroh

mleti, chlazeni, pkni do pytli, skladovani

michani gerstvym tvarohem a formovani

prani a odkapani

zrani

baleni a expedice

Obr. 12. Schéma vyroby kyselych zrajicichisyr

2.4 Senzorické pozadavky na jakost kyselych zrajicichysi
Senzorické znaky kyselych zrajicichisyt9, 33]:

Vzhled a barva: tvar podle druhu pravideldy nepravidelny, podle stupnzrani
nedeformovany az deformovany, povrch hladky nebmdmierovny s gimétenou vrstvou
mazu; barva stejnoroda, na povrchu Zlutd az orapzbarva se stava intenzéysi

v prab¢hu zréni; slaby nadech bilé pksBeotrichumcandidumneni na zavadu
Konzistence: jemnéa a hladka, soudrzna a pruznangéka az nékka podle stuptizrani
Chu: cistd, jeme pikantni, mirg slana, charakteristicka, vitéhu zrani vice pikantni
Vung: ¢ista, jemrd pikantni, charakteristicka, vigsehu zrani vice vyrazna

Stupe prozrani: od povrchu ketstlu, zpoatku jsou tyto syry tuzsi s patrnym tvarohovym
jadrem, dale pomalu postupuje zrani s vyvojem uy&iho mazu a chuti, nejintenzigjsi

rozvoj a zrani az k jadru synastava jeden tyden do konce data minimalni tivasti
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Vady primyslového tvarohu a kyselych zrajicichisf24, 33, 39]

Vady konzistence:

lepkava konzistence — na povrchu syruigbgtena vihkost a povrch lepka

mazlava konzistence — vlhkost na povrchu je vy8Ziwnlepkavé konzistence, povrch je
klouzavy a mokry

svlékava konzistence — dochazi k &dgani horni¢asti povrchu kyselého syru, ktera
macasto i hékou chu, tato vada nesouvisi se vzdusnou vihkosti

uvoliovani tekutiny — vytékani tekutiny do primarnihopp sekundarniho obalu
piedcasné roztékani —iiiS mékka konzistence — vadu agobuje Bacillus cereus
Bacillus subtilis nebo také oospoéry, které pochazdégdevsSim ze SpatnoSeteného
tvarohu, pipadré pomnozeni plishGeotrichumcandidum

tvarohovitost — zfisobena nedostateym prozranim za nevhodnych zracich podminek,
dale nize byt zfisobena nedostatkem kulturni proteolytické mikrgfléa povrchu,
vyskytuje se také u ipdasré balenych zrajicich s§r které pak vysychaji a
neprozravaji, neliokulturni mikrofléra nemze st

vysychani — nevhodné skladovaci podminky, nevhdaiéni, pop. pirekrateni doby
uskladréni

Vady povrchu a barvy:

cernani — zfpysobeno vysSim obsahem Zeleza nelimlinvy surovire — primyslovém
tvarohu, nebotistem barevnych kolonii plistii kvasinek

hnédavé zbarveni — Zigobeno velkymi davkami dusiami pridanych do mléka ied
syfenim

hnédé skvrny —iizné druhy mikroorganisin

bila mazovitost — syry neprozravaji, higgmné pachnou, jejich povrch se poviléka

Sedobilym hlenovitym a@idkym mazem

Vady aromatu a chuti:

mydlovité aroma a chi- kontaminace syrreziduicisticich gripravki

hotkd az hnilobna ffichuw — byva zfisobena vyznamnou kontaminaci a aktivitou
aerobr sporulujicich mikroorganisimvedouci k nekulturni proteolyze

zatuchla chtl — zpisobena nedostateym pristupem vzduchu ip suSeni syir nebo

silnym pomnoZenim plignGeotrichumcandidum
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3 BIOPROTEKTORY

Bioprotektory jsou firodni multifunkéni pomocné latky, které poméhaji vylepsit texturu a
chuw’, a prodlouzit dobu skladovatelnosti v chlazenéwspedi u mnoha druhpotravin.
Jsou vhodné pro potlavani fstu nezadoucich mikroorgani8m(nag. Listeria
monocytogenesSalmonella Lactobacillusaj.). VétSina bioprotektar jsou girodni sngsi

bez gidatnych latek a nemusi byt proto Zeay na obalu [1].

Jako bioprotektory ale nemusi slouzit jen tyto byréé @irodni snési, spousta latek

produkovanych bakteriemi nebo samotné bakterigykdzuji bioprotektivni dinky.

Pfi vyrobé potravin se proti irstu Listeria monocytogenepouZzivaji nafiklad nisin,
pediocin, lactocin, lacticin, enterocin, sakacireMicin, divercin, pisciocin a mesentericin.
Z mikroorganisnd Ize vyuzit Carnobacterium pisciola, Carnobacterium divergens
Enterococcusfaecium Lactobacillus plantarum Lactobacillus curvatus Lactobacillus

sakej Lactococcudactis, LeuconostocarnosumLeuconostoc mesenteroidegd41, 47]

Bakterie mléného kvaSeni jsou jiz tisice let vyuzivany prodejokyselujici vlastnosti, a
tim jejich schopnosti inhibovatist patogennich mikroorganisma také pro jejich
schopnost vytv&@t Zadouci chiy vani a texturu fermentovanych potravin. Za tyto
bioprotektivni vlastnosti jsou odp&iné organické kyseliny, nizkomolekularni metabolity
(reuterin, reutericyklin, diacetyl, mastné kysejinyydrogenperoxid, fungicidni sléeniny
(propionat, fenyl-laktat, hydroxyfenyl-laktat a $eroxymastné kyseliny), bakteriociny a
molekuly podobné bakteriodim. Neékteré kmeny maji také zdravi-padpé vlastnosti
[47], pouzivaji se v medicénjako baktericidni a antivirova d&a [41]. Mezi bakterie
mléného kvaSeni p#t rody Lactobacillus Lactococcus Enterococcus Streptococcus
Pediococcusa Leuconostoc NejvyznamgjSi je rod Lactobacillus jehoz cinnosti se
vyuziva pro konzervaci zeleniny &kterych krmiv (tvorba kyselin, bakteriodgira nizkého
pH), @i vyrob¢ syni (L. helveticusL. delbrueckij L. case)j a kysanych mknych vyrobki

(L. delbrueckij L. kefiri, L. plantarun), nékterych druli masnych vyrobk atd. Na druhou
stranu ale kontaminacentito bakteriemi zfisobuje problémy i vyrob¢ uzenin, vyznéuji

se proteolytickou i slabou lipolytickou aktivitomohou tvdit biogenni aminy a vzaeén

mohou byt i patogenni [8].
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Bakteriociny jsou antimikrobiélni peptidové latkyrodukované bakteriemi migého
kvaSeni. Na zakladstrukturnich a fundnich vlastnosti se&l do ¢ty tiid = téida | — tzv.
lantibiotika, ¥ida Il — malé termostabilni bakteriocinyjida Ill — velké termolabilni
bakteriociny, aifida IV — komplexni bakteriociny sloZzené z lipjdsacharid a proteir.
Nekteré z nich vykazuji obrovsky konzetva potencial fi uchovavani potravin a dokazi
tak omezit pouzivani chemickych konzervovadel.d8owmi o bakteriocinech vzrostlo az
v poslednich 25 letech.¢koli obecré maji bakteriociny porrné Uzké spektrum inhibice a
pusobi pouze proti grampozitivnim bakteriim,ékteré z nich Ginkuji i proti
gramnegativnim mikroorganisim pritomnym v potravinach a lidském 1 Zi&éném
gastrointestinalnim traktu [41, 47]. U vSech bakiaich kmeiri produkujicich
bakteriociny musi bytiftomen imunitni mechanismus, ktery je brarédpznéenim jejich

vlastnimi antimikrobiélnimi peptidy [47].

Vyznamnym zastupcem je nisin nalezZejici k baktémion tridy I, ktery je produkovan
bakterii Lactococcudactis. Jeho pouZziti je v s@¢asnosti povoleno ve vice nez 50 zemich
[47]. Vyuziva se nafklad k zabraani ristu nezadouci mikrofloryipvyrob¢ mlénych
vyrobka, k ochrag proti spérdm Clostridium botulinum v pasterovanych syrech,
v kombinaci s lysozymem je schopen brzdstrmlé&nych bakterii fi kvaSeni piva nebo
vina [41].

Pediociny — bakteriocinytidy I, produkované bakteriemi rodeediococcus- vykazuji
proti fad® patogel cinnost je&t vy3Si neZ nisin a vyzuaji se stabilitou H vysokych

teplotach a Sirokém spektru pH 3 — 8 [41].

Enterociny — bakteriocinytidy I, produkované rodenknterococcus- enterokoky hraji
vyznamnou roli g zrani syfi a vytv&eni aroma (acetaldehyd, acetoin, diacetyl), jsou
vysoce odolné &i vysokym teplotam a soli. Tyto jejichrignivé vlastnosti vedly k jejich
z&tlereéni do startovacich kultur, uphatji se také jako probiotika atipnivé pasobi i

v dalSich ohledech (zmini laktézové intolerance, snizovani hladiny chaesit,
protikarcinogenni aktivita, stimulace imunitnihossmu, zlepSeni nuéni hodnoty
potravin). Jako probiotickéffsady do potravin i krmiv se pouZivaji zejmdraerococcus
faecium a Enterococcusfaecalis [40]. VétSina enterocién produkovanych druhem

Enterococcugaecaliszahrnuji ve svém spektru inhibitésteria monocytogenegl5s].
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Problematikou &innosti bioprotektivnich latek se zabyvalyskteré zahrarni studie:

V prvni z nich byla sledovana antimikrobialni aktiv bakterii mléného kvaSeni
produkujicich bakteriociny naizné kmenyListeria monocytogenesStudie probihala tak,
Ze kmenyListeria monocytogenebyly vykultivovany v bujonu s mozkosrdcovou infjai
bakterie mléného kvaseni na tuhychigech specifickych pro kazdy pouzity rod (MRS
nebo Tween). Nasledrbyly na povrch agaru s mozkosrdcovou infazi namgdeultury
bakterii ml€ného kvaSeni v mnozstvi 1 — 3 a inkubovany g 30 °C, dokud nebyl
viditelni dostatény nafst. Tyto plotny byly pak fevrstveny agarem n&kovanym 8ul
kultury Listeria monocytogened?o inkubaci fi 37 °C byly zkoumany vytv@né inhibéni
zény fstu. Na Obr. 13 figeme vidt, Ze inhibéni zény se vytvilly s kmenem
Pediococcus pentosacebBB61-1 (1),Lactococcus lacti&dTCC 11454 (3) d.actococcus
lactis SIK-83 (4), bez inhildinich z6n je naopak test s kmen®mdiococcus pentosaceus
FBB61-2 (2) d.actobacillus plantarunC-11 (5) [16].

Obr. 13. Inhibéni aktivita bakterii mléného

kvaSeni naust Listeria monocytogenes [16].

Druha se zabyvala inhibidiisteria monocytogenes syru Camembert pomoci statier
produkujicich nisin actococcus lactisubsplactis. Byly testovany 3 davky Camembertu
s riznym datem vyroby auteznymi pa@ate&nimi kontaminacemi mléka (kontaminace
Listeria monocytogene40'/ml a 1G/ml a 10/ml). Z kazdé takto fipravené davky byly
odebrany vzorky v dabinokulace starteru do mléka a pak po 3, 6, 9 @&d@dinach po
inokulaci, a byl stanoven pet Listeria monocytogenegpaiet bakteriiLactococcuspH a
koncentrace nisinu. Ret Lactococcuslactis a koncentrace nisinu se vyvijely t&m
paralelrg (Obr. 14). V pitomnosti nisinu péet Listeriamonocytogenesapidreé klesal mezi
6. a 24. hodinou po inokulaci, a v fédsyru inhibéni efekt dale pokkaval az do konce
druhého tydne zrani. Poté ale doslo k obnovéstiur_isteria monocytogenesejprve na
povrchu Camembertu, poté i uwniObr. 15) [26]. Jelikoz produkty bakterii miteeho
kvaseni — tedy i nisin —fpsvém pisobeni potraviny okyseluji, je na Obr. 15 &idaké

vzestup pH korelujici se snizujicim sef@m Lactococcudactis a koncentraci nisinu.
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Obr. 14. Vyvoj pé&tu Lactococcus lactis a koncentrace nisinu [26].
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Obr. 15. Vyvoj pétu Listeria monocytogenes a hodnoty pH [26].

Stejnou tématikou —gsobenim nisinu v syru Camembert — se zabyvaleti studie. Zde
byly testovany mozZnosti inhibickisteria monocytogenegpii pouziti nisin produkujiciho
kmene Lactococcuslactis jako starteru samost@mebo v kombinaci s jinou kulturou.
Ukazalo se, Zze pokud byl do mléka aplikovan krhantococcudactis spol&né s jinou
startovaci kulturou, inhibiceistu se neprojevila, ale pokud byl kmkeactococcudactis

pouzit jako jediny starterfist Listeriamonocytogeneyl zcela potléen [42].

Ve ¢tvrté byla vySabvana inhibicelisteria monocytogenes syru cottage lacticinem —
bakteriocinem produkovanym bakterietrctococcudactis. Syr cottage byl i vyrobeé
naatkovan startovaci kulturou, nasledkontaminovan kmenerhisteria monocytogenes
v mnozstvi 1&/ml, uloZen i raznych skladovacich teplotach (4 °C, 18 °C a 30&®y!

zkouman ochranny¢inek lacticinu. Bylo prokazano, Ze lacticin opraveuniZzuje poet

piitomnych Listeria monocytogeneponerné kratkou dobu po inokulaci, a to nejrychleji
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pii teplo& 30 °C, nejpomalejiip teplok 4 °C (Obr. 16). Tato studie ukazala, Ze lactiein |
efektivnim ochrannym prastdkem proti #istu Listeria monocytogenef27]. Sokasré se
potvrdilo i to, Ze 30 °C je optimalni teplotou preezofilni mlékaské kultury.
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|

2 =4 Mot detected - Not detected ~ \Notdetected

1 | l | | N N | | | LI —4 & | | l | l |
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Time (days)

Obr. 16. Inhibéni (cinek lacticinu @i ruznych teplotach skladovani syru cottage [27].

Pata z nich pak poukazovala na intifdi (¢inek enterocinu na.isteria monocytogenes
v syru Manchego. iiPvyrob¢ bylo syrové owi mliéko inokulovand.isteria monocytogenes
v mnozstvi 18ml a kometni startovaci kulturou nebo kulturdenterococcusfaecalis
nebo jejich kombinaci. V syru inokulovaném pougeterococcudaecalis nebo obma
kulturami doslo ke snizeni i Listeria monocytogenesZ po 8 hodinach, po 7 dnech
dokonce gkolikanasobg, zatimco v syru inokulovaném jen kordyeir kulturou nedoslo

k inhibici ristu tohoto kmene ani po 60 dnech [30].

V experimentalnéasti diplomové prace byly pouzity nasledujici batpktory:

Fargo 37 — obsahuje kultuRediococcuscidilactici. Tento bioprotektor sniZzuje mnozstvi
Listeriamonocytogenea dalSich neZzadoucich mikroorganisra Ize jej vyuZzit pro tepein
opracované i neopracované masné vyrobky¢méléyrobky, dresinky, on¢d&y apod. [1].
Defender — obsahuje organické kyseliny, peptidyaidatky vzniklé g fermentaci. Je
vhodny do tepekh opracovanych i neopracovanych vyr@pksalati, ryb, mil&nych
vyrobki, jeho &inek sp@iva v zabraani rastu nezaddoucich mikroorganiém extrémn
nachylnych vyrobcich [1].

Enterococcus faecium S — obsahuje kulturu bakinterococcusaecium V podstat jde
o dophkovou syraéskou Kkulturu utenou pro pmé akovani g vyrobé sym

s nizkodohkivanou syeninou, pipadré ji lze vyuZzit i jako probiotickou aplikaci do

fermentovanych vyrohka krmiv [19].
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Material

V experimentu jsme jako material pouzili kyselyjmisyr a 8 bioprotektivnichifpravki,
jez mely branit istu inokulovanych bakterliisteria monocytogene®ro &ely diplomoveé

prace jsou pouzité bioprotektory ozeay A az H.

Pouzity biologicky material

- pramyslovy tvaroh
- mlékaskeé kulturyBrevibacteriunlinensa Candidavalida
- bioprotektivni gipravky — ti rizné bioprotektory, jejichizné vyrobni Sarze (Fargo 37
Sarze L37/220611, Defender Sarze L30/250711, Fargdarze L37/260711, Fargo 37
Sarze L37/031011, Defender neznamé Sarze, Entenasdaecium S neznamé Sarze),
zakodovany pismenem abecedy pro zachovani anonpjyotektod a objektivnosti
zkouSek Bhem zpracovéni v laboratoByly pouzity bioprotektory s bakteriostatickym
acinkem, jejichz akolem je zastaveristu a mnoZeni bakterdiisteria monocytogenes
béhem zrani syr (nenti ale bakterie zcela, to by Slo ¢irdek baktericidni). B vyrobé
jsou @idavany v uéitém mnozstvi do sisi polotovaru vyrobku.
= Defender — obsahuje organické kyseliny, peptiditiaylvzniklé @i fermentaci
» Enterococcus faecium S — obsahuje kultanterococcugaecium
» Fargo 37 — obsahuje kultuRediococcuscidilactici
- suspenze terénniho kmengasteria monocytogenesl/2a (tzn. kmene izolovaného
Z provozu zadavatele zkouSek) — kontamindg@gvenych polotovair
- kultivaeni pidy — tekuté i tuhé — kultivace vzdrk
= poloviéni bujon podle Frasera — selektivriida sloZzena ze zakladugy (tj. masovy
pepton, trypton, masovy extrakt, kvasm extrakt, NaCl, NaHPQO,-2H,0, KH,PQ,,
eskulin a voda), roztoku chloridu lithného, roztakodné soli kyseliny nalidixové,
roztoku hydrochloridu akriflavinu a roztoku citrabelezitoamonného (Obr. 17)
= cely bujén podle Frasera — selektiviidp sloZzena ze zakladugy (masovy pepton,
trypton, masovy extrakt, kvasmy extrakt, NaCl, NaHPQO,-2H,0, KH,PQy, eskulin,
chlorid lithny, sodn& ® kyseliny nalidixové a voda), roztoku hydrochlarid

akriflavinu a roztoku citranu Zelezitoamonného (CQlf)
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LIRSS EE

J_ B
polovi¢ni bujon podle Frasera cely bujon podle Frasera

Obr. 17. Polowni a cely bujon podle Frasera.

= agar ALOA - tuha selektivnitpla, ktera se sklada ze zakladidy (masovy pepton,
trypton, kvasniny extrakt, pyruvat sodny, glukéza, glycerolfostoran hdecnaty,
siran heecnaty, NaCl, chlorid lithny, Na&lPQO,, 5-bromo-4-chloro-3-indolyp-D-
gluko-pyranosid, agar a voda), roztoku kyselinyidiabvé, roztoku ceftazidimu,
roztoku polymyxinu B, suplementu s antibiotikemadStho suplementu

» agar RLM — tuha selektivnitpla slozena ze zakladuigy (masovy pepton, masovy
extrakt, kvasniny extrakt, chlorid lithny, fenolovaervai, agar a chromogenni

roztok), suplementu 1 (xyl6za) a suplementu 2

Pouzité pomcky

nerezova nadoba (nerezovy hrnec) — michani vychaivin

sterilni nerezové nastroje — michani surovin, nea&zork

- Petriho misky — formovani vzoitk mikrobiologické vyséeni

- plastové bedny — uchovavani vzorktermostatu a v lednici

- plastové jednorazové &y Dilubag — navazka vzorku

- Dilumat — automatické 10ti-nasobné&edni navazky vzorku

- Stomacher — homogenizace vzoekuvychozi suspenze

- pipetovaci nastavec a skt pipety o objemu 1 ml — zpracovéani vzorku

- plastové jednorazové hokejky — r&zinokula po povrchu tuhych kultigaich pid
- plastové jednorazové kky — vyotkovani

- termostaty — inkubace zpracovanych vZork

- lednice — teplota 2 — 8 °C — uchovavani viork
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4.2 Metodika
Odker vzorki si zaji¥oval zadavatel zkouSek sam ve vyrobnim podniku.

Po dordeni vzorki do laboratée a zaevidovani do ,Knihy vzoik nasledovala fiprava

vzorki k mikrobiologickému zpracovani.

Prvni krok kazdého experimentu s$pa@l v pripraw vlastnich vzork zrajiciho syru.
Vzorky byly do laboratie dodany bdito v podolk naformovaného polotovaru, nebo jako
jednotlivé suroviny, pcemz byl finalni polotovar ifpravovan podle filozeného
pracovniho navodu. Vifpac jednotlivych surovin po jejich smichani byl vzrikl

polotovar pomaoci 1Zky péchovan do fedem pipravenych Petriho misek po 20 g vzorku.

Pro owrovaci studie €innosti bioprotektivnich fpravki byly zvoleny d¢ koncentrace
mikroorganisni Listeria monocytogene400 KTJ/20 g vzorku a 10 000 KTJ/20 g vzorku
(v pripact studie bioprotektdr D a E byla pouzita jen koncentrace 100 KTJ/20 grkaz).
Tyto suspenze byly inokulovany v objemu jdha sted horniho povrchu vzorku zrajiciho
syru. Jednotli¥ uloZzené vzorky v Petriho miskach byly unifst do termostatu s teplotou
32 °C. Po 72 hodinach inkubace byly vzorkemistny do chladniky a dale skladovany
pii teplog€ 8 °C [19].

Poté nasledovalo vlastni mikrobiologické vyset.

Kvalitativni i kvantitativni stanoveniisteriamonocytogeneylo provaéno nulty (tj. ged
umisgénim do chladriky), prvni, druhy, fteti, ¢tvrty a paty tyden od vlioZzeni do chladky
[19]. V pripact bioprotektoti F, G a H byla studie zkracena jendtertého tydne.

Pro &ely experimentu bylo vyS&ni ptikazu provadno z navazky 20 g, tedy z celého
obsahu Petriho misek. Stanoveni¢tpobylo provadno rovréZz z navazky 20 g. Qb
vySeteni se provatla ze vzork kontaminovanych nizSi i vySSi koncentrddsteria
monocytogened/yseteni probihala podl€SN EN 1SO 11290-1 &SN EN ISO 11290-2
[19]. Stanoveni pikazu Listeria monocytogenes. spoteba 1 vzorek- vyockovani na
ALOA a RLM. Stanoveni p#iu Listeria monocytogenes. spoteba 2 vzorky- 1x rozer

1 ml inokula na 3 misky ALOA a 1x raztl ml inokula na 3 misky RLM (Obr. 18).

Souk¥zné s vySetovanymi vzorky syru kontaminovanymnliisteria monocytogenese
vySetovaly i vzorky bez kontaminace, které byly skladowyaa stejnych podminek [19].

VySeteni €chto kontrolnich vzork slouZilo jako kontrola fale&pozitivnich vysledi.
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Vzdy se hodnotil ist anebo inhibice bakterii, a stanovenitposuspektnichListeria

monocytogened 9].

Kolonie suspektni jakoListeria monocytogenesbyly konfirmovany metodou PCR

(metodika PCR neni séasti diplomové prace).

Kontrola bez kontaminace

K1 — kontrolni vzorek vy3étny na pitkaz
Listeriamonocytogenes

K2 — kontrolni vzorek vy3étny na poet

Listeriamonocytogene@LOA + RLM)

®
®
O

Kontaminace 100 KTJ/20§_1

Al — kontaminovany vzorek vygeny na
prikazListeriamonocytogenes

A2 — kontaminovany vzorek vygeny na
pocet Listeriamonocytogene@A\LOA)

A3 — kontaminovany vzorek vy&eny na

pocet ListeriamonocytogeneRLM)

GO
®O
®0O

Kontaminace 10 000 KTJ/20 g

B1 — kontaminovany vzorek vy§eny na
prikazListeriamonocytogenes

B2 — kontaminovany vzorek vygeny na
pocet ListeriamonocytogeneGALOA)

B3 — kontaminovany vzorek vy§eny na

®0O
®0O
®0

pocet ListeriamonocytogeneRLM)

Obr. 18. Schéma postupu vy®stani vzork polotovaru zrajiciho syru.
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Kvalitativni stanoveni — stanoveniugpzulisteria monocytogenes

Podstata zkousky vyZadujgsti po sol& nasledujicich stugn8, 11, 19]:

1) primarni pomnozeni v tekuté selektivriid®, tzv. polovinim bujonu podle Frasera
25 g zkuSebniho vzorku se inokuluje do 9ti-nasobné@mozstvi (tzn. 225 ml)
poloviéniho bujonu podle Frasera, a inkubuje 8e3p °C po dobu 24 hodin; v {isehu

inkubace nize dojit k vytvdenicerného zbarveni Zigobeného hydrolyzou eskulinu

2) sekundarni pomnozeni v tekuté selektivadd tzv. celém bujonu podle Frasera
0,1 ml ziskané kultury se inokuluje do 10 ml cel®ugdnu podle Frasera, a inkubuje se
pii 37 °C po dobu 48 hodin; viehu inkubace oft mize dojit k vytvdeni cerného

zbarveni, které je Zigobeno hydrolyzou eskulinu

3) vyockovani a identifikace- vyockovani na d¥ tuhé selektivni fdy ALOA a RLM,
nasleduje inkubace fip 37 °C 48 hodin; po inkubaci se zjife pitomnost

charakteristickych kolonii suspektnich jakisteriamonocytogenes

4) konfirmace— suspektni kolonie se konfirmuji metodou PCR

Kvantitativni stanoveni — stanovenigwListeria monocytogenes

Podstata zkousky spiva v Sesti po sabjdoucich krocich [8, 12, 19]:

1) ptiprava vychozi suspenze 10 g zkuSebniho vzorku se inokuluje do 9ti-ndsbbné

mnozstvi (tzn. 90 ml) polotmiho bujonu podle Frasera
2) resuscitaceip20 °C po dobu 1 hodiny: resuscitace sublet&époskozenych bakterii

3) inokulace u¥eného objemu vychozi suspenze na tuhé selektidy p 1 ml suspenze
se rozdli na 3 Petriho misky (tzn. cca 0,33 ml na 1 pldtmpiicemZ se oft pouZivaji
dvé raizné tuhé selektivnigaly ALOA a RLM; inokulum se rozéd sterilni roztiraci

hokejkou a neché se alegpth minut zaschnout

4) inkubace nagkovanych ploten f 37 °C po dobu 24 — 48 hodin po inkubaci se

zjistuje gritomnost charakteristickych kolonii
5) konfirmace -~ metodou PCR

6) vyhodnoceni- vypoitem se stanovi et Listeria monocytogenes 1 ml nebo v 1 g

vzorku podle vzori:
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. . I . b
- vypocet paitu koloniiListeriamonocytogenes a =5 - C

b...... pa&et kolonii konfirmovanych jakbisteriamonocytogenes
A..... paiet kolonii pro konfirmaci vybranych
C.... celkovy poet kolonii suspektnich jako kolonie bakterii rddsteria

za
WV (n1+ 0.1 nz}-d

- metoda vypstu: N =

Y.a...sodet patu kolonii stanovenych vygtem po konfirmaci ze vSech ploten
vybranych pro vypéet ze dvou po s@bnasledujicicredni, pricemz nejmeéa
jedna z ploten obsahovala 15 suspektnich kolonii

V......objem inokula v ml &ovaného na kazdou z ploten

n......pa&et ploten vybranych k vygtu z prvniho zvolenéhiedni

Ne......pa&et ploten vybranych k vygtu z druhého zvolenéhedni

d..... faktorredéni odpovidajici prvnimu pro vypet zvolenémuedini

W

V.d
Yoo aritmeticky pimér poctu kolonii ziskanych vyptiem pd@tu kolonii po

- odhad nizkych pfit — mér nez 15 kolonii: N=

konfirmaci (tzn. podle prvni rovnice) pro kazdoplaten
V......objem inokula v ml &ovaného na kazdou z ploten

d..... faktorfedni vychozi suspenze

_ odhad nizkych pei — 2adné kolonie: A= %

V......objem inokula v ml &ovaného na kazdou z ploten

d.... faktorredEni vychozi suspenze
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5 VYSLEDKY

5.1 Bioprotektivni pripravek A

Bioprotektor A: Fargo 37, SarZze L37/220611, datymoly 22/06/2011, DMT 2012/04/30.

SlozZeni polotovaru vzorku: s tvarohu, regulatory kyselosti, jedidl,amlékarské kultury,

bioprotektor A v mnoZzstvi 2 g/1 kg €81 tvarohu, demineralizovana a pitna voda.

Tab. 6 a 7. Vysledky experimentu s bioprotektorem A

Kontaminace 100 KTJ/20 g

Kontaminace 10 000 KTJ/20 d

Tab. 6. PILER (B (n:\ggtk;'\;o g ez Lk (napvoéigua_l\zﬂo g
(pribezné vysledky) (navazka 20 g (KTJ/g] (navazka 20 g (KTJ/g]
ALOA | RLM | ALOA | RLM | ALOA | RLM [ ALOA | RLM
110 85 260 220
0. tyden v chladiice | poz. poz. | 112 65 poz. poz. | 200 190
98 61 180 180
400 320 600 650
1. tyden v chladice | poz. poz. | 320 280 poz. poz. | 560 800
440 240 800 500
900 | 1800 3600 | 1600
2. tyden v chladiice | poz. poz. | 1200 | 1600 [ poz. poz. | 4800 | 1800
1800 | 1800 3200 | 2000
2800 | 2000 2400 | 4800
3. tyden v chladiice | poz. poz. | 4000 | 4000 [ poz. poz. | 4800 | 6000
4400 | 3600 6000 | 6200
6000 | 6400 12000 | 9 600
4. tyden v chladrice | poz. poz. | 4000 | 6000 [ poz. poz. | 8000 | 10 000
4800 | 7200 9200 | 12000
8200 | 12 000 8200 | 8000
5. tyden v chladiice | poz. poz. | 7200 | 4800 | poz. poz. | 8000 | 14 000
8300 | 6400 14 000 | 16 000

Kontaminace 100 KTJ/20 g

Kontaminace 10 000 KTJ/20

Tab. 7. . Paet LM . Poset LM
(konené vysledky) | PRS2 M | (navazka 20 g) U2 D | (navazka 20 g
(navazka 20 g [KTJ/g] (navazka 20 g [KTJ/g]

0. tyden v chladrice pozitivni 2 700 pozitivni 6 200
1. tyden v chladrice pozitivni 10 000 pozitivni 20 000
2. tyden v chladice pozitivni 46 000 pozitivni 85 000
3. tyden v chladrice pozitivni 104 000 pozitivni 150 000
4. tyden v chladice pozitivni 172 000 pozitivni 304 000
5. tyden v chladiice pozitivni 235 000 pozitivni 340 000

VysSeteni kontrolnich vzonk (tj. vzorki bez kontaminace) bylo metodou ikazu

negativni a metodou stanovenihojsme ziskali vysledek < 10 KTJ/g.



UTB ve Zling, Fakulta technologicka

52

Zawrecné hodnoceni: Nepotllo se prokazat bakteriostatickyioek bioprotektivniho

piipravku A na kmem.isteriamonocytogene$19 — cela kapitola 5.1]

5.2 Bioprotektivni pFipravek B

Bioprotektor B: Defender, Sarze L30/250711, DMT2UR/2.

SlozZeni polotovaru vzorku: st tvarohu, regulatory kyselosti, jedid,amlékaske kultury,

bioprotektor B v mnoZstvi 2 g/1 kg $si tvarohu, demineralizovana a pitna voda.

Tab. 8 a 9. Vysledky experimentu s bioprotektorem B

Kontaminace 100 KTJ/20 g

Kontaminace 10 000 KTJ/20

T8 | Pk e g) PIkELM |0 g
(pribézné vysledky) (navazka 20 g (KTJ/g] (navazka 20 g (KT/g]
ALOA | RLM | ALOA | RLM | ALOA | RLM | ALOA | RLM
320 400 240 600
0. tyden v chladiice | poz. poz. | 260 200 poz. poz. | 320 550
240 380 400 650
1000 | 2000 1600 | 2600
1. tyden v chladice | poz. poz. | 800 900 poz. poz. | 2000 | 2000
880 | 1600 1800 | 3000
1000 | 3000 5600 | 4800
2. tyden v chladiice | poz. poz. | 1200 | 3500 [ poz. poz. | 4000 | 2800
1600 | 3200 6000 | 6000
4800 | 6000 12 000 | 16 000
3. tyden v chladiice | poz. poz. | 12000 | 6400 | poz. poz. | 16 000 | 18 000
11 000 | 4 800 14 000 | 20 000
3200 | 8000 18 000 | 16 000
4. tyden v chladice | poz. poz. | 4000 | 12000 | poz. poz. | 22000 | 20 000
10 000 | 10 000 10 000 | 14 000
12 000 | 10 000 20 000 | 20 000
5. tyden v chladiice | poz. poz. | 16000 | 12000 | poz. poz. | 25000 | 25000
18 000 | 16 000 30 000 | 28 000

Kontaminace 100 KTJ/20 g

Kontaminace 10 000 KTJ/20 d

Tab. 9. . Poset LM . Poset LM
(konené vysledky) |  Prika kz ng (navéazka 20 g Pl ¢! If Lzl\g (navazka 20 g
(navazka 20 g [KTJ/g] (navazka 20 g [KTJ/g]

0. tyden v chladice pozitivni 9 000 pozitivni 14 000
1. tyden v chladiice pozitivni 36 000 pozitivni 65 000
2. tyden v chladiice pozitivni 68 000 pozitivni 145 000
3. tyden v chladice pozitivni 230 000 pozitivni 480 000
4. tyden v chladrice pozitivni 240 000 pozitivni 500 000
5. tyden v chladice pozitivni 420 000 pozitivni 740 000
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VysSeteni kontrolnich vzonk (tj. vzorki bez kontaminace) bylo metodou ikazu

negativni a metodou stanovenipojsme ziskali vysledek < 10 KTJ/g.

Zawrecné hodnoceni: Nepotllo se prokazat bakteriostatickyinek bioprotektivniho

piipravku B na kmeuhisteriamonocytogene$19 — cela kapitola 5.2]

5.3 Bioprotektivni p Fipravek C
Bioprotektor C: Fargo 37, Sarze L37/260711, datymoly 26/07/2011, DMT 2012/04/30.

SlozZeni polotovaru vzorku: sis tvarohu, regulatory kyselosti, jedid,anlékaske kultury,

bioprotektor C v mnoZzstvi 10 g/1 kg &sntvarohu, demineralizovana a pitna voda.

Tab. 10 a 11. Vysledky experimentu s bioprotektd@em

Kontaminace 100 KTJ/20 g | Kontaminace 10 000 KTJ/20 ¢
Tab. 10. Pt e B (ns\zgtk!a_'\élo g PBEw L (ngvoéi;augo g
ribezné vysledk A7 A7
(priibe y y) (navazka 20 g [KTJ/g] (navazka 20 g [KTJ/g]
ALOA | RLM | ALOA | RLM | ALOA | RLM | ALOA | RLM
0. tyden v chladice | neg. neg.| 0,0,00,0, 0| poz. poz. | 0,2,2|7,5,14
25 11
1. tyden v chladice | poz. poz. | 0,0,00,0,0| poz. poz. 15 16
20 22
400 600
2. tyden v chladdce | poz. poz. | 0,0,00,0,0| poz. poz. | 320 800
240 600
1200 | 200
3. tyden v chladice| neg. neg.| 0,0,00,0,0| poz. poz. | 820 60
1120 | 190
1500 | 480
4. tyden v chladidce | poz. poz. | 3,0,50,0,0| poz. poz. | 1440 | 300
150 820
140 | 2000
5. tyden v chladigce | neg. neg.| 0,0,01,0,0| poz. poz. | 210 | 2400
400 | 4000

Kontaminace 100 KTJ/20 g | Kontaminace 10 000 KTJ/20 ¢

Tab. 11. . Pcatet LM . Patet LM
(konané vysledky) | ni?aki‘kza% (navaZka 20 g Pm',‘f"lf LZ'% (navazka 20 g
9 " krag | Mavazka20g) T g0
0. tyden v chladgice negativni <10 pozitivni 150
1. tyden v chladiice pozitivni <10 pozitivni 550
2. tyden v chladiice pozitivni <10 pozitivni 15 000
3. tyden v chladice negativni <10 pozitivni 18 000
4. tyden v chladrice pozitivni 40 pozitivni 23 500
5. tyden v chladice negativni <10 pozitivni 46 000
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VysSeteni kontrolnich vzonk (tj. vzorki bez kontaminace) bylo metodou ikazu

negativni a metodou stanovenipojsme ziskali vysledek < 10 KTJ/g.

Zawrecné hodnoceni: Podéito se prokazat bakteriostatickycigek bioprotektivnino
piipravku C na kmerkisteria monocytogenesV koncentraci kontaminace 100 KTJ/20 g
vzorku byl zjiSén patet Listeria monocytogenegpod limit Na&izeni Komise (ESX.
2073/2005. V koncentraci kontaminace 10 000 KTJ§®zorku bioprotektor nesniZil
pocet Listeria monocytogenegod limit N&izeni Komise (ES§. 2073/2005 p skladovani

do konce doby trvanlivosti. [19 — cela kapitola]5.3

5.4 Bioprotektivni p Fipravek D

Bioprotektor D: Fargo 37, Sarze L37/031011, datynoly 03/10/2011, DMT 2012/04/30.

SlozZeni polotovaru vzorku: st tvarohu, regulatory kyselosti, jedid,anlékaske kultury,

bioprotektor D v mnoZstvi 2 g/1 kg $gi tvarohu, demineralizovana a pitna voda.

Tab. 12 a 13. Vysledky experimentu s bioprotektdem

Kontaminace 100 KTJ/20 g

Teb. 12 Prikaz M| (a0
(pribezné vistedky) | (navazka20q) | ("CRitiR 09
ALOA RLM ALOA RLM
0. tyden v chladiice neg. neg. 0,0,0 0, 0, ¢
1. tyden v chladrice neg. neg. 0,0,0 0, 0, ¢
2. tyden v chladrice neg. neg. 0,0,0 0, 0, ¢
3. tyden v chladiice neg. neg. 0,0,0 0, 0, ¢
4. tyden v chladrice neg. neg. 0,0,0 0, 0, ¢
5. tyden v chladrice neg. neg. 0,0,0 0, 0, ¢

Kontaminace 100 KTJ/20 g

Tab. 13. Prikaz LM Potet LM
(kone'né vysledky) (navéZka 20 g) (navéazka 20 g)
9 [KTJ/g]

0. tyden v chladgice negativni <10
1. tyden v chladrice negativni <10
2. tyden v chladiice negativni <10
3. tyden v chladiice negativni <10
4. tyden v chladiice negativni <10
5. tyden v chladiice negativni <10
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VysSeteni kontrolnich vzonk (tj. vzorki bez kontaminace) bylo metodou ikazu

negativni a metodou stanovenipojsme ziskali vysledek < 10 KTJ/g.

Zawrecné hodnoceni: Podéito se prokazat bakteriostatickycigek bioprotektivnino

piipravku D na kmelisteriamonocytogene$19 — cela kapitola 5.4]

5.5 Bioprotektivni pripravek E
Bioprotektor E: Fargo 37, Sarze L37/031011, datynolyy 03/10/2011, DMT 2012/04/30.

SlozZeni polotovaru vzorku: sis tvarohu, regulatory kyselosti, jedid,anlékaske kultury,

bioprotektor E v mnozZstvi 5 g/1 kg &sntvarohu, demineralizovana a pitna voda.

Tab. 14 a 15. Vysledky experimentu s bioprotektdtem

Kontaminace 100 KTJ/20 g

Teb. 14 Prikaz LM | 8 a0
(pribezné vysledky) | (navazka20g) | ¢ b e 9
ALOA RLM ALOA RLM
0. tyden v chladrice neg. neg. 0,0,0 0, 0, (
1. tyden v chladrice neg. neg. 0,0,0 0, 0, (
2. tyden v chladrice neg. neg. 0,0,0 0, 0, ¢
3. tyden v chladiice neg. neg. 0,0,0 0, 0, ¢
4. tyden v chladrice neg. neg. 0,0,0 0, 0, ¢
5. tyden v chladiice neg. neg. 0,0,0 0, 0, ¢

Kontaminace 100 KTJ/20 g

Tab. 5. Prikaz LM Potet LM
(kone'né vysledky) (navéZka 20 g) (navéazka 20 g)
9 [KTJ/g]

0. tyden v chladiice negativni <10
1. tyden v chladrice negativni <10
2. tyden v chladiice negativni <10
3. tyden v chladiice negativni <10
4. tyden v chladiice negativni <10
5. tyden v chladiice negativni <10

VySeteni kontrolnich vzonk (tj. vzorki bez kontaminace) bylo metodou tkazu

negativni a metodou stanovenipojsme ziskali vysledek < 10 KTJ/g.

Zawrecné hodnoceni: Potilo se prokazat bakteriostatickycitiek bioprotektivniho

piipravku E na kmehisteriamonocytogene$l9 — cela kapitola 5.5]



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 56

5.6 Bioprotektivni pripravek F
Bioprotektor F: Defender (dalSi Udaje nezjist)

SlozZeni polotovaru vzorku: st tvarohu, regulatory kyselosti, jedid,anlékaske kultury,

bioprotektor F v mnoZstvi 2 g/1 kg 8sitvarohu, demineralizovana a pitna voda.

Tab. 16 a 17. Vysledky experimentu s bioprotektdrem

Kontaminace 100 KTJ/20 g | Kontaminace 10 000 KTJ/20 ¢

Jrais | pkaziM g Dog) Pk | ez

(pribézne vysledky) (navazka 20 g (KTJ/g] (navazka 20 g (KT3/g]
ALOA | RLM | ALOA | RLM | ALOA | RLM | ALOA | RLM

0. tyden v chladigce| neg. neg.| 0,0,00,0, 0| neg. neg.| 0,0,00,0,0
1. tyden v chladice | neg. neg.| 0,0,00,0, 0| neg. neg.| 0,2,00,0,2
2. tyden v chladigce| neg. neg.| 0,0,00,0, 0| neg. neg.| 0,0,00,0,0
3. tyden v chladice| neg. neg.| 0,0,00,0, 0| poz. poz. | 0,0,00,0,0
4. tyden v chladice | neg. neg.| 0,0,00,0,0| poz. poz.| 9,9,56,8,9

Kontaminace 100 KTJ/20 g | Kontaminace 10 000 KTJ/20 ¢

Tab. 17. . Paiet LM . Paset LM
(konané vysledky) | ni?aki‘kza% (navaZka 20 g Pm',‘f"lf Lzl\g (navazka 20 g

9 " krag | Mavazka20g) T g0

0. tyden v chladgice negativni <10 negativni <10
1. tyden v chladiice negativni <10 negativni 20

2. tyden v chladrice negativni <10 negativni <10
3. tyden v chladiice negativni <10 pozitivni <10
4. tyden v chladrice negativni <10 pozitivni 230

VysSeteni kontrolnich vzonk (tj. vzorki bez kontaminace) bylo metodou dkazu

negativni a metodou stanovenipojsme ziskali vysledek < 10 KTJ/g.

Zawrecné hodnoceni: Poéilo se prokazat bakteriostatickycigek bioprotektivniho
piipravku F na kmerkisteria monocytogenesv koncentraci kontaminace 100 KTJ/20 g
vzorku byl zjiSén patet Listeria monocytogenegpod limit Na&izeni Komise (ESX.
2073/2005. V koncentraci kontaminace 10 000 KTJ§®zorku bioprotektor nesniZil
pocet Listeria monocytogenegod limit N&izeni Komise (ES§. 2073/2005 p skladovani

do konce doby trvanlivosti. [19 — cela kapitola]5.6
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5.7 Bioprotektivni pripravek G
Bioprotektor G: Defender (dalSi Udaje nezjist)

SlozZeni polotovaru vzorku: s tvarohu, regulatory kyselosti, jedid,anlékaske kultury,

bioprotektor G v mnozstvi 5 g/1 kg &sitvarohu, demineralizovana a pitna voda.

Tab. 18 a 19. Vysledky experimentu s bioprotekt@em

Kontaminace 100 KTJ/20 g | Kontaminace 10 000 KTJ/20 ¢

riubézné vysledk A7 A7
(pribézne vy y) (navazka 20 g (KT/] (navazka 20 g (KTJ/g]

ALOA | RLM | ALOA | RLM | ALOA | RLM | ALOA | RLM

0. tyden v chladigce| neg. neg.| 0,0,00,0, 0| poz. poz. | 0,0,00,0,0

1. tyden v chladice | neg. neg.| 0,0,00,0, 0| neg. neg.| 0,0,00,0,0

2. tyden v chladigce| neg. neg.| 0,0,00,0, 0| neg. neg.| 0,0,00,0,0

110 210
3. tyden v chladice| neg. neg.| 0,0,00,0,0| poz. poz. | 150 250
160 200

4. tyden v chladce | neg. neg.| 0,0,00,0,0| poz. poz. | 0,0,00,0,0

Kontaminace 100 KTJ/20 g | Kontaminace 10 000 KTJ/20 ¢

Tab. 19. . Paset LM . Paset LM
(konané vysledky) | ni?aki‘kza% (navazka 20 g Pm',‘f"lf Lzl\g (navazka 20 g
9 " krag | Mavazka20g) T g0

0. tyden v chladgice negativni <10 pozitivni <10
1. tyden v chladiice negativni <10 negativni <10
2. tyden v chladrice negativni <10 negativni <10
3. tyden v chladice negativni <10 pozitivni 5400
4. tyden v chladrice negativni <10 pozitivni <10

VysSeteni kontrolnich vzonk (tj. vzorki bez kontaminace) bylo metodou dkazu

negativni a metodou stanovenihojsme ziskali vysledek < 10 KTJ/g.

Zawrecné hodnoceni: Podéito se prokazat bakteriostatickycigek bioprotektivniho
piipravku G na kmelkisteria monocytogenes/ koncentraci kontaminace 100 KTJ/20 g
vzorku byl zjiSén patet Listeria monocytogenegpod limit Na&izeni Komise (ESX.
2073/2005. V koncentraci kontaminace 10 000 KTJ@®zorku bioprotektor nesniZil
pocet Listeria monocytogenegod limit N&izeni Komise (ES§. 2073/2005 p skladovani

do konce doby trvanlivosti. [19 — cela kapitola]5.7
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5.8 Bioprotektivni p Fipravek H
Bioprotektor H: Enterococcus faecium S (dalSi Ud&gistny)

SlozZeni polotovaru vzorku: st tvarohu, regulatory kyselosti, jedid,anlékaske kultury,

bioprotektor H v mnoZstvi 1 g/100 kg &sntvarohu, demineralizovana a pitna voda.

Tab. 20 a 21. Vysledky experimentu s bioprotektdiem

Kontaminace 100 KTJ/20 g | Kontaminace 10 000 KTJ/20 ¢

Tab. 20. Sl crally (ns\zgtk!a_'\élo g PBEw L (ngvoéi;augo g
(pribézne vysledky) (navazka 20 g (KTJ/g] (navazka 20 g (KT3/g]
ALOA | RLM | ALOA | RLM | ALOA | RLM | ALOA | RLM
100 90 1600 | 2000
0. tyden v chladiice | poz. poz.| 70 75 poz. poz. | 1800 | 1500
85 100 2000 | 1900
70 60 >2500| > 2500
1. tyden v chladice | poz. poz.| 60 80 poz. poz. | >2500| >2 500
70 50 >2500| > 2500

>2500]| > 2500
2. tyden v chladice | poz. poz.| 0,0,00,0,0| poz. poz. | >2500| >2 500
>2500| > 2 500

>2500]| > 2500
3. tyden v chladiice | poz. poz.| 0,0,00,0,0| poz. poz. | >2500| >2 500
>2500| > 2 500

>2500]| > 2500
4. tyden v chladrice | poz. poz.| 0,0,00,0,0| poz. poz. | >2500| >2 500
>2500| > 2500

Kontaminace 100 KTJ/20 g | Kontaminace 10 000 KTJ/20 ¢

Tab. 21. . Paset LM . Paset LM
(konané vysledky) | ni?aki‘kza% (navaZka 20 g Pm',‘f"lf LZ'% (navazka 20 g
9 " krag | Mavazka20g) T g0

0. tyden v chladice pozitivni 2 600 pozitivni 54 000
1. tyden v chladiice pozitivni 1 900 pozitivni > 75 000
2. tyden v chladiice pozitivni <10 pozitivni > 75 000
3. tyden v chladice pozitivni <10 pozitivni > 75 000
4. tyden v chladrice pozitivni <10 pozitivni > 75 000

VysSeteni kontrolnich vzonk (tj. vzorki bez kontaminace) bylo metodou dkazu

negativni a metodou stanovenicpojsme ziskali vysledek < 10 KTJ/g.

Zawrecné hodnoceni: Podéito se prokazat bakteriostatickycigek bioprotektivniho
piipravku H na kmeriisteria monocytogenes/ koncentraci kontaminace 100 KTJ/20 g

vzorku byl zjiSén patet Listeria monocytogenegpod limit Na&izeni Komise (ESX.
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2073/2005 od druhého tydne skladovani v chkni V koncentraci kontaminace
10 000 KTJ/20 g vzorku bioprotektor nesniZil¢pbListeria monocytogenepod limit
Natizeni Komise (ES§. 2073/2005 p skladovani do konce doby trvanlivosti. [19 — cela
kapitola 5.8]
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6 DISKUZE

Praktick& ¢ast diplomové prace je z&bhena na stanoveni bakteriostatickéh&inku
bioprotektofi na fist Listeria monocytogenegii zrani kyselych zrajicich syr Zahrnuje
celkem 8 studii siznymi typy bioprotektivnich ffipravki ozna&enych A — H. Pouzity byly
bioprotektory Fargo 37 (obsahuijici kultPediococcuscidilactici), Defender (obsahujici
organické kyseliny, peptidy a latky vznikajicii jermentaci) a Enterococcus faecium S
(obsahujici kulturuEnterococcusfaeciun). Vzorky sy byly zanmérné kontaminovany
terénnim kmenenisteria monocytogenek'2a, a byla zkoumana schopnost bioprotéktor

eliminovat st tohoto kmene.

Bakteriostaticky @inek na fist terénniho kmend.isteria monocytogened/2a nebyl
prokazan u bioprotektdrA (Fargo 37) a B (Defender). Naopak bakterioskgti@inek byl
prokdzan u bioprotektorC (Fargo 37), D (Fargo 37), E (Fargo 37), F (Ddéip G
(Defender) a H (E. faecium S)itom ale u Zadného 2c¢hto bioprotektar nebyl prokazan
bakteriostaticky &inek na ok pouZité koncentrace kontaminace 100 KTJ/20 g weark
10 000 KTJ/20 g vzorku. Vifpact bioprotektoi D a E byla pouzita pouze koncentrace
kontaminace 100 KTJ/20 g vzorku, zde byl prokazaktdriostaticky ginek na tuto
zvolenou koncentraci kontaminace. U bioprotektd€, F, G a H byl prokazan
bakteriostaticky &inek na koncentraci kontaminace 100 KTJ/20 g vzopad limit
Narizeni Komise (ESX. 2073/2005, a ipkoncentraci kontaminace 10 000 KTJ/20 ¢
vzorku tyto bioprotektory nesnizily pet Listeria monocytogenepod limit N&izeni
Komise (ES). 2073/2005.

Otazkou nstava, pro se u stejného bioprotektoriekaly poddilo a nitkdy nepodélo
bakteriostaticky &inek prokazat? Prvnimugodem niize byt jiné pouzité mnozstviiip
davkovani bioprotektoru do polotovaru vy&etaného vzorku syru — toto oviem wyje
srovnani studie s bioprotektorem A a D, kdy byl Zibpiipravek Fargo 37 v mnoZstvi
2 g/kg tvarohu, a také srovnani studie s bioprotekh B a F, kdy byl pouZitifpravek
Defender v mnozstvi 2 g/kg tvarohu —¢ehto gipadech vzdy u jednohdipravku &inek
prokazan nebyl, ale u druhéhfipgavku ano. Vysétlenim, a tedy druhymidbodem, niize
byt pouziti fiznych Sarzi &hto bioprotektatr s rozdilnym datem vyroby a odliSnymi
laboratornimi podminkamiipjejich vyrobé — zde jakakoliv odchylka fize zmisobit i
minimalni rozdily ve sloZeni bioprotekfgrkteré ovSem mohou mit vliv na vysledek

ovérovani jejich kvality, a tedy @¥ovani bakteriostatickéhaipobeni.
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V piipadech, kdy se potlep prokazat bakteriostatickycinek naListeria monocytogenes
v koncentraci kontaminace 100 KTJ/20 g vzorku, mée v koncentraci kontaminace
10 000 KTJ/20 g vzorku, lIze uvazovatidlis malém mnoZzstvi pouZzitych bioprotekiquii
vyrobé kyselych zrajicich syt Jako moZznost dosaZzeni pozadovanych vysfleokch
zvolila wtSi pridavek bioprotektivniho fijpravku a zopakovani experimentu. Jak se ale
ukazalo u studie s bioprotektory D a E, kdy jsmeZzio stejny gipravek Fargo 37, jen
v jiném mnozstvi (2 g/kg a 5 g/kg), a také u stugll@oprotektory F a G, kdy jsme pouzili
stejny gipravek Defender, @p ale v jiném mnozstvi (2 g/kg a 5 g/kg), ani jedento
piidavek nebyl dostatay na zastaveniustu Listeria monocytogenese vysSi zvolené
kontaminaci 10 000 KTJ/20 g vzorku, proto Bydavek bioprotektivnihoifpravku musel
byt jeSt vétSi nez 5 g/1 kg siési tvarohu.

Studie autakr Harris a kol. (1989) zkoumala antimikrobialni akti vybranych druf
bakterii mléného kvaSeni, a je v ni mimo jiné zrma i inhibice #stu Listeria
monocytogenedakteriocinem (pediocinem), ktery je produkovarktbai Pediococcus
acidilactici. Produkce pediocinu je podstatotispbeni bioprotektivnihoifpravku Fargo
37. Ri srovnani nami ziskanych vysladks touto studii se potvrdilo, Ze Kkultura
Pediococcusacidilactici je schopna branitistu Listeria monocytogenesNepodailo se

nam ale ufit, jak velky pgiidavek je nutny $i kontaminaci vysSi nez 100 KTJ/20 g.

Podobr jako nami dosazené vysledkyi pouziti bioprotektoru Enterococcus faecium S,
potvrdili i¢innost enterocin produkujicich stafteaké auté Nufies a kol. (1997), kiepri
svem experimentu pouzili kultur&nterococcusfaecalis Ok& zkoumané kultury rodu

Enterococcugsou &inné na potléeni histuListeriamonocytogenes syru.

| v ostatnich vySe uvedenych zaheamich studiich byl potvrzen ¢inek sledovanych
bioprotektivnich pipravki. Tyto ale byly zaloZeny na jinych &gobech inhikini aktivity,
které se v nami vySetvanych syrech neupfaivaly, a tedy vysledky nelze porovnavat.
MuZeme ale konstatovat alespto, Ze ve studiich autibrMaisnier-Patin a kol. (1992) a
autoii Sulzera a Busseho (1991), jez s& abbyvaly inhibiciListeria monocytogenes
v syru Camembert pomoci stattgrodukujicich nisin, se potvrdila schopnbattococcus
lactis subsp.lactis omezit anebo i zcela potia rust Listeria monocytogenesPodobs i
jiny kmen Lactococcuslactis produkujici lacticin je podle vysledk studie autar
McAuliffe a kol. (1999) velmi dginnym bioprotektorem, a to ifpraznych teplotach

skladovani vyrobeného syru.
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ZAVER

Listeria monocytogeneg potraviny kontaminujici patogen, ktery s&ig vyskytuje i ve
vngjSim prostedi. Z potravin jsou n&pstji kontaminovany syrové maso a masneé vyrobky,
ryby, syrové mléko a dkteré ml€né vyrobky, labidk&ské vyrobky nebo zmrzliny. Po
poziti kontaminované potraviny tbe, ale nemusi dojit ke vzniku alimentarniho
onemocgni zvaného listeridza, vzdy zalezi na momentalndinawotnim stavu pacienta a
infekéni davce bakterii. U zdravého jedince probiharigta takka bezpiznakow nebo
jen s lehkymi ckipkovymi pfiznaky. Jinak je tomu ale u rizikovych skupin osomichz
muze dochazet k zavaznym zdravotnim komplikacim¢ltarych gipadech dokonce az
k amrti. Zatimco ve s¢ bylo zaznamenanaskolik epidemi listeriozy, \Ceské republice
byla zatim evidovana pouze jedna mensi epidemigelamu let 2006 — 2007. Negjst;ji
byly tyto epidemie zfgsobeny kmeny 1/2a, 1/2b a 4b.

Praw z tohoto dvodu se do potravin v &itém mnozstvi fidavaji tzv. bioprotektivni
piipravky neboli bioprotektory —ifyodni bakteriostatické latky, které mimo jiné siou
k potlaeni iistu nezadoucich mikroorganidmPro tyto @dely Ize vyuzit jednak dkteré
mikroorganismy (rodenterococcusrod Lactobacillus rod Lactococcusrod Leuconostoc
rod Pediococcus jednak jejich metabolity (nisin, pediocin, emtein, brevicin,
divercin...), a jednak mmyslow vyrdbené smsi. Princip jejich fisobeni sp&iva

negastji v okyselujicich vlastnostech.

Evropska legislativa — Niizeni Komise (ES§¥. 1441/2007 — dava vSem provozovaie!
potravindskych podnik za povinnost vySsbvat Listeria monocytogenesve vSech
skupinach potravin uvedenych ¥iglusnych bodech tohoto ifizeni. VCeské republice
navic upravuji vysSébvani Listeria monocytogenes nekteré dalSi vyhlasky a normy.
Laboratorni vy3éeni se provadi dIESN EN ISO 11290-1 (metodatazu) aCSN EN
ISO 11290-2 (metoda stanovenicpg. Ke konfirmaci suspektnich kolonii se pak
vyuZzivaji nasledujici metody a biochemické testyikpz kataldzy, Gramovo barveni,
testovani pohyblivosti, test kijkazu hemolyzy, vyuzivani cukrCAMP test, PCR, PFGE,
hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF, VIDAS imunodkte nebo ELISA.

Bakteriostaticky tinek na fist kmeneListeria monocytogenesebyl prokdzan pouze u
dvou z testovanych bioprotekipora to u bioprotektdgr A a B. Ostatni testované

bioprotektory (C, D, E, F, G a H}inné byly, gicemz ale u Zadného z bioproteKtarebyl
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prokazan bakteriostatickytinek na ok pouzité koncentrace kontaminace 100 KTJ/20 ¢
vzorku a 10 000 KTJ/20 g vzorku. Vipadt bioprotektoti D a E byla pouZita pouze
koncentrace kontaminace 100 KTJ/20 g vzorku, zdeptnkazan bakteriostatickytiinek

na tuto zvolenou koncentraci kontaminace. U bigkimtt C, F, G a H byl prokazéan
bakteriostaticky &@inek na koncentraci kontaminace 100 KTJ/20 g vzopad limit
Narizeni Komise (ESX. 2073/2005, a ipkoncentraci kontaminace 10 000 KTJ/20 g
vzorku tyto bioprotektory nesnizily pet Listeria monocytogenegpod limit N&izeni

Komise (ESX. 2073/2005. FehledrjSi zhodnoceni experimentu je uvedeno v Tab. 22.

Tab. 22. Zhodnocentiinnosti testovanych bioprotekibr

Testovany Kontaminace Kontaminace
bioprotektivni gipravek 100 KTJ/20 g 10 000 KTJ/20 g
bioprotektor A — Fargo 37,
davka 2 g/1 kg
bioprotektor B — Defender,
davka 2 g/1 kg
bioprotektor C — Fargo 37,
davka 10 g/1 kg
bioprotektor D — Fargo 37,
davka 2 g/1 kg
bioprotektor E — Fargo 37,
davka 5 g/1 kg
bioprotektor F — Defender,

acinek neprokazan| dinek neprokazan

acinek neprokazan| dinek neprokazan

ucinek prokazan &inek neprokazan

Ucinek prokazan

Ucinek prokazan

davka 2 g/1 kg Ucinek prokazan &inek neprokazan
bioprotektor G — Defender, .y .y

davka 5 g/1 kg Ucinek prokazan &inek neprokazan

bioprotektor H — Enterococcus ucinek prokazan &inek neprokazan

faecium S, davka 1 g/100 kg
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LM
MALDI-TOF
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neg.
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PFGE

poz.
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SVU
TSYEA
TSYEB

WHO

agar pro listerie podle Ottavianiho a Agostiho

Christie, Atkins, Munch-Petersen test

celkovy p@et mikroorganisra

deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
Enzyme-Linked Fluorescent Assay

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

Food and Agricultural Organization
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Listeria monocytogenes

Matrix-Assisted Laser Desorption and lonizatioma&i Of Flight
De Man, Rogosa a Sharpe agar

negativni

Polymerase Chain Reaction

Pulsed-field Gel Electrophoresis

pozitivni

RapidListeria monocytogenes

Statni veterinarni ustav

agar s tryptonem, sojovym peptonem a kvasmm extraktem
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