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ABSTRAKT

Tato diplomové price je zaméfena na bakteridlni identifikaci a mikrofloru vyskytujici se
ve zrajicich syrech. Teoretickd ¢ast pojedndva o identifikaci bakterii, o jejich klasifikaci,
systematice a o metodach urovani. Déle je popsano rozdéleni jednotlivych druhl syrt se
zam¢efenim na syry zrajici. V praktické casti byly testovdny zrajici syry dostupné
v obchodnf siti v CR. Byly sledovany celkové poéty mezofilnich a psychrotrofnich mikro-
organizmd, koliformnich bakterii a Listeria monocytogenes. Ze vzorka byly izolovany Cisté
kmeny, které byly identifikovdny dostupnymi metodami. Nékteré vzorky piekrocily mnoz-

stvi koliformnich bakterii, avSak zddny vzorek neobsahoval nebezpecnou bakterii L. mono-

cytogenes.

Klicova slova: identifikace, syry, zrajici syry, patogenni mikroorganizmy

ABSTRACT

This thesis focuses on the bacterial identification and microflora of ripened cheeses. The
theorethical part deals with the identification of bacteria, their classification, taxonomy and
methods of identification.The next chapter describes the distribution of various types of
cheese, focused on ripened cheeses. Ripened cheeses obtainable in the Czech Republic
trade network were tested in the practical part. Total counts of mesophiles, psychrotrophs,
coliforms and Listeria monocytogenes were observed. Isolates from ripened cheeses were
identified by available methods. Some of cheeses exceeded limits for coliform bacteria, but

any cheese contains hazardous bacteria L. monocytogenes.

Keywords: identification, ripened cheeses, pathogenic microorganisms
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UVOD

Tato diplomova price je zamécfena na teoreticky 1 prakticky vyzkum mozného vyskytu pa-
togennich mikroorganizmii ve zrajicich syrech. Jednd se zejména o problematiku vyskytu
nebezpecnych mikroorganizmu jako jsou Listeria monocytogenes, Salmonella, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus a Clostridium botulinum ve zrajicich syrech bézn¢ dostupnych

v obchodnich fetézcich.

Pro samotnou délbu a typizaci syrii neexistuje Zadny univerzalni systém, proto je to velmi
slozitd zéleZitost a v literatufe se toto déleni muze liSit. VEtSinou je vyuzivano déleni podle
vlastnosti, eventueln¢ podle pouziti ve vyzivé ¢i podle zdkladnich kroka v technologii.
Existuji obecn¢ uzndvand schémata déleni, ale potiZe nastavaji u nékterych druhi syrd, je-
jichZ parametry vyhovuji nékolika skupindm, nebo se naopak k zadné skupin¢ nehodi.

Vev s z

Préce je orientovdna na syry zrajici, mezi jejich nejdileZitéjsi zastupce mekkych zrajicich
syrt patif Camembert a Brie, které pochaz{ z Francie. Cesk4 varianta Camembertu je Sedl-
Cansky Hermelin a v podstaté jakykoliv syr s bilou plisni na povrchu. Pro experimenty bu-
dou pouzity syry jako Romadur, pravé Olomoucké tvariizky, Niva, Blatdcké zlato, atd.

Podle zptisobu zrani je mizeme rozdélit na syry zrajici pod mazem a syry zrajici v chladu.

Diéle jsou popsany patogenni mikroorganizmy v syrech. Jsou to Listeria monocytogenes,
Salmonella, Escherichia coli, Staphylococcus aureus a Clostridium botulinum. Diraz je
kladem piedevs$im na bakterii Listeria monocytogenes. Schopnost téchto mikroorganizmu

prezivat v syrech je ovlivnéna nékolika mnoha faktory.

Jedno z kli¢ovych slov provazejicich celou diplomovou praci je tedy identifikace mikroor-
ganizmu. Jeji kritéria byla v 19. stoleti postavena na morfologickych znacich. V prabéhu
poslednich 20 let vSak doslo k obrovskému rozvoji novych technologii v mikrobiologii je-

jichZ vysledkem je vétsi objektivita a rychlost.

Cilem praktické Casti prace je, pokusit se identifikovat mikroorganizmy izolované ze zraji-
cich syrii, zakoupenych v obchodnich fetézcich CR, ze selektivnich diagnostickych ptd a
nasledn¢ vyloucit vyskyt Listeria monocytogenes u testovanych vzorkii. Vystupem by mélo
byt vyhodnoceni mikrobiologické kvality zrajicich syrii dostupnych v obchodnich fetézcich

%

v CR.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

10

I. TEORETICKA CAST
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1 IDENTIFIKACE BAKTERII

Kritéria pro identifikaci mikroorganizmt byla v 19. stoleti postavena na morfologickych
znacich. V 50. letech 20. stoleti pfichazi éra novych biochemickych poznatkli, zejména pfi
studiich metabolickych drah. Od 80. let 20. stoleti nabyvaji hlavniho vyznamu kromé feno-
typovych vlastnosti v identifikaci bakterii metody molekuldrni biologie a chemotaxono-
mickych analyz — Ize identifikovat 1 nekultivovatelné druhy a sledovat evolu¢ni vztahy me-
zi nimi. Chemotaxonomie sleduje pfitomnost a struktury charakteristickych sloucenin u

klasifikovanych zastupct systému [1].

Identifikace je proces dokazovani, Ze novy izolat patii k jednomu jiZ ustanovenému a po-
jmenovanému taxonu. Jde tak o praktickou aplikaci klasifikace a nomenklatury. V pribéhu
poslednich 20 let doslo k obrovskému rozvoji novych technologii v mikrobiologii jejichz
vysledkem je vétsi objektivita a rychlost. Pivodné identifikace mikroorganizmt spocivala
na biochemickych testech zaloZenych na rtistu bakterii, pfipadn€ doplnéné o stanoveni an-
timikrobni citlivosti. Ve vybranych pfipadech mohla byt doplikové d€lana aglutinace,
komplement fixa¢ni nebo neutralizacni reakce. Bakteridlni identifikace je nyni z velké Casti
provadéna pomoci miniaturizovanych komer¢nich souprav, mikrotestti, ¢asto polo ¢i plné
automatizovanych. Zakladni podminkou pro provadéni identifikace je prace s Cistou kultu-

rou [2].

1.1 Klasifikace a systematika

V soucasné dobé€ neexistuje oficidlni klasifikace prokaryot, ale jejich fazeni je neustéle re-

gulovano. VSeobecna pravidla ustanovuje International Code of Nomenclature of Bacteria.

Bacteriological Code (revize v roce 1990) je novym konceptem platnych jmen od roku
1975. Soucasti je i Approved Lists of Bacterial Names (1980), ktery je zdkladem soucasné
nomenklatury. Aby byly taxony uzndny za platné, musi byt citovdny v Approved Lists of
Bacterial Names nebo publikovany v IJSB, IJSEM nebo publikovany v jejich Validation
Lists. S vyuzitim téchto zdroji vytvoftil List of Prokaryotic Names with Standing in No-
menclature abecedni a chronologické fazeni prokaryot vCetn¢ zmén v nomenklatute. Zde
pak miiZeme najit sbirky prokaryot a typové kmeny a synonyma jmen. S kazdym vydanim

IJSEM je doplitovéana troven soucasnych poznatk [3].
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Klasifikace zalozend pouze na fenotypovych vlastnostech (morfologickd, biochemicka a
fyziologicka kritéria) je dnes jiZ historicka zdleZitost a byla podstatou tzv. praktické klasi-
fikace. Aby byla fylogenetickd piibuznost mezi prokaryoty piesnéjsi, bylo nutno aplikovat
vysledky studia jejich genomt — tzn. zahrnout genotypové vlastnosti. Tento v soucasné do-
be vyuzivany piistup se nazyva fylogenetickd klasifikace [2]. Projevuji se i tendence nékte-
rych mikrobiologli prezentovat klasifikaci z posledniho Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology, coz je kniha vytvofena kolektivem nejuzndvangjSich taxonomi, jako tzv. ofi-
cidlni klasifikaci, kterd by méla byt v mikrobiologii pouZzivédna [2]. Zde vSak na rozdil od
nomenklatury, kde mé kazdy taxon jedno platné jméno stanovené podle mezindrodnich

pravidel, neexistuje Zadna klasifikace bakterii ani archaei.

Kazda klasifikace je neustdle modifikovana podle toho, jak pokrocily vyzkumy a poznatky
v daném oboru. Jako oficidlni by pak mohla byt pouZivana ta, kterd by vyhovovala co nej-
vetsi casti odborné mikrobiologické vetejnosti, alespoii po n¢jakou dobu. Klasifikace, kte-
rou by pouzivalo jen malé mnozstvi mikrobiologii, by neméla Zadny vyznam, protoZe by

byla velmi brzo modifikovéna a jako takova poté ignorovana [2].

Systematiku 1ze vyjadiit jako studium diverzity mikroorganizmil a vzdjemné piibuznosti.
Toto studium zahrnuje také ekologii, biochemii, genetiku, patologii a molekularni biologii

[2].

Systematika byla diive zaloZena zejména na zdklad¢ morfologickych a analytickych metod,
které vSak v soucasné dob¢ vytlacuji genetické metody, podobné jako v ptipadé€ jejich ur-
¢ovani. K pouzivanym metodam patiilo i Gramovo barveni. Mezi dal§i moZnosti patii dé-
leni na zdkladé rozdili v bunééném metabolizmu, stavb¢ zdkladnich bunécnych komponent
(DNA, mastnych kyselin, antigenti, a podobn¢). Témito metodami vSak neni zarucena pfi-
rozenost taxont, které byly na zdkladé nich vytvofeny. Soucasné bakteridlni klasifikacni
metody se soustfedi predev$im na molekuldrni systematiku. Z genetickych metod se pouzi-
va sekvenace dlouhodobéji stabilnich ¢asti DNA, jako je rRNA nebo je méfen obsah GC
(mnozstvi guaninu a cytosinu v rdmci DNA) [4]. Na zédklad¢ vyse zminénych genetickych
metod je v rdmci domény bakterie identifikovano pomérné velké mnoZstvi kment (phy-
lum). Jejich pocet neni dan pfesné a pohybuje se okolo 22 — 26 [5]. Piibuzné kmeny se se-

skupuji do vyvojovych linii, jednim ze zndmé&jSich systému je Cavalier-Smithtv na Obr. 1.

[6].
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—Chlorobacteria (Chloroflexi)
—Hadobacteria (Ceinococcus-Thermus)

—Cyanobacteria (sinice)

_Gracilicutes (Proteobacteria, Chlamydiae, Planctomycetes,
Chlorobi, Bacteroidetes, Spirochaetae)

— —Eurybacteria (Selenobacteria, Fusobacteria, Thermotogae)

— Endobacteria (Firmicutes)

L ————Actinobacteria

-Archaea

Meomura

—FEukarya

Obr. 1. Klasifikace bakteridlnich kmenii podle Cavalier-Smithe [6].

1.2 Metody urcovani

Velky vyznam md ur€ovani bakterii hlavné v medicin€, kde je spradvnym stanovenim pu-
vodce dané bakteridlni infekce podminéna ndsledujici 1é¢ba. Tato potieba identifikovat

bakterie byla hlavnim impulzem k vyvinuti determina¢nich technik.

Mikroskopickym pozorovanim bakterii v télnich tekutinich se bakterie urcuji jen ziidka,
Castéji jsou pak prepardty barveny [7]. Znamym typem barveni je Gramovo barveni, které
umoziuje rozliSovat bakterie grampozitivni (G+), gramnegativni (G-) a bez bunécné stény
(Mollicutes). Pro mykobakterie (Mycobacteria) a nokardie (Nocardia) se zase pouziva Zie-
hl-Neelsenovo barveni [8]. Casto viak nestaéi vzorek barvit, ale musi se pfistoupit ke kul-
tivaci. Pti identifikaci bakterif se ¢im dél Castéji vyuziva také molekuldrné-genetickych me-
tod, jako je napi. polymerdzova fetézova reakce. Jejich pfednosti je jejich presnost a rych-

lost v porovnani s kultivaénimi metodami [9].
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1.2.1 Morfologie

Morfologické znaky délime na makroskopické a mikroskopické a zjistujeme je pii identi-
fikaci mikrobidlnich rodl a druhi, pfi kontrole Cistoty kultury, pfipadné také pii posouzeni

fyziologického stavu kultury.

Makroskopické znaky se tykaji zptisobil ristu mikroorganizmu v zZivnych pudéch. Jsou pa-
trné pouhym okem. I kdyZ jsou silné ovlivnény pouZitou Zivnou pidou a stafim kultury,
pfinaseji ndm velmi cenné informace o povaze mikroorganizmu a o cCistoté kultury. Tyto
znaky jsou vSak voditkem pfi identifikaci rodi nebo dokonce druhi mikroorganizmi jen

v nékterych piipadech [2]. Mezi makroskopické morfologické znaky ndleZi charakter ristu:
¢ po kultivaci mikroorganizmi v tekuté pade,
® po kultivaci na agarové pudé v Petriho misce — studium jednotlivych kolonii,
¢ po kultivaci svislych agart zaockovanych vpichem [10].

Mezi dulezité mikroskopické morfologické znaky patii velikost, tvar, usporadani bunék,
zpusob rozmnoZovani a piitomnost zvlastnich dtvarii [2]. Tyto znaky miiZeme pozorovat
svételnym nebo elektronickym mikroskopem, ptipadné lupou. Mikroskopické hodnoceni

dopliiujeme vZzdy makroskopickym posouzenim kultury [10].

1.2.2 Fyziologie

Mikroorganizmy se od sebe navzdjem liS{ svymi ndroky na vyZivu, na Kkyslik, zpisobem
ziskdvani energie a jsou rtzn¢ citlivé na fyzikdlni, chemické a biologické faktory. Tyto
vlastnosti jsou vyuzivdny k zdkladni charakteristice izolatu, ktery ma byt identifikovan.
Podle narokli na vyZivu mikroorganizmy délime na autotrofni a heterotrofni, podle narokt
na kyslik na aerobni, anaerobni, mikroaerofilni a fakultativné anaerobni, podle zpisobu
ziskdvani energie na fototrofni a chemotrofni [11]. Casto vyuZivanymi vlastnostmi jsou
také fermentace sacharidd, teplotni rozmezi ristu, produkce pigmentli, enzymu (kataldza,
cytochromoxidéza), tolerance k vyssi koncentraci NaCl (6,5 %) [2], citlivost ke ZluCovym

solim a rezistence na antibiotika.
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1.2.3 Molekularni typizace

Vznik metod molekularni typizace umoZznil rozvoj molekuldrné biologickych technik. Tyto
metody jsou zaloZeny na fyzikdlnich vlastnostech molekul produkovanych prokaryoty a
jsou tedy univerzdln¢ aplikovatelné. Obecné se miizeme domnivat, Ze jsou mikroorganiz-
my geneticky identické a Ze jsou klondlnim potomstvem jedné buiiky. Geneticka diverzita,
kterd existuje na drovni bakteridlniho druhu umoznuje diferenciaci odliSnych klonli nebo
klondlnich skupin mezi izolaty shodného druhu ziskanymi z riznych zdroji a mist a i
v ruznych Casech. Tento proces se nazyva subtypizace, cozZ je dokazovani, Ze napt. puvod-

n¢ rozeznany virulentni klon je pfitomen v souboru kment z novych ohnisek infekce [2].

Typizacni techniky mohou byt na zdkladé typu cilové makromolekuly rozdéleny do tif sku-
pin [2]:

® Metody zaloZené na lipopolysacharidech a mastnych kyselinach — analyza lipopoly-
sacharidii pomoci sodium-dodecyl-sulfatové polyakrylamidové gelové elektroforé-

zy (SDS-PAGE) a plynové chromatografie.

¢ Metoda zaloZend na analyze sloZeni proteinii bunécné stény a vnéjSi membrany —
analyza SDS-PAGE [12], kterd je uZiteCnd pro subtypizaci bakterii, a to vétSinou
gramnegativnich. Specidlnim typem téchto metod je multilokus enzymova elektro-

foréza, jejiz vysledky dobfte koreluji s genotypem.

¢ Metody zaloZené na nukleovych kyselindch —patii sem napt. DNA sekvencovani,
coz je ptimé stanoveni sekvenci nukleotidli v molekule genomové DNA. Déle zde
muzeme zatadit restrikéni analyzu chromozomadlni DNA spocivajici ve srovnani
poctu a velikosti fragmentl vzniklych po plisobeni restrikéniho enzymu na nukleo-
vou kyselinu. Tteti metodou je restrik¢ni analyza plazmidl spocivajicich v extrakci
plazmidu separaci gelovou elektroforézou na zakladé jeho velikosti. Ctvrtou meto-
dou této skupiny je pulzni gelova elektroforéza, pii které se vytvaii velké fragmenty
DNA separované specidlnim elektroforetickym postupem a analyza fragmentid je
bez nutnosti hybridiza¢nich metod. Tyto metody byly pouzity napi. pfi identifikaci
bakterii rodu Lactobacillus [13]. Posledni metodou je polymerdzova fetézova reak-
ce (PCR), coz je v dnesni dobé jiz velmi rozsifend a da se fici béZnd metoda. Je to
amplifikacni metoda, kterd umozZiluje zmnoZeni Casti specifickych usekti DNA i

RNA. Existuje mnoho variant (real-time PCR, nested PCR, LAMP assay), ale u
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vSech plati, Ze jsou to velmi rychlé metody identifikace a detekce, které se vyuzivaji

napf. k detekci patogent v potravindch [14].
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2 SYRY

2.1 Rozdéleni syria

Pfi dé€leni syri neexistuje zadny univerzalni systém, proto je to velmi slozitd zdleZitost a
v literatufe se toto déleni muze liSit. VétSinou se vSak pouzivd déleni podle vlastnosti,
eventueln¢ podle pouZiti ve vyzivé ¢i podle zdkladnich krokii v technologii. Existuji obec-
n¢ uzndvand schémata de€leni, ale potiZe nastdvaji u nékterych druhii syri, jejichZ paramet-
ry vyhovuji nékolika skupindm, nebo se naopak k zadné skupin€ nehodi. Z téchto divodu
musime chapat predlozené schéma (Obr. 2) jako orientacni, a pokud se v literatuie setkdme

s jinym dé€lenim nemusi byt Spatné ¢i kvalifikovanéjsi [15].

Eysele

Cersivé

) Termizovans
Mékice

Pod mezem

Zrgjict ¥ ehlaci

| Svyrufenou syFeninou
Polotvrde | )
Lisované

S nizhp doffivanou syfeninou
Sladis Fond S vysoho dolFivenou syFeninou
= 5

8 mleton syPeninou

Specialni

S plisni na povrchu
Piirodii Flishove | 5 plisni uvnit?
Kombingveane

Nelizovane
Bile L.
Lizovane

I” hiinikove folii nezaavens

I” hlinikcové folii zatavens
I tukyich plasiovych obalech

I plechovych obalech
Podle zpiisobu baleni

Vjirych obalech fuby
Flastova siFia
Salamy

Platky

Obr. 2. Zdkladni rozdeéleni syrit [15].
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2.2 Kyselé syry

Kyselé syry se vyrabi kyselym srdZenim mlé¢né bilkoviny. Jsou konzumovany v Cerstvém
stavu nebo jsou pouzity jako surovina pro vyrobu. NejznaméjsSim zastupcem kyselych syra

u nds jsou olomoucké tvartzky.

Olomoucké tvaruzky

Zakladem pro vyrobu olomouckych tvarizka je primyslovy tvaroh. Je zde vyuZivano pou-
ze kyselé srazeni, kdy se na povrchu se utvaii oranzovy nebo zlatozluty maz. Pravy vyrobni
proces zacind pripravou surovin, kdy se promichdvé tvaroh, reguldtory kyselosti, kuchyn-
ska siil, mlékarenské kultury, pitnd voda na homogenni smés poZadované konzistence. Pies
formovace je sm¢s promichdvana a vytlaCovana do forem. Poté nésleduje faze suSeni, které
probiha za pfedem danych rozmezi teplot a vlhkosti. Takto probiha prvni proces zrani, kdy
tvariizky dosahuji Zddaného obsahu suSiny a rozviji se proteolytickd mikrofléra na povrchu
polotovaru. Koupdnim se po dosazeni optimdlniho povrchového pH odstrani povrchova
oxida¢ni mikrofléra. Pozdéji se tvariizky uklddaji do beden, kde nésledn¢ zraji. To je sloZi-
ty enzymovy proces, pii némz pievazuje enzymové odbourdvani laktosy a bilkovin, nékdy i
tukti. Typickd viné, chut’ i maz tvarizki vznikd rozpadem bilkovin. Pfi zralosti do 1/3 fezu
se mohou vyexpedovat, pfitom vSak stdle dozravaji. Pii delSi dob¢ zrani dochdzi
k vyrazngjSimu rozkladu bilkovin, coZ zintenziviiuje jejich organoleptické vlastnosti.
Stiplavé chut je zptisobena rozpadem bilkovin aZ na amoniak. Zejména pokud jsou ve std-
diu plné zralosti ptsobi siln¢ alkaligenné v travicim traktu. Zraly syr je typickd pro svou
vuni, chut’, ale i texturu. Nejlepsi jsou tvartzky ve tfetim a ¢tvrtém tydnu zrani. Skladuji se
do 10 °C a datum miniméln{ trvanlivosti je 35 dnli od data vyroby. Diky vyrob¢ z odtuc¢né-

ného mléka neobsahuji téméi zadny tuk, jsou lehce stravitelné [16-19].

2.3 Zrajici syry

Zrajici syry patii do skupiny sladkych mékkych syrti (Obr. 2). Charakteristickym znakem
mékkych syri je mekkost, drobivost, soudrZznost a roztiratelnost. Né&které syry z této
skupiny tvoii plynuly pfechod mezi syry a tvarohy, technologii se vice blizi k vyrobé
tvarohli nez ke klasické vyrob¢ syrii. Pfi vyrobé mé&kkych syrii se syfenina nepfihfivd ani
nedosousi, odlucuje se syrovitka bez lisovani [15]. Tato skupina syrt je velmi hojné

zastoupena.
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Tyto syry jsou charakteristické pfitomnosti bilé plisné (zptsobené Penicillium camember-
ti), ktera pokryva povrch syrti [20]. Ceskd varianta Camembertu je Sedl¢ansky Hermelin a

v podstaté jakykoliv syr s bilou plisni na povrchu.

2.3.1 Rozdéleni zrajicich syri

Sytenina zrajicich syrti dozravd pomoci urychlovact zrani, coz jsou bakterie, plisné (Peni-
cillium camemberti, P. roqueforti), kvasinky nebo jejich kombinace [20]. Vysledkem je
pak specifickd chut’, textura a vnéj$i vzhled. Musi byt vyrobeny z pasterizovaného mléka a
pokud tomu tak neni, jsou skladovany nejmén¢ 60 dni nez se dostanou ke spottebiteli [21].
Podle zplisobu zrdni syry muzZeme rozdélit na syry zrajici pod mazem a syry zrajici

v chladu.

Svyry zrajici pod mazem

Pro tento druh syra je typicky postup pii jejich zrani. To probihd v mistnostech s pfesné
stanovenym klimatem, vysokou relativni vlhkosti vzduchu a teplotou, kterd se v prib&hu
zrani méni. Pfitomnost mikroorganizmii zraci kultury zpusobuje hlavni zmény v procesu
zrani syra. Hlavni soucasti zracich kultur je Brevibacterium linens a dalsi specifické druhy
kvasinek. Zde pak kultury vytvaii na povrchu syra Zlutooranzovy maz a vlastni zrani po-
kracuje od povrchu dovnitt syra. V pribéhu 3 tydnti cely obsah syrii rovnomérné prozraje,
ale zlistava tuhy, neroztékavy. Nékdy jsou syry barveny neSkodnym barvivem annato, ktery
pfi zrdni vydava silnou vini, kterou ne vSichni dokdzi ocenit. Kira se mnohokrat omyva,
napt. bilym vinem marc de Bourgogne (epoisses), marc de Bourgogne (langres), pivem
(rollot) ¢i obycejnou slanou vodou. Timto se klira vyhlazuje a dod4va se ji na lesklosti. Pii-
kladem takovychto syrti jsou napi. maroilles, monster, herve a livarot. Syry jsou pravidelné
obraceny na zracich podlozkich a omyvény slanym roztokem s ptidavkem zracich kultur
tak, aby stejnomérn¢ prozravaly a udrzely si pravidelny tvar. Baleni probiha na konci zrani
do ¢aste¢né propustnych obalovych materidlti, skladuji se v chladu, a ddle mohou dozravat
az do doby konzumace. Typickym piedstavitelem u nds je romadur a dezertni syr. V sou-
Casnosti byva tento vyrobni postup ¢asto kombinovan s vyrobou nékterych polotvrdych i

tvrdych syrt [15], [20], [22].
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Syry zrajici v chladu

Syry zrajici v chladu se odliSuji od ostatnich druhti zrajicich syrti svym vyrobnim proce-
sem. Po vysoleni jsou syry uklddany do zracich prostort s relativné nizkou teplotou. Tim je
velmi omezen rist mikroorganizmii. TakZe vlastni zrdni probihd pisobenim enzymu ze
syfidla a v celé hmot¢ syra soucasné. U nekterych pikantnich druht syrti je zdmérné zvyso-
van obsah soli, ktery jinak brani rastu zraci mikrofléry. Doba zrani zde miiZe trvat i nékolik

mésici [15].

2.3.2 Technologie vyroby zrajicich syri

Primarnim prvkem v technologii vyroby zrajicich syrt je jejich vlastni zrani, které probiha
ve zracich sklepich a md nékolik fazi. Samotné zrani syri je ndkladny a dlouhy proces.
Charakter kazdého syra se vytvaii béhem maturace. Proces zrani se da urychlit pfiddvanim

startovacich kultur.

Zraci proces lze také urychlit zvySujicim se enzymovym fondem, ktery zéroven zlepSuje i
chut’ a texturu. Nejveétsim zméndm behem zrani podléhd laktéza a mlécné bilkoviny, tuk
u n¢kterych syra a urcitym zméndm podléhaji také soli. V zdvislosti na typu syra trva tento
proces od 4 tydnti do 2 aZz 3 let. Syrovd hmota se stdva sussi, pevnéjsi, vytvaii se modré

zilkovani, dutiny, a vné&jsi pevna krusta.

Syr je Zijici organizmus s enzymy a bakteriemi, které vyZaduji pfisun vzduchu a potifebnou

vlhkost.

Béhem maturace se nékteré syry pravidelné koupou v solném roztoku, pfiddvaji se dalsi
bakteridlni kultury a kofeni. Timto zdvérecnym procesem se syry stavaji jedineCnym pro-

duktem na celosvétovém trhu [20], [23].

2.3.3 Procesy probihajici p¥i zrani

Zrani syri muzeme delit do dvou skupin a to podle proteolyzy, tedy podle rozpadii bilko-

vin, a podle uplatnéni mikrofléry, a to na:

Primdrni zrani
Zrani ptevazuje pii zrani syra tvrdych, polotvrdych a u syrti s plisni v tésté. Probihd v celé

hmot¢ stejné€, a pod vlivem enzymil bakterii mlécného kvaseni [23].
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Sekundarni zrani

Ptevazuje u syrtt mékkych, a u vétsiny syrti kyselych, je to zrani jehoZ se Gcastni aerobni
mikrofléra z povrchu, probihd pfevazné od povrchu dovnitf. Aerobni zrani Casto probiha
velmi rychle a u mékkych syrt potla¢i vliv zrani primarniho. U vétSiny syrii v§ak probihaji
oba tyto typy zrani. Pfi zrani dochdzi ke zméndm bilkovin. Para-a-kasein, v mléku nejhoj-
n¢ji zastoupend bilkovina, se $tépi na polypeptidy, dipeptidy a aminokyseliny. Mohou zde
vSak vznikat i neZaddouci az Skodlivé produkty degradace aminokyselin — amoniak, moco-
vina, kyselina mdselnd a dalsi. Pti rozkladu bilkovin vznikaji i t¢Zké mastné kyseliny, které
se podili na chutovych slozkach syrt. Bilkovina samotnd je bez chuti, ale mnoho produkta
rozkladu bilkovin chut’ ma. Uvolnéné mastné kyseliny se rozpadaji na rizné aldehydy a
metylketony. Na konzistenci, kterd ovliviiuje i chut’ a vlini ma vliv obsah vody a jeji vazba
v syru. Kvalitni syry obsahuji takové mnoZstvi jednotlivych slozek, aby byly ve vzdjemné
rovnovaze. Nejdiive je chut nevyraznd a nasladla (pochdzi z lakt6zy). Pochédzi predevsim z
tuku a dalSich slozek mléka a brzy ustupuje. Poté nastupuje kyseld chut’, jejiz pfi¢inou je
mlécné kvaSeni, charakteristické pro takika vSechny druhy syrti. Rozlozeni jednotlivych
sloZek aroma do vodni a tukové faze napomdha vyrovnané chuti syra [16], [23-25]. Zrani
tedy ovliviiuje konzistenci, chut’ i vlini. Tvrdé syry (optimélni stafi pfi konzumaci 3 mésice
a vice) zraji od stfedu k povrchu a mékké syry (tj. syry, které se ke konzumentovi dostavaji
velmi mladé) zraji zvenku dovnité. Mezi znaky zralosti syra patii tvorba kirky, mazu ¢i

vytvateni ok, povrchové i vnitini plisné [21].

2.3.4 Mikrofléra zrajicich syri

2.3.4.1 Startovaci kultury

Ptidavkem cisté kultury do mléka pted syfenim je nutnou podminkou zdarného pribéhu
celého technologického procesu. Mezi primarni kultury, které se podileji na tvorbé chuti a

viné v prubehu zrani syri patii bakterie rod Lactococcus, Lactobacillus a Streptococcus.
V prvni ¢asti vyroby az po fazi soleni se podileji laktobacily také na prokysani syri. Lacto-

bacillus casei pomalu fermentuje laktézu a jeho ucinek spociva predevSim v proteolyze

béhem zrani syri [17], [21], [24].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

Dile rozliSujeme kultury :
¢ mezofilni kultury s teplotnim optimem mezi 20 — 40 °C,
e termofilni kultury, které vystoupi k 45 °C.

Nejcastéji pouzivané kultury jsou mixovéany s druhovymi kulturami, ve kterych dva nebo
vice druhli mezofilnich a termofilnich bakterii vegetuji v symbidze. Tyto kultury neprodu-
kuji pouze kyselinu mlé¢nou, ale také slozky aroma a CO2. Oxid uhli¢ity je dileZity pro
vytvoreni dutin v kulatych syrech s oky a zrnitych typech syrt napt. Gouda, Tylsiter- mezo-

filni kultury, Emmental, Gruyer — termofilni kultury [25].
Mezi zastupce rodu Lactococcus patii:

® Lactococcus lactis subsp. cremoris,

® Lactococcus lactis subsp. lactis.
Mezi zastupce rodu Streptococcus patii:

e Streptococcus salivarius subsp. thermophilus.
Mezi zastupce rodu Lactobacillus patii:

® Lactobacillus brevis,

e Lactobacillus casei,

® Lactobacillus plantarum,

® Lactobacillus fermenti,

e Lactobacillus acidophillus,

® Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis,

® Lactobacillus helveticus.

Uvedené druhy mikroorganizmt plsobi vzdy ve vzdjemném vztahu, a to bud’ soucasné,
nebo vedle pri¢emz jeden druh pfipravuje ptidu druhému. Pfitom zabranuji vyvinu Skodli-
vych mikroorganizmi, coZ je velmi dilezité z hlediska technologického a zajisténi dobré
jakosti syra. Je-li narusena ¢innost uzite¢nych mikroorganizmu vznikaji nejvaznéjsi zavady
v jakosti syru. JestliZze tedy chceme aby vyroba a zrani syrii bylo dspésné musime dodrZet

zékladni podminky:
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® musi byt pfitomny potiebné druhy mikroorganizmd,
¢ musi byt dostateny pocet jiZ zminénych mikroorganizm,
* musi byt uplatnény v pravy ¢as technologického postupu.

Cisté mlékarenské kultury jsou vyrdbény ve specializovanych laboratofich, které je zasilaji
diska maji nevyhodu, protoZe bakterie jsou oslabené a pfed pouZitim musi byt nejdiive
oziveny n¢kolikerym pieoCkovanim. ZlepSeni u suchych kultur bylo docileno lyofilizaci,
kterd s vyjimkou smésnych kultur nevyZaduji pted pouzitim pteockovani [21], [22], [25],

[26].

Soucésti ptirozené mikrofléry mléka mohou byt také bakterie, které nejsou startovaci kul-
tury. Jsou to zejména rizné druhy a poddruhy laktobacilli, zastupci rodu Leuconostoc, Pe-
diococcus a Enterococcus. OranZzové pigmentujici bakterie Brevibacterium linens se pou-
Ziva pro tvorbu mazu u syrt zrajicich pod mazem [27]. Nejvétsi piinos bakterii v mazu (B.
linens, Corynebacterium sp., Microbacterium, Arthrobacter sp., Staphylococcus sp.) je
uvolilovani vysoce aromatickych sirnych sloucenin, které vznikaji pfi katabolizmu amino-

kyselin [28]. Vé&tSina této mikrofldry je vSak eliminovana pasterizaci.

Pokud jsou v mléce pifitomny vysoké pocty téchto nekulturnich laktobacilti ¢i pediokok,
muZe béhem zrani syrt kromé& L-laktatu vznikat racemizaci také D-laktat. Ten nemusi byt
na zavadu organoleptickym vlastnostem, avSak mize mit neZddouci nésledky ve vyZzive,
zejména déti. Navic, D-laktdt je méné rozpustny a miiZze v syru krystalizovat a zptisobovat
nezadouci skvrny. Nekulturni kmeny mléénych bakterii mohou dale zpiisobovat oxidaci

laktdtu na acetét, ktery je u nékterych syrti (Cedar) souéasti typické chuti [28].

Sekundarni mikrofléra je tvofena aromatvornymi kvasinkami ¢i plisnémi k dotvofeni cha-
rakteristickych organoleptickych vlastnosti u nékterych syri. Kvasinky napt. degraduji ky-
selinu mlé¢nou na povrchu syri a zvySuji tim pH prostiedi tak, aby bylo vhodné pro kory-

nebakterie (B. linens) [27].

2.3.4.2 Mikroorganizmy zpusobujici kaZeni

Pfi vyrob¢ syrii se mize z technologickych, fyzikdlnich nebo mikrobiologickych pficin vy-

skytnou fada vad. Obecn¢ pak miizeme vady zpusobené mikrobiologickymi Ciniteli rozdélit
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na vady pisobené plisnémi, kvasinkami, nezadouci tvorbu plynu (bakterie, kvasinky) a ne-
Zadouci barevné zmény syra (bakterie, kvasinky, plisn€). Nesmime vSak zapomenout, Ze
pii kazeni mlécnych produktl se zicastiiuje rod Lactobacillus, ale jen dva z nich maji spe-
cificky ucinek. L. maltaromicus zpiisobuje sladovou pachut’ mléka (tvorba riznych aldehy-
da a alkoholii) a L. bifermentans zptsobuje za urcitych okolnosti nadymani syrti holand-

ského typu [29].

Spéry plisni pottebuji pro své kliceni kromé priméiené relativni vlhkosti, teploty a Zivin
také dostatecny piistup vzdusného kysliku. VSeobecné se pak prostredim velmi snadno Sifi.
Syry, u kterych neni pro zrani pozadovan vzdusny kyslik, jsou baleny do ochrannych folii
s inertni atmosférou, kterd brani jejich plesnivéni. V ptipadé poruseni folie ¢i jeji netésnosti
mohou spdry plisni pronikat k syrim, kde se zatnou mnozit zejména na kyslik méné na-
ro¢né druhy a zplsobuji nezddouci zmény ovliviiujici kvalitu produktl. Za téchto podmi-
nek se pak jednd o plisn€ rodu Penicillium zpisobujici modrou pliseni nebo rodu Cladospo-
rium, coZ je Cernd plisent. Ddle mohou syry kontaminovat plisné rodt Aspergillus, Fusari-
um, Mucor, Monilia [27], Scopulariopsis a Verticillium. Navic mohou produkovat myko-
toxiny (viz kapitola 2.3.6). Nekulturni plisn€ rodu Penicillium Casto kontaminuji syry zraji-
ci pod mazem a plisnové syry. Tzv. rakovinu kuiry sladkych zrajicich syrti, kterd se projevu-
je mekkymi misty na kufe zplsobuji plisn¢ rodu Penicillium spolecné s bakteriemi rodu

Proteus [22].

Syry kontaminované kvasinkami maji kvasni¢nou chut’, aroma chlebového tésta nebo ne-
pifjemny zdpach a povrch syrti byva osliznuty s viditelnymi nedostatky [27]. Castym zdro-
jem kontaminace byvaji solné 1dzn€, protoze kvasinky se mnozi predev§im na povrSich sy-
i s nepiimefené vysokou vlhkosti (proto je nutné po solnych laznich syry dostate¢n¢ osu-
Sit). Kvasinky maji také lipolytickou aktivitu, proto zplsobuji i Zluklou chut’, volné mastné
kyseliny mohou esterifikovat s alkoholy a vytvéiet ovocnou viini a chut. Mezi kvasinky
nejcastéji kontaminujici syry patii kvasinky rodt Candida, Yarrowia, Kluyveromyces, Geo-

trichum, Debaryomyces a Pichia [22].

Nezadouci tvorba plynil u syrt zptisobuje jejich trhdni a dufeni, to mizeme dale rozd¢lit
na ¢asné a pozdni. Casné dufeni u syra s nizkodohfivanou syfeninou je zptisobeno piede-
v§im koliformnimi bakteriemi (Enterobacter aerogenes, Escherichia coli) nebo Bacillus

subtilis [27]. Zdrojem téchto bakterii je prostiedi, které se vyskytuje v mléce i po jeho pas-
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teraci. Nizka teplota dohfivani pouzivand pfi vyrob¢ syrii navic neumoziiuje jejich devitali-
zaci. Za normdlnich okolnosti bakterie zdkysu potlaci ty plynotvorné. Pokud vSak bakterie

zékysu nejsou dostatecné aktivni zacnou koliformni bakterie intenzivné riist a zkvaSovat

laktézu za vzniku CO, a vodiku, které zplisobuji nezZadouci oka a trhliny.

Na pozdnim dufeni syrii a neZadouci tvorbé kyseliny maselné se podileji zejména anaerob-
ni sporulujici bakterie rodu Clostridium z mléka (C. tyrobutyricum v zimnim obdobi, C.
butyricum v letnim obdobf{) [27], které jsou schopny pfeZivat jak pasteracni teploty, tak tep-
loty dohfivani [22].

Mezi mikroorganizmy zpisobujici barevné zmény na syrech fadime Micrococus luteus a
Aspergillus flavus - Zluté skvrny, nekulturni propionibakterie a plisen Penicillium casei -
hn&dé skvrny. Tzv. bilou hnilobu, ktera se projevuje bélavymi dobfe ohraniCenymi skvr-
nami s tmavsim stiedem, zpisobuji bakterie Clostridium sporogenes a Clostridium putre-
faciens. Bilé skvrny a zméknuti v mistech skvrn jsou zptisobeny €innosti n€kterych entero-
kokt a kvasinek. Velkym problémem projevujicim se v pribéhu zrani je vznik hotké chuti,
zptisobené kumulaci hotkych komponent v peptidovych frakcich. Jeji eliminaci je moZné,
v nékterych druzich syra, fesit piidavkem Brevibacterium linens [22].

M¢kké syry umoznuji rist SirSimu spektru mikroorganizmil, jelikoZ maji vyssi obsah vlh-
kosti (50 — 80 %) a vhodn¢jsi pH (5,0-6,5) nez syry tvrdé. Kazeni zde zpiisobuji nejcastéji
psychrotrofni gramnegativni tyCinky rodt Pseudomonas, Alcaligenes, Achromobacter a
Flavobacterium, které zptusobuji zjevné zmény chuti a zadpachu diky ptfitomnosti lipolytic-
kych a proteolytickych enzyma [30]. Ve zracim ldku se rozviji typickd halo- a acido-
tolerantni mikrofléra (10* az 10° CFU/ml), hlavnimi druhy jsou &asto kvasinka Debaryo-
myces hansenii a Staphylococcus eqourum [28]. Tato mikrofléra vyrazné ovliviiuje zejmé-

na m¢kké syry zrajici pod mazem.

2.3.5 Patogenni mikroorganizmy

Schopnost patogenti piezivat v syrech je ovlivnéna nékolika faktory. Jsou to zejména vlast-
nosti daného mikroorganizmu (teplotni, acido a halo tolerance), pocatecni pocty a jejich
fyziologicky stav, dédle technologicky postup vyroby syru, pouzité teploty, pfidavek soli ¢i

Vv s

rizika asociovana se syry.
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2.3.5.1 Listeria monocytogenes

Taxonomie RiSe: bakterie (Bacteria)
Oddéleni: Formicutes

Ttida: Bacilli

Rad: Bacillales

Celed: Listeriaceae

Rod: Listeria [31]

Rod je tvofen dvéma skupinami geneticky pfibuznych druhi [32]:

1. Listeria monocytogenes

Listeria ivanovii

Listeria seeligeri

Listeria innocua

Listeria welshimeri

2. Listeria grayi

Listeria murrayi

Vyskyt jednotlivych druhil Listeria je uveden v Tab. 1 a na Obr. 3 je zndzornéna klasifika-

ce listerii podle kultiva¢nich vlastnosti a biochemickych znaka.

Tab. 1. Vyskyt jednotlivych druhu rodu Listeria [32].

Druh

Vyskyt, patogenita

L. monocytogenes

L. ivanovii
L. seeligeri

L. innocua,
L. welshimeri

L. grayi, L. murrayi

podminéné patogenni pro ¢lovéka a pro zvitata
Vyskytuje se u zvirat, zejména u ovcf; u ¢loveéka vzacné
saprofyticky druh, ktery byl jen ojedinéle prokdzan jako vyvolavatel

lidské listeriozy
Patogenita prakticky nulova

Rozsiteny v piirod¢€, nevyvoldvaji onemocnéni
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Morfologie

Bakterie rodu Listeria jsou kratké, pomérné uniformni grampozitivni tycky se zaoblenymi
konci. Délka nepiesahuje 0,5 az 2 um. V mikroskopu je pozorujeme jednotlivé, v kratkych
fetizcich nebo drobnych shlucich. Ve tkdnich a v patologickém materidlu miiZeme pozoro-
vat také kokobacildrni tvary nebo nékolik desitek pm dlouhé tycky. Netvoii spéry ani
pouzdra. Exprese proteinu tvoficich bi¢ik je zdvisla na teploté - listérie tvoii bi¢iky jen
v teplotnim rozmezi od 20 do 25 °C. Jeden az Ctyti bi¢iky umoziuji pohyb s pfemety a ro-

taci [32], [33].

Ristové a biochemické vlastnosti

Listérie nejsou piiliS ndro¢né na kultivani podminky. Jsou aerobni. B€Zn€ rostou v rozme-
zi teplot 5 az 45 °C, jejich rast vSak neni ipln¢ inhibovan ani pfi teploté 0 °C. Naproti to-
mu jsou schopné pieZit teplotu 60 °C po dobu 30 minut, resp. teplotu 73 °C po dobu 2 mi-
nut. Nejsou acidorezistentni. Rostou na béznych kultiva¢nich ptidach v Sirokém teplotnim
rozmezi. Kultury vyristajici v suboptimdlnich teplotich rostou pomaleji, Umérné
s prodluzovanim generacni doby. Genera¢ni doba je pii teploté 4 az 5 °C 13 aZ 25 hodin,
pti 10 az 13 °C 5 az 9 hodin, pii 35 °C 0,6 hodiny. Schopnost rist a preZivat nizké teploty
je zptusobena schopnosti adaptovat mastné kyseliny v bunééné membrané tak, aby ztlistala

zachovéna fluidita membrény.

Dobfte snéseji vysoké koncentrace NaCl a zZlu¢ovych kyselin. Velice nizka je citlivost k vy-
sousSeni. L. monocytogenes roste pfi hodnotéich ay 0,93 (10% NaCl) a nékteré kmeny do-
konce piti ay = 0,83 (asi 20% NaCl). Na druhé stran¢ vSak ve vodném prostiedi preziva az

300 dni.

Roste v pomérné Sirokém rozmezi hodnot pH 5,6 az 9,5. V kyselejsim prostiedi (pH < 3,5)
je devitalizovand. N&které kmeny L. monocytogenes, L. ivanovii, L. seeligeri produkuji
do prostfedi hemolyziny, jiné nejsou schopny hemolyziny tvofit. Nehemolytické listérie,
véetné nehemolytickych kmenl L. monocytogenes jsou zcela avirulentni. Listérie jsou ak-
tivn¢ sacharolytické. Pro jejich rlst je esencidlni pfitomnost glukézy v substratu. Fermentu-

ji D-xylézu a f-metyl-D-manosid. Produkuji katalazu [32], [34-38].
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Druh Hemolvza | Redukce CAMP test Okyseleni
nitrati
8. aurens R equi  |D- D- L- o-methyl-
manitol |xyloza |ramnéza D-manosid
L. monocytogenes + - + - _ + - +
L. fvanavii ++ - - + - - + -
L. fmmocua - - - - - R - +
L welshimeri - - - - - R + +
L. seeligeri + - + - - - + R
L. gravi - - N N + - N
L - + N N + R - N

+ je piitomny (++ vyrazna piitomnost) N- neni znamao

- neni prifomny L
pritomay R- mizné reakce

CAMP — test: pozitivni test je zesileni hemolyzy v piitomnesti

toxigenniho kmene Staphylococcus aurens nebe Rhodococcus equi

Obr. 3. Klasifikace listerii podle kultivacnich vlastnosti a biochemickych znaku [39].

Patogeneze

Jednotlivé druhy listerii se 1iSi virulenci pro pokusnd zvifata a pro ¢lovéka. VSechny kmeny
patogenni pro myS$ produkuji hemolyzin listeriolyzin, O-antigen je piibuzny streptolyzinu

O, coZ nasvédcCuje tomu, Ze miZe byt faktorem virulence [40].

Naockovani listerii bezmikrobnim zvitatim perordlni cestou navodi infekci ve stfevni sté-
né, nékdy s ndslednym prunikem do sleziny a jater. Kolonizaci sliznice tlustého stfeva bra-
ni rezidentni fléra. Pomocnymi faktory listeriové kolonizace tlustého stfeva u ¢lovéka jsou
onemocnéni traviciho ustroji, dysmikrobie (po poddvani antibiotik) nebo poruSeni tkidné

tlustého stfeva [41].

Metody detekce L. monocytogenes v potravinach

Stéle nejCastéjSim zplisobem stanoveni L. monocytogenes v potravinach je pouziti klasic-
kych kultivaénich metod. Na jejich zdklade je zaloZena i metoda popsand v CSN EN ISO
11290 1:1999. Jedna se vSak o metody casov€ ndrocné (5 az 8 dnl) a v€asna diagnostika je
vzhledem k progresivnimu pribéhu onemocnéni velmi dulezitd. V poslednich letech je

proto vyvijen zna¢ny tlak na vyvoj novych, rychlejSich metod. Tyto metody je mozZno roz-
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délit podle principu stanoveni na moderni kultivaéni techniky, metody molekuldrné-

genetické a metody imunochemické [42].

Klasické kultivaéni metody

CSNISO 11290-1:1999

Prvnim krokem je primarni pomnoZeni listerii v selektivnim médiu Fraser se sniZenou
koncentraci antibiotik. Toto pomnoZeni ¢aste¢né inhibuje rist doprovodné mikrofléry a
soucasn¢ umoziuje oziveni poskozenych bunék listerii. Potom nésleduje selektivni sekun-
darni pomnoZeni bunck v médiu Fraser s plnou koncentraci antibiotik. Vysledné¢ pomnozZe-
nd kultura je vZdy naockovdna na dvé selektivné-diagnostickd agarovd média (Oxford a
PALCAM). Po inkubaci pfi teploté 30, 35 nebo 37 °C se po 24 hodindch (popt. 48 hodi-
nach) zjistuje ptitomnost kolonii L. monocytogenes. Kazda z vybranych kolonii se ockuje
na povrch neselektivniho tuhého média TSYEA. Nésleduje kultivace 18 az 24 hodin pti 35
nebo 37 °C. Potvrzeni identity se provadi vhodnymi morfologickymi, fyziologickymi a bio-
logickymi testy (hemolyza, fermentace sacahridi). Celkova doba stanoveni se pohybuje
mezi 5 aZ 8 dny a vzhledem k vyhledavani suspektnich kolonii po sekundarnim pomnozeni

vyZaduje zkuSené pracovniky [42].

Moderni kultivaéni metody

Moderni kultivaéni metody vyuZivaji k potvrzeni piislusnosti k jednotlivym druhiim listerii
jejich biochemickych vlastnosti. Jsou zaloZeny na prikazu charakteristického enzymu zpi-
sobujictho pfeménu substritu. Preména substritu je pfimo ¢i nepiimo doprovazena zménou
zabarveni média. Substraty jsou obsazeny bud v sérii tekutych kultivaénich médii (API Lis-
teria test) nebo jsou soucdsti specidlnich tuhych pud (Rapid L. mono test, ALOA a COM-
PASS L. mono agar) [39].

2.3.5.2 Salmonella

Salmonely zaujimaji uZ po radu let prvni misto v poradi ptivodcii alimentdrnich infekci a
intoxikaci v epidemiologickych statistikdch industrializovanych zemi — cca 40 — 50 % epi-
demiologicky charakterizovanych onemocnéni a pfiblizné stejné procento v hodnoceni mi-

krobidlnich infekci a intoxikaci zplisobenych pouze mlékem a mléénymi vyrobky. Salmo-
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nella Enteritidis se v poslednich letech stava nejCastéji izolovanym sérotypem, izolovanym

z humdnnich salmonel6z 1 z potravin v mnoha zemich.

Salmonely zpisobuji enteritidy trvajici 8 — 28 dni doprovdzené abdomindlnimi kfeCemi a
horeCkou. VétSina sérotypu vyvolava pouze lokalni zanétlivy proces. Systematické infekce

pusobi jen nékteré vysoce virulentni sérotypy (S. Typhi, S. Choleraesuis, S. Dublin).

Salmoneldza se témér vyhradné prendsi fekaln€ — oralni cestou, pomoci potravy nebo pitné
vody, kontaminované infikovanymi fekdliemi. Jen vyjime¢né dochazi k pfimé infekci sty-
kem s infikovanym hostitelem, napt. oSetfovatelky telat s nemocnymi telaty, nebo pfeno-

sem z infikované matky na novorozen¢ pfi porodu.

Rod Salmonella z celedi Enterobacteriaceae, je po genetické strance ziejmée jen jeden druh
zahrnujici cca 2500 sérotypu. Je oznacovan raznymi druhovymi jmény, které se od sebe 1isi
riznymi kombinacemi antigenu vngjs$i bunécné steny (O-), bi¢iku (H-) a kapsuldrnich anti-

genu (Vi- pokud jsou ptitomny) [43].

O antigen je termostabilni, vii¢i alkoholu rezistentni lipopolysacharid. H antigeny jsou ter-
molabilni proteiny podléhajici plisobeni etanolu a kyselin. Vi antigen je termolabilni poly-

sacharid, dulezity pro identifikaci S. Typhi [44].

Pomoci DNA hybridizace bylo zjisténo, Ze témér vSechny sérotypy tvoii stejnou skupinu
(vyjimkou je S. bongori). Na zdklade téchto studii byl rod Salmonella rozdélen do dvou

druhu: Salmonella enterica a Salmonella bongori.

Druh S. enterica se déli do 6ti poddruhti (Sir$i specifikace v Obr. 4) [45], [46]:
I S. enterica subsp. enterica
I S. enterica subsp. salamae
lIa S. enterica subsp. arizonae
[Ib S. enterica subsp. diarizonae
IV S. enterica subsp. houtenae
VI S. enterica subsp. indica

(u sérotypu S. bongori byl ponechdn symbol V)
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"Subgenus"'
Charakteristika
I I IIT v v

p-galaktosidaza (OPNG test) - -nx + - +
Tvorba kyvseliny z:

laktoza - - +nx - -

dulcitol + + - - +

mulcat + + d - +

galakturonat - + d + +
'Vyuziti:

malonat (jable¢nan) + + + - -

D-tartrat (vinan) + -nx - X -nxX -

hydrolyza zelatiny - + + + -

st v pfitomnosts KON - - - + +
Hostitelské organismy vétiiny kmenn:

teplokrevna zvirata, flovék + - - - -

studenockrevna zvifata - + + - -

prostiedi. studenokrevna zvifata - - - + +

+ - pozitivni pro 90 % nebo vice kmend béhem 1 — 2 dmi:
d - pozitivni pro 11 — 89 % kment béhem 1 — 2 dni;

- - pozitivni pro 0 — 10 % kmemi béhem 1 — 2 dnu;
nx - pozduni, nepravidelné pozitivni reakce.

Teplota pii viech testech 37 °C

Obr. 4. Specifikace poddruhii S. enterica.

Morfologie, biochemie, fyziologie

Salmonely jsou gramnegativni rovné ty¢inky, 0,7 — 1,5 pm x 2,0 — 5,0 um, pohyblivé (s
vyjimkou sérotypu S. Gallinarum a S. Pullorum, které jsou vZdy nepohyblivé). Biochemic-
ky jsou velmi aktivni. Optimaln{ teplota rtstu je 35 — 37 °C, tepelné maximum a minimum
zéavisi na kmenu. Rist je moZny od 5 °C do 47 °C. Salmonely nepiezivaji pasteraci s vydrzi
16 — 17 s pfti teploté vySsi nez 65 °C, s vyjimkou termorezistentniho sérotypu S. Seften-

gerg. Optimalni pH pro rist je v rozmezi 6,5 — 7,5, minimélni pH pro rtst zavisi na typu
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kyseliny, kterd acidifikuje prostfedi. Kyselina octovd a propionova inhibovaly rast uz pfi
pH 5.5, kyselina mlé¢né a jable¢nd v rozmezi pH 4,2 — 4,7, kyselina vinnd, citrénové a
chlorovodikova teprve pii pH 4,05. Minimadlni teplota riistu se uvadi 5,5 — 6,5 °C a zavisi
nejen na sérotypu, ale i na trvani inkubace. K rastu pfi téchto nizkych teplotich je zapotfebi
inkubace nejmén¢ 12 — 19 dni. Tolerance salmonel ke koncentraci NaCl v prosttedi vzrista
se stoupajici teplotou. Pii 8 °C roste S. Typhimurium jen pfi koncentracich NaCl do 2 %,

pii optimdlni teploté 37 °C se pomnozuje jesté pii 7 — 8 % NaCl v médiu [43].

Patogeneze

Salmoneléza zacind tim, Ze se do traviciho udstroji dostanou salmonely v dostate¢ném po-
ctu, aby se prekonaly obranné mechanismy organizmu, zejména kyselé reakce v Zaludku, a
usidli se v tenkém stieveé. Aby k infekci doslo, musi se salmonely dostat do jicnu. Potvrdily
to pokusy, pfi nichZ se osoby neinfikovaly, kdyZ suspenzi kmenu riznych sérotypu jen

kloktaly [39].

Metody prukazu a stanoveni Salmonella sp.

Metodika Standardu ISO piedepisuje piedpomnoZeni ze vzorku v pufrované peptonové
vodé, selektivni pomnoZeni z pfedpomnoZzené kultury v selenitovém bujonu pii 37 °C, vy-
ockovani na selektivné — diagnosticky agar s brilantovou zeleni a fenolovou Cerveni a na
dalsi selektivné — diagnosticky agar podle volby uzivatele. Vzhledem k existenci cca 2500
sérotypu salmonel a k jejich biochemické i biologické variabilité nelze oCekavat, Ze jeden
urcity kultivacni postup, pouZivajici jedno pomnoZovaci a jedno selektivné — diagnostické
médium, bude poskytovat optimalni podminky pro vSechny sérotypy a jejich varianty. Z
imunologickych testu se v praxi osvédCily ELISA-testy, TECRA a Salmonella Tek. Ram-
bachuv agar je urCen k urychlené identifikaci izolatu salmonel. Selektivni prukaz spociva
ve schopnosti salmonel fermentovat propylenglykol v médiu. Také Oxoid Rapid Salmonel-
la Test je biochemicky test, pti kterém se pomnoZena kultura ockuje do selektivniho média
v jedné ze dvou komurek testovaci soupravy, ze které salmonely (pokud jsou pfitomny a
pohyblivé) migruji do druhé komtrky s druhym testovacim médiem. Biochemické zmény
vyvolané aktivitou salmonel v obou médiich jsou signalizoviany zménou barev indikétoru v

obou médiich [43].
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2.3.5.3 Escherichia coli

Taxonomie

Druh Escherichia coli zahrnuje 2 biotypy, z nichz biotyp I tvoii 95 %, biotyp II tvoii 5 %
kmenu. Jednotlivé kmeny jsou charakterizovany kombinacemi O (sténovy), K (kapsuldrni)
a H (bicikovy) antigenu. Kmeny EEC (enteropatogenni Escherichia coli) tvoii 32 skupin
sérovaru. N¢které jsou rozsiteny po celém svéte, jiné sérovary se vyskytuji pouze v urci-

tych geografickych oblastech.
Kmeny EEC lze rozdélit do dvou skupin podle typu onemocnéni, které zptisobuji [43]:

e kmeny oznacované EPEC a ETEC vyvoldvaji gastroenteritidy obdobné salmo-

neldézam,

¢ kmeny oznacované EIEC a EHEC jsou ptivodci onemocnéni typu shigelové dysen-

terie.

Kmeny EPEC (enteropatogenni E. coli) zptsobuji kojenecké prijmy. Adheruji k buiikdm

sttevniho epitelu, ve kterém ptsobenim cytotoxinu narusuji transport kapalin a elektrolytu.

Kmeny ETEC (enterotoxigenni E. coli) jsou endemické v zemich tfetiho svéta, kde zpi-
sobuji priijmova onemocnéni kojenct, déti a podvyzivenych dospé€lych s vysokym procen-
tem Umrtnosti.

Kmeny EIEC (enteroinvazivni E. coli) vyvolavaji u ¢lovéka onemocnéni typu dplavice.

Nemaji ZivociSné hostitele. Biologicky 1 antigenné jsou blizce piibuzné shigelam.

Kmeny EHEC (enterohaemorrhagickd E. coli), jejichz hlavnim epidemiologickym repre-
zentantem je v soucasné dobé sérotyp O157 : H7, zpiisobuji u ¢lovéka onemocnéni typu
dysenterie, casto komplikované uremicko — hemorrhagickym syndromem. Jako pavodci

alimentarnich infekci se zacaly objevovat v poslednich cca 25 letech.

Morfologie, biochemie, fyziologie

Escherichia coli je gramnegativni ty¢inka rozméru 1,1 — 1,5 pym x 2,0 — 6,0 um, se zaoble-
nymi konci, vyskytuje se jednotlive, ve dvojicich nebo v kratkych fetizcich. Nékteré kmeny
tvoii slizova pouzdra. E. coli je fakultativné anaerobni a biochemicky velmi aktivni. Bio-

chemické znaky jsou vSak u jednotlivych kmenu variabilni, protoZe jsou pienosné na plas-
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midech nebo transportech mezi riznymi kmeny E. coli i mezi E. coli a jinymi bakteriemi
Celedi Enterobacteriaceae. Vyskytuji se uredzo-pozitivni kmeny, kmeny, které vyuZzivaji
malonét. Z hlediska diagnostiky je zvlast¢ zavazna a obtiZnd variabilita schopnosti zkvaso-
vat laktézu s tvorbou plynu. Kmeny EIEC jsou laktézonegativni nebo fermentuji pomalu,
ale vyskytuji se i laktézo- pozitivni kmeny jejich sérotypu. Naproti tomu laktézo- negativni

kmeny jsou znacné rozSiteny 1 mezi EPEC, ETEC, EHEC [43].

Optimalni teplota rustu je 30 — 37 °C, roste v rozsahu teplot 10 — 45 °C. Nepreziva zéhiev
po dobu 16 — 17 s pii teplotach vysSich nez 64,5 °C. Optimdlni pH pro rust je 6,8 — 7,2
[43].

Patogeneze

Escherichia coli je také Siroce rozsifenym stievnim patogenem savcl a ptdku, a ackoli je
vazana na fekdlni kontaminaci, nevyskytuje se samostatné mimo Zivo€iSné tclo. Nekteré
kmeny jsou patogenni pro ¢lovéka a zvifata a zptsobuji septické infekce a prtijmova one-

mocnéni [39].

Metody priukazu a stanoveni Escherichia coli

Standardni metoda CSN ISO 7251: 1996 ,,Mikrobiologie. VSeobecné pokyny pro stanoveni
poctu suspektnich Escherichia coli. Technika nejvySe pravdépodobného poctu* pouziva
jako selektivni médium laurylsulfatovy bujon. K potvrzeni pozitivnich zkumavek (tvorba
plynu) se vyockovava do druhého selektivniho média a do tryptonové vody, inkubuji se pii

45 °C [43].

2.3.5.4 Staphylococcus aureus

Vyrobky kontaminované toxigennimi kmeny Staphylococcus aureus jsou v industrializo-
vanych zemich nej¢astéjsi pticinou alimentdrnich intoxikaci zpisobenych mikroorganizmy

[43].

Taxonomie

Rod Staphylococcus z celedi Micrococcaceae zahrnuje v soucasné dob€ 19 druhu, vesmés

koznich komenzall teplokrevnych Zivocichi. S. epidermidis, ackoliv je také oportunni pa-
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togen, md v mlékarenské vyrobé pouze technologicky vyznam jako béZny kontaminant a

vvvvvvvv

Morfologie, biochemie, fyziologie

Buniky S. aureus jsou koky priméru 0,5 — 1,0 pm, nepohyblivé. D¢li se ve tfech k sobé
kolmych rovindch, ¢imZ vznikaji nepravidelné ,,hroznovité* shluky, typické pro r. Staphy-
lococcus. Mimo tyto shluky se koky vyskytuji jednotlivé nebo ve dvojicich. N&které vi-
rulentni kmeny tvoii slizovd pouzdra. Buniky S. epidermidis jsou koky o priméru 0,5 — 1,5
pum, pievdzné ve dvojicich nebo tetraddch, nepohyblivé. S. aureus 1 S. epidermidis jsou
grampozitivni, fakultativné anaerobni, rostou 1épe v aerobnich podminkéch. Energeticky
metabolizmus je respirativni i fermentativni. Minimdlni a maximalni teplota ristu a tvorbu
enterotoxinu pro S. aureus je 10 — 45 °C, optimdlni pak 30 — 37 °C. S. epidermidis roste
v rozmezi teplot 15 — 45 °C s optimem 30 — 37 °C. Oba druhy rostou v rozmezi pH 4,2 —
9,3, optimélni pH pro rist je 7,0 — 7,5 [43].

S. aureus je halotolerantni az mirn€ halofilni, roste dobte jeSt€ pii koncentraci 10 % NaCl
v médiu, rust je inhibovan pti 15 % NaCl. S. epidermidis roste dobie pii 7,5 % NaCl a je
inhibovan pti koncentracich nad 10 % NaCl. Stafylokoky jsou také osmotolerantni a rostou

pii aw tolerovand nehalofilnimi bakteriemi [43].

Stafylokoky jsou pomérné rezistentni k vyS$im teplotdm, tj. vySsi jak 60 °C. Podle studii
provadénych s raznymi kmeny za rozdilnych podminek mohou pieZivat pii 60 — 62 °C

po dobu 30 — 120 min [43].

Patogeneze

Staphylococcus aureus je podminény patogen, piitomny v nose a na kizi. Infikuje nejcasté-
ji mista se sniZenou rezistenci, napiiklad poSkozenou kuzi, sliznice nebo hematomy

v mékkych tkdnich [39].

Metody priukazu stanoveni Staphvylococcus aureus

Metoda Standardu IDF pro mléko a mlécné vyrobky uvadi dva kultivacni postupy :
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e pro vzorky s o¢ekdvanym nizkym poctem S. aureus < 150/ml nebo 150/g stanoveni
metodou MPN kultivaci za anaerobnich podminek v selektivnim bujénu s telurici-

tanem draselnym a NaCl podle Giolitti — Cantoniho,

® pro vzorky s ocekdvanym poctem S. aureus > stanoveni pocitanim kolonii na Baird

— Parkerov¢ agaru.

Pro rychlé orientacni vySetfeni vyrobku, ve kterych se predpokladad vysoky narast stafylo-
koku — napft. pfi podezieni, Ze vyrobek zpiisobil stafylokokovou intoxikaci — doporucuje
CSN vyockovani z nefedénych vzorku na krevni agar nebo na néktery ze selektivnich
krevnich agart. Piimé vyockovani vzorku mléka na krevni agar se pouziva také pii vyset-
feni mastitidnich mlék na pfitomnost S. aureus. K nepfimému orientacnimu prikazu pfi-

tomnosti enterotoxinu ve vzorcich Ize pouzit termonukledzovy test [43].

2.3.5.5 Clostridium botulinum

Taxonomie

Druhy Clostridium perfringens a Clostridium botulinum jsou obligatn¢ anaerobni, grampo-
zitivni, sporulujici bakterie r. Clostridium, Celedi Bacillaceae. C. botulinum (A — G) je
um¢ély druh, vytvofeny pro tucely medicinské mikrobiologie zafazenim nékolika morfolo-
gicky 1 fyziologicky odliSnych druhu klostridii pod spolecné druhové jméno. Spole¢nou
charakteristikou této skupiny je ptsobeni jejich neurotoxinti které vyvoldvaji shodny typ
onemocnéni. K diferenciaci jednotlivych druht uvniti r. Clostridium pomoci morfologic-
kych znaku slouzi tvar a uloZeni spor uvnitf buiilky a tvary sporulujicich bunék,
k biochemické diferenciaci slouZzi sacharolytické a proteolyticka aktivita. Nejcast&)si prici-

nou onemocnéni botulismem jsou typy A, B a E [39], [43].

Morfologie, biochemie, fyziologie

Clostridium botulinum (typy A — G)

Jsou grampozitivni, sporulujici ty¢inky, jednotlivé, v parech nebo kratkych fetizcich. Pra-
mer spor je vetSi nez prumér vegetativni bunky, takZe nadouvaji sporulujici buiiku, ktera
ma tvar vietena nebo rakety. Jednotlivé typy (A — G) se od sebe li8i rozméry vegetativnich

bunék, pfitomnosti exosporia, schopnosti rozkladat kasein, produkovat sirovodik, Stépit
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rizné glycidy, tvofit lecitindzu i rozdilnou optimalni teplotou ristu. Vegetativni buiiky ne-

preZivaji pasteraci, spory pasteraci poSkozovany nejsou [43].

Patogeneze

Lidsky botulismus je zdvaZznd, Casto smrtelnd forma otravy z potravin, se zietelnymi neuro-
toxickymi ucinky. Onemocnéni vznikd po poziti riznych potravin, obvykle Sunky, velkych
klobds, doma pfipravenych masnych pokrmu ze zeleniny a konzervovanych vyrobk, jako
je jatrova pastika a pomazanka z liskovych ofisSki. Kmeny Clostridium botulinum typu E
jsou obzvlasté Casto spojeny s onemocnénim z moiskych ryb, zatimco zdrojem typu A a B

je puda [39].

Metody prukazu a stanoveni patogennich klostridii

Ke stanoveni pocti C. botulinum se vyuziva standardni metoda ISO. Metodika Standardu
se zakldda na vyo€kovéni piimo ze vzorku na selektivné-diagnosticky agar TSC. Ten obsa-
huje jako selektivni agens D — cykloserin a k diagnostickym tdcelim vyuZivd schopnosti
klostridii redukovat sulfity. Potvrzeni se provadi n€kolika biochemickymi testy. JestliZe je
podezieni, Ze urcitd potravina zpisobila botulismus, provadi se pritkaz toxinu a piitomnosti
C. botulinum v potraving podle CSN 560090 Potravindiské vyrobky. Pritkaz botulinickych

toxinut a Clostridium botulinum [39].

2.3.6 Mikroorganizmy produkujici nebezpecné latky (biogenni aminy, mykotoxiny)

Biogenni aminy

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni dusikaté ldtky odvozené od aminokyselin. Amino-
kyseliny jsou pfitomny ve vSech zivych organizmech, kde tvoii zdkladni slozku proteini a
peptidl. Biogenni aminy se ptirozen¢ vyskytuji u Zivocichd, rostlin a mikroorganizm, kde
plni vyznamné fyziologické funkce. V organizmu jsou piedevsim zdrojem dusiku pro bio-
chemické reakce. Biogenni aminy mohou mit vyznam nejen jako hormony, napt. adrenalin,
histamin, ale mlZe se jednat i o stavebni latky, které se tiCastni na biosyntéze dalSich hor-
mond, napf. fenyletylamin. Hornin a gramin se fadi mezi biogenni aminy ptisobici v orga-
nizmu jako protoalkaloidy. Ve vyssich koncentracich mohou mit vSak negativni vliv na

lidsky organizmus a byvaji ndznakem kazeni potravin. Proto se biogenni aminy obcas vyu-
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razeni do skupin [48].

Nézev trivial- Nézev systematicky Zatazeni
Histamin 2-(1H-imidazol-5-yl) etamin Heterocyklické, monoaminy
Tyramin 4-(2-aminoetyl) fenol Aromatické, monoaminy
Fenyletylamin 2-fenyletanamin Aromatické, monoaminy
Tryptamin 2-(1H-indol-3-yl) etanamin Heterocyklické, monoaminy
Serptonin 3-(2-aminoetyl)-1H-indol-5-o0l Heterocyklické, monoaminy
Putrescin butan-1,4-diamin Alifatické, polyaminy
Kadaverin pentan-1,5-diamin Alifatické, polyaminy
Spermidin N-(3-aminopropyl) butan-1,4-diamin Alifatické, polyaminy
Spermin N,N"-bis(3-aminopropyl) butan-1,4- Alifatické, polyaminy
Mykotoxiny

Vznikaji jako sekundarni metabolity nékterych plisni. Do ZivociSnych produktli se dostava-

ji sekundédrn€, zkrmovanim kontaminovaného krmiva.

Aflatoxiny, jejichz hlavnimi producenty jsou Aspergillus flavus a Aspergillus parasiticus,
prechdzeji z mléka az do syrt. Pii prichodu mlécnou Zldzou se plivodni aflatoxiny B', B?,

Vv s

G', G*pfeménuji na metabolity M', M2, které jsou podstatné toxictéjsi [36].

Méné béZnym mykotoxinem v syrech je kyselina cyklopiazonova produkovand plisni Peni-
cillium camemberti. Jde o latku stiedné toxickou, pfi otravé postihujici travici ustroji, ale i
nervovy a imunitni systém. Vzhledem k teratogenité u celé fady druht zvitat, je teratogeni-
ta pro Clovéka vysoce pravdépodobna. Kyselina cyklopiazonova muze reagovat s blokatory
vapenatych kandlktl, coZ jsou léky poddvané pti vyssim krevnim tlaku a chronickych sr-
decnich potiZich. ZvySena produkce této kyseliny je pfi kombinaci plisni Penicillium ca-

memberti a Penicillium roqueforti [51], [52].
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CILPRACE
Cilem této prace bylo:

® provést mikrobiologickou analyzu u raznych druhl syri (mezofilni mikroorganiz-

my, koliformni bakterie, psychrotrofni mikrooorganizmy a L. monocytogenes);

® jzolovat kolonie ze selektivné diagnostickych ptd (Listeria Oxford Agar, Endiv
agar) a provést testy (morfologické, fyziologické a molekuldrné biologické) vedouci

k identifikaci izolatu;

® vyhodnotit mikrobiologickou kvalitu zrajicich syri dostupnych v obchodnich fetéz-

cich v CR.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Piistroje a pomiicky

4.2

centrifuga laboratorni - chlazend Z 300 K, HERMLE, Labortechnik, Némecko;
fotoaparat Samsung PL 55;

fotoaparat PowerShot G6 Canon, Japonsko;

denzitometr DENZI-LA-METER, EMO Ceska republika;

inkubator mikrobiologicky Memmert, Némecko;

mikropipety: Nichipet (Japonsko), Hirschmann Laborgerate (Némecko), Eppendorf;
mikrovlnna trouba Electrolux EMM 2005, Svédsko:

parni sterilizitor VARIOKLAYV 758, 135S, H+P Labortechnik, Némecko;

pH metr HANNA pH 211 Fisher Scientific, spol. s r.o., Cesk4 republika;
pfedvazky KERN 440-47N (Max 2000 g, d = 0,1 g), Némecko;

stomacher, Seward, Velka Britanie;

termoblok Bio TDB-100, Biotech, Cesk4 republika;

termocykler DNA Engine, Biotech, Ceska republika;

termostat BT120, Ceska republika;

transilumindtor (dokumentaéni systém pro elektroforézu), Ceskd republika;
vortex Heidolph REAX top, Némecko;

zatizeni pro elektroforézu model B1A, OWL Separation Systems, Inc., USA;
zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Major Science MP-300N, Taiwan;

beézné laboratorni sklo a mikrobiologické vybaveni.

Chemikalie

Kultivaéni média

Média byla ptipravena rozpusSténim danych sloZek v destilované vodé a néslednou sterili-

zaci pti 121 °C po dobu 15 minut.

MPA 2 (masopeptonovy agar) :

10g

masovy vytazek (HiMedia Laboratories Pvt. Limited, Indie)
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10g pepton (HiMedia Laboratories Pvt. Limited, Indie)
5¢g NaCl (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod)
15¢g agar (HiMedia Laboratories Pvt. Limited, Indie)

Endo agar (HiMedia Laboratories Pvt. Limited, Indie):

Byl ptipraven rozpusténim 41,5 g v 1 1 destilované vody.

Listeria Oxford Medium Base (HiMedia Laboratories Pvt. Limited, Indie):
2775 g Listeria Oxford Medium Base

1 Iahvicka Oxford Listeia Suplement, Modified 029 (HiMedia Laboratories Pvt. Limi-

ted, Indie)
Sml etanol (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod)
500ml H,O

Fraser bujon:

5¢g masovy pepton (pepticky natrdvend ZivociSna tkan)
5¢g trypton (pepticky natraveny kazein)

S5¢g masovy extakt

5¢g kvasnicny extrakt

20¢g chlorid sodny

12¢g hydrogenfosfore¢nan disodny dihydrat

1,35¢g dihydrogenfosfore¢nan draselny

1,0g eskulin

1000 ml H,O
Medium pro fermentaci cukra (pH 7,2):
3g masovy vytazek (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie)

10g pepton (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie)
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5¢g NaCl (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod)
0,1g bromkrezolova Cerven
1000 ml H,0

1 g cukr: lakt6za (Lachema a.s., Brno), rahmnéza (Lachema a.s., Brno), xyl6za (La-

chema a.s., Brno)
Zivny agar pro stanoveni kvasinek a plisni ,, GKCHA* (BIO-RAD, Francie)

Byl pfipraven rozpusténim 41,1 g v 1 1 destilované vody.

OF - Test s agarem:

3g masovy vytazek (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie)
50¢g pepton (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie)

30¢g NaCl (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod)

10,0 g D-glukéza (Lachema a.s., Brno),

10,0 ml bromthymolovd modi — 1,5% alkoholicky roztok

15¢ agar (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indie)

1000 ml H,O

Fyziologicky roztok:
85¢g NaCl (Ing. Petr Lukes, Ceska republika)

1000 ml H,O

Z biochemickych testi Lachema Mikro-LLA-Test byla pouZita souprava ENTEROtest 24.
Identifikace byla doplnéna testy od stejného vyrobce, doddvanymi ve formé detekénich

prouzkl: OXlItest. Pro detekci vysledku byla pouZzita ¢inidla k identifikacnim soupravdm

Mikro-LA-Test (VPT I, VPT II, Indol, Fenylalanin).

Roztoky pro agar6zovou gelovou elektroforézu

50x TAE pufr (Tris-acetdtovy pufr):

e 121 g TRISMA-base (Sigma, USA)
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e 50ml0,5M EDTA (pH 8, Lach. — Ner. s.r.o., Ceska republika)
e 28,55 ml ledovi kyselina octovéd (Lachema a.s., Ceskd republika)

Jednotlivé sloZky byly doplnény destilovanou vodou do 0,5 1.

Nandsect pufr:
¢ 10 mg bromfenolova modi (SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko)
e 600 pul 10% SDS (SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko)
e 1,2 ml glycerol (PENTA, Ing, Petr Svec, Ceska republika)

Vse bylo doplnéno do 10 ml destilovanou vodou.

Agarozovy gel (1,1%)
e 22 gagardza pro elektroforézu DNA (SeaKem, USA)
e 200 ml 1x koncentrovany TAE pufr

e 10 pl etidium bromid (roztok 10 mg/ml, SERVA Electrophoresis GmbH, Némec-
ko)

Komponenty pro PCR

Reakéni smés pro PCR je sloZena z teplotné-rezistentni DNA-polymerazy, pufru, dNTP,

templatové DNA a dvojice primeru [53].

Teplotne rezistentni DNA-polymerdza

Termostabilita DNA-polymerdzy je dulezitou podminkou reakce, protoZe jednim z krokii
polymerazové fetézové reakce je denaturace. Denaturace je provadéna pii teploté asi 95 °C,
pii které jsou vSechny béZné enzymy inaktivovdny. PouZitim termostabilni DNA-
polymerazy je zajiSténa dostatecnd aktivita enzymu po celou dobu amplifikace. Nejcastéji
pouzivanou polymerazou je Tag DNA-polymerdza. Jeji nazev je odvozen z druhového
nazvu bakterie Thermus aquaticus, ze které byla polymerdza izolovdna. Tato bakterie se

vyskytuje v kterd se vyskytuje ve vyvérech horkych minerdlnich prament [54], [55].
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PCR pufr

Zékladem pufru pro PCR je siran amonny nebo chlorid draselny. V pufru je dile obsaZena
Tris-HCI (pH 8,8 pii 25 °C) a chlorid hofe¢naty, ale PCR pufr mize byt doddvan i bez

n¢ho, ¢imZ je usnadnéna optimalizace reak¢nich podminek [53].

dNTP mix

dNTP mix je vodny roztok ¢tyi deoxyribonukleotidi (dATP: 2°-deoxyadenosin-5"-trifosfat,
dCTP: 2°-deoxycytidin-5"-trifosfat, dGTP: 2’-deoxyguanosin-5’-trifosfit a dTTP: 2°-
deoxytymidin-5"-trifosfat), které se komerén¢ dodédvaji vétSinou ve formé& sodnych soli
opH 7,0-7,5. Ve smési byva dle vyrobce zpravidla kazdy z nukleotidi v koncentraci 2,5
mM; 10 mM (nejCastéji), 25 mM nebo napt. 100 mM. dNTP smés se zpravidla uchoviva
pii teplotach -20 °C £ 5 °C do expirac¢ni doby uvedené vyrobcem a zpravidla snasi opako-

vané zmrazovani a rozmrazovani [53].

Templdtova DNA

Cilovda DNA miiZe byt ziskdna z riznych zdrojl, z bun¢k prokaryot, eukaryot a virt.. V této
praci byla DNA ziskdvana jednoduchou lyzi bun¢k za pouZiti varu a ddle metodou izolace

pomoci Tritonu X [53].

Primery

Primery jsou kréatké syntetické oligonukleotidy o zndmé sekvenci, které jsou zpravidla
tvofeny 20-25 nukleotidy. Jsou komplementarni ke koncovym oblastem fragmentu DNA,
jenZz ma byt amplifikovan [55], [56]. Pro experimenty byly pouzity DNA primery
uvedené v Tab. 3. V této praci byli pouzity primery PrfAl R a F, které ohranicuji gen

pro transkrip¢ni faktor virulentnich genii (napt. hemolyzinu) [57].

Tab. 3. PouZité primery pro PCR.

Primery Sekvence nukleotidii 5°- 37 Velikost PCR
produktu
PrfAl1 R CTG TTG GAG CTC TTC TTG GTG AAG CAA TCG
1060 bp

PrfAl1 F AGC AAC CTC GGT ACC ATA TACTAA CTC
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4.3 Metody
Préce byla rozdélena na dva experimenty, které byly oddéleny casovée.
4.3.1 Pouzité vzorky
V Experimentech 1 a 2 byly testovany vzorky, které jsou popsany v Tab. 4 a 5.
Tab. 4. Tabulka vzorku syru pouZitych pro Experiment ¢. 1.
Oznaceni Nézev syru Vyrobce Zakoupeno OP c?odm
fetézec
Sedl¢ansky romadizek Povltavské mlékarny 5.5.2010 Kaufland
2 Romadur Madeta a.s. 5.5.2010 Kaufland
3 Niva Madeta a.s. 5.5.2010 Kaufland
4 Syréarna brati{ Brun- 5.5.2010 Kaufland
Pivni syr neru s.r.0.
Syrovétkovy syr S¢rarna Breintureer — A 5.5.2010; Kaufland
5 skminem-BREIN- 0 g B 19.5.2010
TUNGEN
Piirodni zrajici syr —  Syrarna Breinturger — 5.5.2010 Kaufland
6 . 7 O v
jemné tvaruzky SRN
Tab. 5. Tabulka vzorku syru pouZitych pro Experiment ¢. 2.
Obchodni
Oznaceni Nézev syru Vyrobce Zakoupeno fetézec
1 Romadur Madeta a.s. 26.5.2010 Albert
Pravé Olomoucké tva- 26.5.2010 Albert
2 A.W. spol. s.r.o.
ruzky
3 Pivni syr Syrarna bratiif Brunnert  26.5.2010 Albert
4 Romaduazek Povltavské mlékarny a.s. 26.5.2010 Albert
5 Blat'acké zlato Madeta a.s. 26.5.2010 Albert
6 Pepin Povltavské mlékarny a.s.  26.5.2010 Albert
7 Hermadur Pribina, spol. s.r.o. 26.5.2010 Albert
8 Syr s bilou plisni Al-  Ahold s.r.0. 26.5.2010 Albert
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MW Oberfranken-West  26.5.2010 Albert
9 Stifbridk

SRN
10 Niva Madeta a.s. 26.5.2010 Albert
Syr s modrou plisni 26.5.2010 Albert
11 Albert Madeta a.s.
12 Karel IV. Lactalis CZ, s.r.o. 26.5.2010 Billa
Milex Nové Mésto na 26.5.2010 Billa
13 Camembert clever

Vahom a.s.

4.3.2 Piiprava vzorku syri

Pfi odbéru vzorka byly dodrzeny aseptické podminky a pouZivany sterilni ndstroje. Pomoci
pinzety a niiZek bylo odebrano cca 10 g vzorku syru, ktery byl ddn do sterilniho sacku se
90 ml fyziologického roztoku. Stejn¢ se postupovalo u vSech vzorkl. Sacky se vzorky syrt
se umistily na tfepacku, kde po dobu 2 minut prob¢hla homogenizace. Ze ziskané suspenze
bylo vytvofeno desitkové fedéni do takového stupné€, aby bylo mozné stanovit pocet mik-
roorganizmil v 1 g daného vzorku. Bylo pipetovdno 100 pl vzorku z vybranych fedéni sou-
beéZzné na dveé Petriho misky s pfislusSnou Zivnou ptdou. Inokolum bylo rozetieno sterilni
hokejkou a néasledovala kultivace v podminkach pro sledovanou skupinu mikroorganizmd.

Vysledky byly vyjadreny jako CFU/g syru a zlogaritmovany.

4.3.3 Mikrobiologicky rozbor

U pfipravenych vzorktl byly stanovovany celkové po¢ty mezofilnich a psychrotrofnich mi-
kroorganizmu, koliformnich bakterii a bylo provedeno stanoveni Listeria monocytogenes.

Pfi testovani byly pouZzity nasledujici typy pid (podrobny popis viz kapitola 4.2):

Maso-peptonovy bujén ¢. 2

e pro stanoveni mezofilnich aerobnich mikroorganizmul, kultivace pii teploté

30 °C/48 hodin;

e pro stanoveni psychrotrofnich mikroorganizmd, kultivace pfi teploté 8 °C/10 dni.
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Endiv agar

e pro detekci a rozliSeni laktéza pozitivnich a lakt6za negativnich koliformnich bak-

terii, kultivace probihala pfi teploté 37 °C/24 hodin.

Zivny agar pro stanoveni kvasinek a plisni (GKCHA)

e pro stanoveni kvasinek a plisni, kultivace probihala pii teploté¢ 25 °C/72 hodin

Stanoveni L. monocytogenes dle normy CSN ISO 11290-1: 1996 [58]

e stanoveni probihalo dle normy — nejdiive bylo provedeno pfedpomnozeni 25 g vzor-

ku v 225 ml ¥2 Fraser bujonu, kultivace 30 °C/24 h,
¢ néasledné bylo pfeockovano 0,1 ml do 10 ml 1/1 Fraser bujénu, kultivace 37 °C/24 h,

¢ inokulace selektivné diagnostické pidy Listeria Oxford Agar, kultivace 37 °C/24h.

Stanoveni L. monocytogenes dle normy CSN ISO 11290-2: 1999 [59]

¢ homogenizovany vzorek byl aplikovdn v mnozstvi 100 pl a v ptisluSném fedéni
na pudu Listeria Oxford Agar (LOA). Kultivace probihala pii teploté¢ 37 °C/24 ho-

din.

4.3.4 Zakladni identifikacni testy

Gramovo barveni

Jde o barveni fixovaného preparatu krystalovou violeti a nasledujici mofeni bunék jédem
v roztoku KI. Vznikd komplex barvivo, jod a slozky bunécné sté€ny. Tento komplex se tvoii
v grampozitivnich i v gramnegativnich bakteriich. Rozdil vznika ptfi promyvani preparatu
organickym rozpousStédlem (acetonem nebo alkoholem). Z gramnegativnich bakterii se

komplex vymyva a odbarvuji se, grampozitivnich bakterie si zbarveni ponechdvaji [60].

Postup barveni

e Na podlozni sklo byla kdpnuta kapka destilované vody a do ni rozetfena testovana

kultura.

e Po zaschnuti nitéru byla provedena fixace preparatu protazenim podlozniho skla

nesvitivym plamenem kahanu.
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¢ Fixovany preparat byl pfevrstven krystalovou violeti po dobu 60 sekund.
e Barvivo bylo slito, prepardt byl kratce opldchnut vodou (cca 2 sekundy).

e Natér byl ddle prevrstven, Lugolovym roztokem, po dobu 30 sekund. Poté bylo bar-

vivo slito a podlozni sklo kritce oplachnuto vodou.
e Preparit byl ndsledn¢ odbarvovan kyselym em po dobu 20-30 sekund.
e Natér byl posléze dobarven zfedénym karbolfuchsinem po dobu 30—60 sekund.

e Sklo bylo oplachnuto vodou a osusSeno pfilozenim filtra¢niho papiru. Poté bylo do-

suSeno vysoko nad plamenem.

¢ Na usuSeny natér byl kapnut imerzni olej a bylo provedeno mikroskopické pozoro-

vani za pouZziti imerzniho objektivu (zvétSeni 10 x 100) [61].
KOH test

Gramova reakce je u nékterych bakterii zavisla na fyziologickém stavu bunky a na sloZeni
kultiva¢niho prostfedi. Mikroorganizmy se tedy mohou jevit jako gramvariabilni nebo jako
gramnegativni 1 kdyZ jejich sloZzeni bunécné stény je grampozitivniho typu. Pro ujistént,
zda se jednd o gramnegativni bakterie slouzi sklickovy test pomoci 3% hydroxidu drasel-
ného. Principem je lyze vngj$i bunécné stény a plazmatické membriny u gramnegativnich
bakterii. Dochdzi zde k zasadité hydrolyze [60].

e Na podloZni sklicko byla nanesena 1 kapka 3 % KOH.

e Sterilni klickou byla pfenesena 24 hod. kultura z pevného média do kapky 3%

KOH a byla promichana.

e Bcéhem 5 — 60 vtefin byla hodnocena viskozita (kterd je pozitivni reakci).

OF test (Oxida¢né-fermentacni test)

Tento test slouzi ke zjiSténi, zda mikroorganizmy okyseluji sacharidy oxidativné nebo fer-
mentativné. OF test se hlavné vyuZziva pro zédkladni odliSeni rodu Pseudomonas a jinych
gramnegativnich nefermentujicich bakterii od Celedi Enterobacteriaceae. Obvyklym sacha-
ridem pouZitym v médiu je glukdza, kterd je, v pfipad€ fermentace, St€épena na dvé moleku-
ly triéz, ze kterych pak vzniknou dvé molekuly kyseliny pyrohroznové. Test se provadi pa-
raleln¢ ve dvou zkumavkach, kdy v jedné je médium piekryté vrstvou parafinu. U fermen-

tujicich bakterii dojde ke kyselé reakci v obou zkumavkach, u bakterii okyselujicich gluko-
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zu oxidativné pak jen v piipad¢ u parafinem nepiekrytého média. Bromthymolova modf je
acidobazickym indikatorem a piechazi z kyselé Zluté formy na zasaditou modrou v oblasti
pH 6,0 - 7,6. Jelikoz stupenn produkce kyseliny oxidativnim metabolizmem je mensi nez u
fermentace, a protoZe vétSina bakterii produkuje z peptonu zdsadité latky, malé mnoZstvi
kyseliny produkované oxidativnim metabolizmem mitiZe byt plné zneutralizovdno. Proto
se pii pripravé média pouzivd vétSich koncentraci sacharidu a minimélnich koncentraci
peptonu [60].

® Byla provedena inokulace vpichem do stfedu média ve zkumavce.

e Pozitivni reakci byla Zluté zbarvend, negativni reakce ziistala beze zmény (zelené

zbarveno) nebo modfe zabarveno.

Test na produkci katalazy (KAT test)

Test slouZzi k detekci enzymu kataldzy a primarné se uziva pii rozliSeni rodu Streptococcus
(-) od Micrococcus (+) a Staphylococcus (V+), a dale napt. Bacillus (+) od Clostridium (V-
), z gramnegativnich zejména Kingella spp. Za ucasti kataldzy dochdzi ke katalytické pte-
meéné H,O, na H,O a O,. Katalaza se nachazi ve vétSiné aerobnich a fakultativné anaerob-
nich bakterii. Striktni anaerobové katalazu postradaji. Test se provadi pii pokojové teplot¢.
Doporucuje se provadét sklickovou metodu, kdy na podlozni sklicko je naneseno klickou
nebo inokulac¢ni jehlou malé mnoZstvi bakteridlni kultury, kterd je zakdpnuta 3% H,0,.
Pozitivni reakci je bezprosttedni vyvoj kysliku v podobé drobnych bublin po zakdpnuti

peroxidem [60].

Test na produkci cytochromoxidazy (OXI test)

Test slouzi k diferenciaci druhii rodu Pseudomonas, Alcaligenes, Flavobacterium, Vibrio,
Aeromonas aj. Ptitomnost cytochromoxidédzy je detekovana barevnou reakci N,N-dimetyl-
1,4-fenylendiaminu s o-naftolem za vzniku indolfenolové modfi. Provedeni a hodnoceni

testu viz. ndvod vyrobce (Ptiloha P I) [60].

Komer¢éni diagnosticka souprava

ENTEROtest 24 (PLIVA-Lachema Diagnostika)
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Souprava obsahuje 24 biochemickych testli a je schopna umoznit identifikovat 40 kment

bakterii z Celedé Enterobacteriaceae. Provedeni a hodnoceni testu viz. ndvod vyrobce (Pfi-

loha II).

Test na zkvaSovani cukru

4.3.5

4.3.6

Byla ptipravena média pro fermentaci cukrii obsahujici 1 % daného cukru — lakté-

za, thamndza, xyldza.

Média byla rozpipetovana do zkumavek po 5 ml a vysterilizovana v autoklavu

pii 121 °C po dobu 15 minut.

Po vychladnuti byly zkumavky naockovéany Cerstvymi kulturami pomoci sterilnich

kli¢ek a byly kultivovany pii 30 °C po dobu 2 dni.

Byly zaznamenény barevné zmény.

Izolace DNA z bakterialni kultury pomoci TRITON X - 100

Pfes noc narostld suspenze bakteridlni kultury v tekuté pade¢ (1,5 ml) byla odstiedé-
na pii 3000 ot./15 minut,

sediment byl resuspendovan ve 300 pl 0,5% sterilniho roztoku TRITON X — 100
(Sigma Aldrich, USA),

sm¢s byla inkubovéna v suchém inkuba¢nim bloku pfi teploté 95 °C/10 minut,

po vychladnuti bylo ke smési ptidano 5 ul roztoku (20 mg/ml) proteindzy K (Sigma
Aldrich, USA),

smés byla inkubovéna pti 55 °C/30 minut,

po inkubaci byl obsah odstfedén pii 6000 ot./10 minut,

supernatant byl pouzit jako templatovd DNA do PCR.

Izolace DNA varem

Kolonie z pevné agarové pudy byly resuspendovany ve 100 pl 1x ThermoPol reakéniho

pufru (NEB, USA), ktery je doddvan s DNA polymerdzou. Po fddné homogenizaci byl tak-

to ptripraveny vzorek oSetfen v suchém inkuba¢nim bloku teplotou 100 °C/10 minut. Po

centrifugaci (3000 ot./10 minut) byl supernatant pouZit do PCR jako templdtova DNA.
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4.3.7 Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR je enzymovd metoda umoziujici namnoZeni definovaného tseku DNA in vitro. DNA
je mozno z bunék ziskat pouhou lyzi varem nebo pomoci chemikalii napt. fenol-
chloroform, Triton X. V této praci byly pouzity oba postupy piipravy vzorku (kapitoly
4.3.5, 4.3.6). Prvnim krokem metody je odd¢€leni vldkna dvousroubovice DNA denaturaci
teplem (94 °C). Nasleduje hybridizace primeru ke komplementarnimu dseku DNA (60 °C)
a nasledné probiha syntéza nového fetézce DNA DNA polymerazou (pfi 74 °C) [62].

PCR reakcni smés — celkovy objem 25 ul:

e 18,9 ul destilovana voda

e 2.5 ul ThermoPol reakéni pufr (NEB, USA)

e 2.5 ul matricové DNA

e (0,5 ul ANTP mix (Jena Bioscience, Némecko)
e 0,25 ul kazdého primeru (Tab. 3)

e 0,1 ul Tag DNA polymeraza (NEB, USA)

Amplifikacni reakce:

Uvodni denaturace 94 °C/5 minut
Opakovani cyklu 35x
Denaturace 94 °C/30 s
Annealing 60 °C/30 s
Extenze 74°C/1 minuta
ZavéreCnd extenze 74 °C/5 minut
Chlazeni 4 °C/ oo

PCR produkty byly detekovéany elektroforézou v 1,1% agar6zovém gelu v pfitomnosti eti-
dium bromidu. Po rozdé€leni v elektrickém poli byly gely pozorovany a dokumentovany

pod UV svétlem.

Priprava agarozového gelu (1,1%)

® Bylo navédzeno 2,2 g agar6zy a pridano 200 ml 1x koncentrovaného TAE pufru.

¢ Sm¢s byla rozvarena v mikrovinné troubg.
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Po zchlazeni na 45 °C byly piidany 10 pl etidium bromidu (EtBr).
Takto pfipraveny agar6zovy gel byl nalit do pfedem nachystané formy s hiebinkem
a nechal se zatuhnout ve vodorovné poloze pii laboratorni teploté.

Po zatuhnuti byl hiebinek opatrné odstranén.

Elektroforéza:

Ptipraveny gel byl vlozen do elektroforetické vany a zalit 1x TAE pufrem tak, aby
byl cely gel ponoften.

Do prvni jamky gelu bylo naneseno 15 pl 100 bp DNA markeru.

Do ostatnich jamek bylo nanaSeno 25 pl vzorku smichaného s 5 pl nandSeciho puf-
ru.

Elektroforetickd vana byla pfipojena ke zdroji elektrického napéti a elektroforéza

byla spusténa po dobu 50 minut/90 V.

Vizualizace DNA:

Po probéhnuti elektroforézy byl gel vyjmut z elektroforetické vany a umistén na UV
transiluminator a prohlizen pod UV svétlem.

Pro dokumentaci byl gel vyfotografovan.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Prakticka ¢4st této diplomové prace byla rozdélena casov€ na dva experimenty. V Experi-
mentu ¢. 1 bylo zakoupeno 6 riznych vzorkl zrajicich syrt (Tab. 4) od raznych vyrobct
z obchodni sit¢ Kaufland. U téchto vzorkd bylo provedeno stanoveni celkového poctu
mezofilnich mikroorganizmti, koliformnich bakterii a kvantitativni stanoveni L. monocyto-
genes (CSN EN ISO 11290-2) [59]. Jeden syr byl pro porovnani zakoupen opakované po
14 dnech a navic bylo provedeno stanoveni psychrotrofnich mikroorganizmu a kvalitativni

analyza na stanoveni pfitomnosti L. monocytogenes (CSN EN ISO 11290-1) [58].

V Experimentu ¢. 2 bylo zakoupeno celkem 13 zrajicich syra (7ab. 5) dostupnych
v obchodnich fetézcich Albert a Billa. U téchto vzorki bylo provedeno kvalitativni stano-
veni L. monocytogenes na pudé LOA. Pro rozsiteni analyzy byly vybrany Ctyfi vzorky
k naslednému chladnickovému skladovani. Po 30 dnech skladovéni byl proveden celkovy

mikrobiologicky rozbor téchto Ctyt vzorka.
5.1 Mikrobiologicka analyza

5.1.1 Experiment ¢. 1

Celkové pocty sledovanych mikroorganizmu jsou uvedeny v Tab. 6.

Tab. 6. MnoZstvi sledovanych skupin mikroorganizmii (CFU/g) u 6 druhit syrii.

1 2 3 4 5 6
A B*

Mezofilni mikro-, 108 57 107 47.10° 42.107 62.10° 44.10° 56.10°

organizmy

Koliformni bak- 5 g6 _17.10° 35.10° 2.7.10"
terie

11290-1 X X X X X 2,6.10° X
11290-2 - - - - - X -
Psychrotrofni X X X X X 42.10° X

mikroorganizmy
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X: nedélano 1 — Sedl¢ansky Romadtzek, 2 — Romadur, 3 — Niva, 4 — Pivni syr, 5
— Syrovétkovy syr s kminem BREINTUGEN, 6 — Piirodni zrajici

—: nedetekovano

syr — Jemné tvartzky

* - Syr 5B byl zakoupen o dva tydny pozdéji

Z vyse uvedené Tab. 6 1ze posoudit jednotlivé pocty mikroorganizmt (CFU/g) u testova-
nych syri. Z hlediska, ¢ CSN 56 9609 neuvadi u téchto druhil syrii maximélni CFU/g
mezofilnich mikroorganizmi, nemizeme tedy posoudit, zda dané syry spliuji tento para-
metr [63]. Celkové pocty mezofilnich mikroorganizmu se pohybuji mezi 10° - 10 CFU/g.
Tato mikrofléra miiZe byt tvofena zejména startovacimi kulturami Lactobacillus nebo Lac-
tococcus, dale Leuconostoc, Pediococcus, v ptipad¢ syrii zrajicich pod mazem také Brevi-

bacterium linens, Corynebacterium, Microbacterium [27].

Pti hodnoceni koliformnich bakterii je vSak ziejmé, Ze dany limit (10" [63] byl u tif syrii
(2 - Romadur, 5 - Syrovatkovy syr s kminem BREINTUGEN, 6 - Pfirodni zrajici syr —
jemné tvarizky) prekrocen a tudiZ tyto vzorky nevyhovuji. Z agarovych pud (Endo)
s naristem koliformnich bakterii bylo izolovano celkem 5 kolonii, 3 morfologicky rozdilné

kolonie byly izolovany ze vzoru 2 (2A, 2B, 2C) a ze vzorku 5 a 6 po jedné kolonii.

Pfi stanoveni L. monocytogenes metodou stanoveni poctu [59] nevyrostly na pidé LOA
7adné kolonie. V pfipadé stanoveni L. monocytogenes metodou prikazu [58] u vzorku 5B
byl pozorovan na padé LOA narist bakterii podobné morfologie jako L. monocytogenes.
AvSak v této fazi experimentu jeSté neni mozné stanovit, zda se opravdu jednd o patogen.
Vysledky mohou byt konfirmovany az po dalSich testech. Z pidy LOA (vzorek 5B) byly
izolovany dvé kolonie s rozdilnou morfologii. Tyto dva suspektni izolaty (5B1, 5B2) byly

podrobeny PCR zkousce na identifikaci L. monocytogenes v kapitole 5.2.3.

5.1.2 Experiment ¢. 2

Homogenizované vzorky byly aplikovany na piidu Listeria Oxford Agar pro kvantitativni
stanoveni L. monocytogenes. Celkové poCty bakterii, které byly schopné rist na této pidé

jsou uvedeny v Tab. 7.
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Tab. 7. MnoZstvi typickych a vyskyt netypickych kolonii na pudé Listeria Oxford Agar

po inokulaci vzorky syrii.

Vzorek CFU/g tmavych kolonii vyskyt netypickych kolonii
1 - ne
2 >10’ ne
3 4.10° ano — bily, Zluty pigment
4 - ano — bily pigment, matné
5 <10 ne
6 <10? ano — drobné kolonie
7 2.10° ano — drobné kolonie
8 4.10 ano — bily, Zluty pigment
9 <10? ano — bily pigment
10 5.10° ano — bily pigment
11 2.10° ano — drobné kolonie
12 - ne
13 10° ano — bily pigment

Stanoveni L. monocytogenes naznacuje (Tab. 7), ze by zde mohly byt pfitomny patogenni
bakterie. Konfirmace miiZe byt provedena az po dalSich testech provedenych na cistych
kmenech. Proto bylo z 10 vzorki (2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 13) izolovdno 17 bakteridlnich
kolonii z piidy LOA s morfologii typickou pro Listeria monocytogenes. Tyto kmeny byly
dale zkoumany (kapitola 5.2.3) a suspektni kmeny byly nasledn¢ podrobeny identifikaci na
L. monocytogenes metodou PCR. U tohoto stanoveni mliZeme pozorovat na pidé LOA
Casty vyskyt netypickych kolonii, coZ zpochybnuje selektivitu tohoto média. Ziejm¢e se jed-
nd o doprovodnou mikrofléru zrajicich syrii. Pouze u syrit Romadur a Karel IV. (vzorek 1 a
12) nebyl pozorovan néartst mikroorganizmu. U vzorku 4 byly pozorovany pouze netypické

matné bilé kolonie, které by mohly patfit do rodu Bacillus.

V dalsi fazi experimentu byly z piivodnich 13 vzorkii ndhodné vybrany ¢tyii vzorky (1, 3,
4, 6), které byly zachovany a dale skladovany po dobu 30 dni pti 8 °C. Po této dob¢ byla
provedena opét mikrobiologickd analyza. Byly stanoveny celkové pocty mezofilnich a
psychrotrofnich mikroorganizmti, koliformnich bakterii a bylo provedeno stanoveni priika-

zu L. monocytogenes [58]. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 8.
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Tab. 8. MnoZstvi sledovanych skupin mikroorganizmu (CFU/g) u 4 druhit syru po 30 dnech

skladovdni pri teplote 8 °C.

1 3 4 6
Mezofilni . g . .
mikroorga- 29.10 3,3.10 2,2.10 2,1.10
nizmy
Koliformni 7.10° 1,0. 10 4,0.10° 2,6.10*
bakterie
11290-1  Souvisly ¢erny narast - - -
Psychrot-
rofn{ bakte- 3,0.10 1,0.10° 2,9.10° 4,9 .10
rie
X: nedélano 1 — Romadur, 3 — Pivni syr, 4 —RomadiiZzek, 6 — Pepin
—: negativni

Tak jako v pfedeslém experimentu ¢. 1 neni moZzné zhodnotit CFU/g u mezofilnich mikro-
organizmti dle normy CSN 56 9609 [63]. Poéty mezofilnich mikroorganizmt u téchto
vzorkl jsou srovnatelné nebo mirné vySsi neZ pii stanoveni ihned po zakoupeni v rdmci
Experimentu ¢. 1. Z toho mizeme usoudit, Ze mezofilni mikrofléra zrajicich syrii se po

otevieni daného baleni a nasledném skladovéni v chladnicce pfiliS neméni.

U koliformnich bakterii je moZno pozorovat opét piekroéeni limiti danych normou CSN
56 9609, kdyz ze Ctyt testovanych syrt (Romadur, Pivni syr, RomaduiZek, Pepin) ji pfekro-
Cily dva (Romadur, Pepin). Ostatni dva vzorky i po mésici skladovani tyto hodnoty nepie-

sahovaly a byly vyhovujici.

Psychrotrofni mikrofléra téchto syr se po 30dennim skladovani v 8 °C pohybovala
v rozmezi 10° - 10° CFU/g. Muize byt sloZena z pfirozené mikrofléry tvotfené napi. Pseu-
domonas, Alcaligenes nebo Flavobacterium [30]. Ve srovnani s vysledkem poctu psychrot-
rofnich mikroorganizmti nalezenych u syru Syrovatkovy syr s kminem BREINTUGEN
v Experimentu €. 1 jsou pocty u syra skladovanych 30 dni v chladni¢ce bud’ nizs§i nebo
srovnatelné. Pocty mezofilnich a psychrotrofnich mikroorganizmi v rdmci jednoho hodno-

ceného syru jsou vZdy srovnatelné.

Bylo provedeno stanoveni L. monocytogenes metodou priikkazu. U vzorku 1 byl proveden

zéachyt typickych kolonii. Existuje tedy podezieni, ze tento vzorek po 30 dnech skladovani
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pii 8 °C obsahuje patogenni bakterie. JelikoZ nebyly na LOA pud¢ jednotlivé kolonie, byl
pro konfirmaci metodou PCR pouZit ptimo vzorek pfipraveny ze souvislého nértstu. Vzo-
rek byl pfipraven varem dle kapitoly 4.3.5. Piestoze pfi prvnim testovani vzorkl 3 a 4 byl
na pudé LOA zachycen rast kolonii, po 30 dennim skladovani nebyla ve vzorcich prokdza-

na pritomnost L. monocytogenes.

5.2 Identifikace kment izolovanych ze vzorki syri

5.2.1 Experiment ¢. 1

Pro tuto cast byly vybrany kmeny, jejichZz seznam a popis morfologie kolonii je uveden
v Tab. 9. Celkem bylo izolovano z Endova agaru 5 kment, s nimizZ byly provedeny nésle-
dujici testy: Gramovo barveni, KOH — test, oxiddza test, kataldza test, OF test, test

na zkvaSovani laktézy a ENTEROtest 24. Vysledky testii jsou v Tab. 10.

Tab. 9. Popis vybranych kmenii izolovanych z Endova agaru.

Oznaceni Popis kolonie
2A plochd, vroubkovitd, mirn¢ sektorova, leskla
2B plochd, sektorova, leskla
2C zvysend, lalocnatd, vroubkovan4, leskla

vypoukld, okrouhld, hladkd, matna
6 vypoukld, okrouhld, hladka, matna

Tab. 10. Souhrn vysledkii testit provedenych u kmenii izolovanych z Endova agaru.

Oznace- Oxida- OF-

Gram KOH Katalaza Laktéza

ni 74 Test Enterotest

2A G” kokotyc¢inky N P P P OF Neidentifi-
2B G kokotyCinky N p p p OF  Proteus sp.
2C G kokotyCinky N P P P OF  Proteus sp.
5 Velké, ovélné bunky P p p X X X
6 Velké, ovalné bunky P P N X X X
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N — negativni P — pozitivni X - nedé€léano

Jiz pti sklickovych testech bylo zjisténo, Ze vysledky vzorki 5 a 6 neodpovidaji izolatlim,
které by mély rast na Endové agaru. Z celkovych 5 vzorki byly tfi G~ kokotyCinky a dva
vzorky tvofily velké ovalné buiiky. Na zaklad€ mikroskopie byly tyto dva vzorky s velkymi
bunikami kultivovany na pidé GKCHA. Oba kmeny na této ptid¢ po kultivaci pti 25 °C/48

h rostly, tzn. Ze se jednalo o kvasinky. Byly proto z dal$ich identifika¢nich testi vylouceny.

Zbylé tti vzorky byly podrobeny dal$im testim (7ab. 10), které se od sebe neliSily. ENTE-
ROtest 24 identifikoval dva ze ti{ izolatl jako rod Proteus a posledni izolat zistal neidenti-
fikovany. Proteus patii do Celedi Enterobacteriaceae [2], avsak neni fazen mezi koliformni
bakterie. Také zachytem kvasinek bylo prokdzano, Ze po kultivaci na Endové pid¢ nemusi
rust pouze gramnegativni fermentujici bakterie, ale také kvasinky, coZ vyrazné¢ zpochybiiu-

je selektivitu této pudy jako média ke kultivaci koliformnich bakterii.

5.2.2 Experiment ¢. 2

V této ¢asti experimentu byly vybrany bakteridlni kolonie s morfologii pfipominajici rist L.
monocytogenes (tmavé zabarvené kolonie, tmavé echo). Seznam a popis izolata je uveden

vTab. 11.

Tab. 11. Vybrané bakteridlni kolonie s morfologii typickou pro Listeria monocytogenes.

Oznaceni Makroskopicka morfologie
2 hnéda barva, leskla, vypoukld
3 béZovo-hnédd + drobnd echa
5 béZova + echo, leskla, vypoukla
6 tmava, velka, leskla, slizovita
7 hnéda + echo, leskla
8A tmave¢ hnéda + echo, leskla, nepravidelné okraje
8B tmavd, matnd, vypoukld, nepravidelné okraje
9 tmava + echo, leskla, velka
10A tmava + echo, velka, leskla

10B svétle hnéda + echo, mensi, leskla
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10C
11A
11B
13A
13B
13C
13D

hnéda + echo, leskld, vypoukld, pravidelny okraj
tmava + echo, leskla

tmava + echo, leskld, svétlejsi nez 11A

tmava, matnd, svrastéla

hnéda + echo, drobna, leskla

svétle hnéda + echo

svétle hnéda + echo, drobnd, matna

Bylo tedy izolovano 17 kmenti z LOA, s nimiZ byly provedeny nésledujici testy: Gramovo

barveni, KOH - test, test na produkci oxidazy, kataldzy, testy na zkvasovani cukr. Vy-

sledky testd jsou v Tab. 12, 13.

Tab. 12. Souhrn vysledkii testit provedenych u 17 kmenii izolovanych z LOA.

Oznaceni Gramovo barveni KOH Katalaza Oxidaza
2 G" koky Negativni Pozitivni Negativni
3 G" koky Negativni Pozitivni Negativni
5 G" koky Negativni Pozitivni Negativni
6 G" ty¢inky Negativni Pozitivni Negativni
7 G" koky Negativni Pozitivni Negativni

8A G" ty¢inky Negativni Pozitivni Negativni
8B G ty¢inky Negativni Pozitivni Negativni
9 G" ty¢inky Negativni Pozitivni Negativni
10A  G" tycinky, spory Negativni Pozitivni Negativni
10B G ty¢inky, spory Negativni Pozitivni Negativni
10C G ty&inky, spéry Negativni Pozitivni Negativni
G™ tycinky, spory,
11A pouzdra Negativni Pozitivni Pozitivni
G ty&inky, spory,
11B pouzdra Negativni Pozitivn{ Pozitivni
13A  G" tycinky, spory Negativni Pozitivni Negativni
13B G ty¢inky, spory Negativni Pozitivni Pozitivni
13C G ty¢inky Negativni Pozitivni Negativni
13D G tycinky dlouhé Negativni Pozitivni Negativni

az vlakna
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Mikroskopie prokdzala grampozitivitu u vSech 17 kment, z nichZ 4 byly koky a ostatni by-
ly ty¢inky. Sedm kment produkovalo spéry a u dvou kmend byla pozorovana pouzdra.
Z téchto vysledki miiZe byt usouzeno, Ze grampozitivni ty¢inky produkujici spéry mohou
patfit do rodu Bacillus. KOH test potvrdil sprdvnost Gramova barveni. Na zdklad¢ prove-
denych testl mtizeme fict, Ze z hodnocenych vzorka byly vSechny na kataldzu pozitivni a
na oxiddzu bylo 14 vzorkil negativnich a tfi (11A, 11B, 13B) byly pozitivni. L. monocyto-
genes je kataldza pozitivni a oxiddza negativni [2]. Na zdklad¢ téchto tidaji vyhovuje popi-
su L. monocytogenes pouze 6 kment (6, 8A, 8B, 9, 13C, 13D). Na zdklad¢ téchto vysledkli
byly tyto kmeny podrobeny PCR identifikaci (kapitola 5.2.3).

Jako dopliikové testy byly provedeny testy na fermentaci vybranych cukri a OF test

u vsech izolovanych kment (7Tab. 13).

Tab. 13. Souhrn vysledki testit provedenych u 17 kmenii izolovanych z LOA.

Oznaceni Rahmnéza Xyléza Laktéza OF — test
2 Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivni
3 Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivni
5 Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivni
6 Pozitivni Negativni Negativni Negativni
7 Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivni

8A Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivni
8B Pozitivni Negativni Pozitivni Pozitivni
9 Pozitivni Negativni Negativni Negativni
10A Negativni Negativni Negativni Pozitivni
10B Negativni Pozitivni Negativni Pozitivni
10C Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivni
11A Pozitivni Negativni Pozitivni Pozitivni
11B Negativni Negativni Negativni Pozitivni
13A Negativni Pozitivni Negativni Pozitivni
13B Negativni Pozitivni Negativni Pozitivni
13C Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivni
13D Pozitivni Pozitivni Pozitivni Negativni

Po provedeni testil u vSech 17 vzorkd bylo u rhamnézy 12 pozitivnich a 5 (10A, 10B, 11B,
13A, 13B) negativnich. U xyl6zy bylo 11 vzorkl pozitivnich a 6 (6, 8B, 9, 10A, 11A, 11B)
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negativnich. U laktézy bylo 10 vzorkl pozitivnich a 7 (6, 9, 10A, 10B, 11B, 13A, 13B) ne-
gativnich a u OF testu bylo celkové 14 pozitivnich a 3 (6, 9, 13D) negativnich.

L. monocytogenes ma OF test pozitivni (fermentuje glukézu), ddle fermentuje laktézu a
rhamnézu a nefermentuje xylézu [64]. Stejnému profilu odpovidaji pouze dva kmeny (8B,
11A). JelikoZ kmen 11A tvoii spdry, jednd se o sporulujici tyCinku, coZ L. monocytogenes

neni. Nejvice podezielym izoldtem zlstava tedy kmen 8B.

523 PCR

Pro potvrzeni, zda se jednd o Listeria monocytogenes, byla provedena PCR se specificky-
mi primery (Tab. 3). Na Obr. 5 jsou zobrazeny vysledky PCR s primery urcujicimi gen
prfA, typickym znakem virulence L. monocytogenes vzorkll vybranych k testovani
z Experimentt €. 1 1 2. Byly pouzity kmeny izolované Tritonem X (6, 8A, 8B, 9, 13C, 13D,
5B1, 5B2) a kmeny, které byly izolované varem (6, 8B a vzorek 1 po mésici skladovani pii
teploté 8 °C). Specificky PCR produkt md mit velikost 1060 bp. Lze jej pozorovat u pozi-
tivni kontroly — jamka 14 (Obr. 5).
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Obr. 5. Vysledek PCR.

1 kb — 1 kb DNA marker, 1 — 7 izolace Tritonem X (1 - vzorek 6, 2 - vzo-
rek 8A, 3 - vzorek 8B, 4 — vzorek 9, 5 - vzorek 13C, 6 - vzorek 13D, 7 —
vzorek 5B1, 8 — vzorek 5B2, 9 - vzorek Listeria innocua), 10 - 13 izolace
varem (10 —vzorek 6, 11- vzorek 8B, 12 — vzorek 1, 13 - Listeria innocua),

14 — pozitivni kontrola (1060 bp), 15 — negativni kontrola.

Z4adny testovany vzorek a L. innocua neobsahoval specificky PCR produkt (1060 bp). Pou-
ze u vzorku L. innocua, ktery byl pfipraven varem, se objevil nespecificky produkt o veli-

kosti asi 0,5 kb. Tento vSak neinterferuje se specifickym produktem.

Na zdkladé¢ PCR bylo potvrzeno, Ze Zadny testovany kmen izolovany v této praci nebyl

identifikovan jako patogen Listeria monocytogenes.
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ZAVER
V soucasné dob¢ klademe na potraviny vysoké pozadavky, aby mély dobrou chut’, nutri¢ni

hodnotu, vyhodnou cenu, pohodlnou piipravu a zejména, aby byly bezpecné. Mohou vSak

syry splnit v§echna tato kritéria?

Dle serveru finance.cz spotieba syrii a tvarohtl v Cesku v poslednich letech neustéle roste.
V roce 2006 dle prizkumu Cesi zkonzumovali v priméru 16,6 kg syrti a tvarohil za rok
na osobu, coZ bylo o dvé kila vic neZ v roce 2000. Ve spotiebéd syri se tak Cesko zatadilo
na 8. misto v EU. Na celkové spotiebé se pfirodni syry podileji 62 %, tavené syry 17 % a
konzumni tvarohy 21 %. Spotieba tavenych syrti ve vysi 2,7 kg na osobu za rok je v CR
nejvyssi na svété. Jiz z tohoto diivodu je dobré znit mikrobiologickou kvalitu zrajicich syrii

dostupnych v obchodnich fetézcich v CR.

Cilem mé prace bylo tedy ve dvou ¢asové odd€lenych experimentech provést mikrobiolo-
gickou analyzu u rtiznych druht syrii (mezofilni mikroorganizmy, koliformni bakterie,
psychrotrofni mikrooorganizmy a L. monocytogenes), izolovat kolonie ze selektivné dia-
gnostickych ptd (Listeria Oxford Agar, Endiiv agar) a provést testy (morfologické, fyzio-

logické a molekuldrné biologické) vedouct k identifikaci izolatd.

Prakticka ¢ast diplomové prace byla rozd€lena na dva experimenty, které byly oddéleny
casové. Pro experiment ¢. 1 byly testovany tyto vzorky: Sedl¢ansky romadizek, Romadur,
Niva, Pivni syr, Syrovétkovy syr s kminem — BREINTUNGEN, Pfirodni zrajici syr — jem-
né tvartizky. V Experimentu €. 2 pak tyto ndsledujici: Romadur, Pravé Olomoucké tvarz-
ky, Pivni syr, Romaduzek, Blat'dcké zlato, Pepin, Hermadur, Syr s bilou plisni Albert, Stii-

britdk, Niva, Syr s modrou plisni Albert, Karel IV., Camembert Clever.

Pfi Experimentu €. 1 bylo zakoupeno 6 vzorkl syrit od riznych vyrobci, ty byly aplikova-
ny na LOA, Endo a MPA 2. Celkové pocty sledovanych mikroorganizmi jsou uvedeny
v Tab. 6. Souhrnné¢ miZeme konstatovat, zZe i kdyz byly zjiStény pocty mezofilnich mikro-
organizmu ve sledovanych syrech (lisi se poctem od 4,7 . 10° CFU/g u Nivy aZ po 6,2 . 108
CFU/g u prvniho zakoupeného vzorku Syrovéitkového syra s kminem BREINTUGEN), tak
norma CSN 56 9609 neuvadi u téchto druhi syrii maximalni CFU/g mezofilnich mikroor-
ganizmi a nelze tedy posoudit, jestli dané syry spliiuji kritéria této normy. Naopak u koli-
formnich bakterii bylo zji§téno, Ze syry Romadur s 4,5.10° CFU/g, Syrovitkovy syr
s kminem BREINTUGEN s 1,7.10° CFU/g a 3,5.10* CFU/g a Piirodni zrajici syr - jemné
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tvartizky s 2,7.10" CFU/g kritéria piesahuji a tudiZz poZadavkim nevyhovuji. Z tchto vzor-
kit obsahujicich koliformni bakterie bylo izolovano 5 kolonii, 3 morfologicky rozdilné byly
izolovany ze vzorku 2, tj. Romadur, a ze vzorka 5 a 6 (Syrovatkovy syr s kminem BREIN-
TUGEN, Piirodni zrajici syr — Jemné tvarizky) po jedné kolonii. Byly provedeny ndsledu-
jici testy: Gramovo barveni, KOH - test, oxidaza test, kataldza test, OF test, test na zkva-
Sovani laktézy a ENTEROtest 24. Z téchto testll bylo zjisténo, Ze kmeny 5 a 6 jsou kvasin-
ky. ENTEROtest 24 identifikoval dva ze tii izolatl jako rod Proteus a posledni izolét zi-
stal neidentifikovany. Také zachytem kvasinek bylo prokazano, Ze po kultivaci na Endové
pudé nemusi riist pouze gramnegativni fermentujici bakterie, ale také kvasinky, coZ vyraz-

n¢ zpochybniuje selektivitu této pidy jako média ke kultivaci koliformnich bakterii.

Ditiraz byl kladen na prikkaz L. monocytogenes ve vzorcich, avSak pfi stanoveni metodou
stanoveni poc¢tu nevyrostly na ptidé LOA Zadné kolonie. V piipad¢ stanoveni metodou prii-
kazu bylo u vzorku 5B (Syrovatkovy syr s kminem BREINTUGEN) patrné, Ze po vyocko-
véani vyrostly na piidé mikroorganizmy podobné L. monocytogenes, avsak v této fazi expe-
rimentu nebylo jesté mozné stanovit jestli se opravdu jednd o patogen. Z tohoto vzorku by-

ly z ptidy LOA izolovény 2 kolonie, které byly ddle podrobeny zkousce PCR.

K Experimentu ¢. 2 bylo zakoupeno 13 rtaznych druhii syrt (vySe zminény). Homogenizo-
vané vzorky byly aplikovany pfimo na pidu LOA. MnozZstvi typickych kolonif pfi stanove-
ni L. monocytogenes naznacuje, Ze by zde mohly byt pfitomny patogenni bakterie. Konfir-
mace mohla byt provedena az po testech provedenych na ¢istych kmenech. Proto bylo z 10
vzorkl izolovano 17 bakteridlnich kolonii z pidy LOA s morfologii typickou pro Listeria
monocytogenes. Ty pak byly podrobeny zkouSce PCR (podrobnéji nize).

Byly tedy vybrany bakteridlni kolonie s morfologii piipominajici rast L. monocytogenes
(17 kmenii z LOA) a provedeny identifika¢ni testy. Bylo prokdzano, Ze vSech 17 vzork je
grampozitivnich, z nichz jen 4 byly koky a zbytek vzorkt ty€inky. 7 kmena produkovalo
spéry a u 2 kmentu byla pozorovana pouzdra. Z téchto vysledkit mize byt usouzeno, Ze
grampozitivni tyCinky produkujici spéry mohou pattit do rodu Bacillus.

Nasledujici fazi Experimentu €. 2 byly z 13 vzorkl ndhod¢ vybrany 4 (Romadur, Pivni syr,
Romadutzek a Pepin). Tyto syry byly skladovany 30 dni pii 8 °C. Tak jako u experimentu 1
nebylo mozné zhodnotit CFU/g u mezofilnich mikroorganizmii, tak syr Romadur nevyho-
voval maximélnimu poétu koliformnich bakterii dle normy CSN 56 9609. MnoZstvi koli-

formnich bakterii bylo 7 . 10° CFU/g. Ostatni vzorky i po mésici skladovani hodnoty sta-
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novené normou neptesahuji. Ze vzorki bylo provedeno stanoveni L. monocytogenes meto-
dou priikazu a déle testovan metodou PCR. Ani po 30 dennim skladovani nebyla ve vzor-
cich prokdzana ptitomnost L. monocytogenes.

V této préci bylo prokdzéano, Ze neni mozné pii stanoveni L. monocytogenes na selektivné
diagnostické piidé Listeria Oxford Agar vSechny kolonie, které maji morfologii podobnou
s L. monocytogenes (tmavé kolonie, tmavé echo okolo) povaZovat za tento patogen. Byly
zde nalezeny nejen grampozitivni sporulujici tyCinky (ziejmé Bacillus), ale dokonce i
grampozitivni koky. Celkové i s vysledky identifikaci na Endové piidé€ je nutné brat hodno-

ceni narustl na selektivné diagnostickych piidach s rezervou a vysledky si vzdy ovéfit.

Zivérem je mozno konstatovat, Ze akoli nékolik vzorki piekro¢ilo limit CSN 56 9609
pro koliformni bakterie, Zddny testovany vzorek syru nebyl kontaminovédn patogennimi
bakteriemi L. monocytogenes, které pii vyskytu zpusobuji velmi vdzné ohroZeni lidského

zdravi.
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&tyF biochemickych testi. Testy jsou umistény v jamkach mikrotitraéni desticky, vzdy tfi fady po osmi
jamkach obsahuji testy pro identifikaci jednoho kmene.

|dentifikaci je mozné doplnit testy, dodavanymi ve formé diagnostickych prouzki: OXltest, COLItest
pro detekci E. coli prikazem aktivity B-glukuronidazy, PYRAtest.

+ 10 mikrotitragnich desticek (kazda pro identifikaci 4 kmen() se suSidlem
- Navod na pouziti s diferenciaéni tabulkou

« 40 formulafa pro zaznam vysledkl

« 10 PE sagku pro inkubaci

« Sagek na ulozeni nespotiebované desticky, 1 ks

« Ramedek desticky s potisténym vickem, sterilni

ENTEROtest 24 je tfeba skladovat pfi teploté (+2 az +8) °C. Exspirace je vyznatena na kazdém
baleni.

DOPORUCGENY PRACOVNi POSTUP PRO ENTEROtest 24

- Cinidlo pro test INDOL (kat. & 10003372 — 360 stanoveni

+ Cinidlo pro test FENYLALANIN (kat. ¢. 10003370 - 360 stanoveni

+ Cinidlo pro test ACETOIN (kat. €. 10003369 — 360 stanoveni)
Parafinovy olej sterilizovany (kat. 8. 10003371 — 90 stanoveni)

Petriho misky s kultivaénim médiem

Zkumavky (100x15) mm s 3 ml sterilniho fyziologického roztoku
Pristroj Densi-La-Meter Il (kat. €. 50001529)

Automaticka mikropipeta 0,1 ml, sterilni 8picky

Termostat 37 °C

B&zné laboratorni mikrobiologické vybaveni (kligky, popisovace, kahan)

OXI test (kat. & 10003324 — 50 stanoveni)

COLI test (kat. & 10003326 — 50 stanoveni)

Cinidlo pro test INDOL (kat. & 1003372 — 75 stanoveni)
PYRA test (kat. & 10003344 — 50 stanoveni)

Cinidlo pro test PYR (kat. €. 10003379)

UV lampa (kat. &. 50001471)

Barevna srovnavaci stupnice pro soupravu ENTEROtest 24
Diagnosticky seznam pro soupravu ENTEROtest 24 nebo
Identifikacni program TNW

Souprava je uréena pouze k profesionalnimu pouZiti

DODRZUJTE ZASADY PRO PRACI S INFEKCNIiM MATERIALEM! J

Izolace kultur se provadi konvenéni bakteriologickou technikou na médiich, doporucovanych pro
enterobakterie.

Pro potvrzeni pfislugnosti ke stfevnim bakteriim provedte test na detekci cytochromoxidazy (detekéni
prouzek OXltest), pfipadné test na fermentaci glukézy (O/F test).

Z Gisté 24 h kultury pfipravte ve fyziologickém roztoku suspenzi. Suspenzi dobfe homogenizujte.
Zakal suspenze musi odpovidat 1. stupni McFarlandovy zakalové stupnice. Slabsi nebo hustsi
suspenze mize vést k faleSnym reakcim.

V piipadé, Ze si cheete ovéfit Gistotu inokula provedte stejnou Kligkou jakou jste pfipravili suspenzi kfizovy
roztér. Gistotu kultury kontrolujte po 24 hodinach inkubace. V pfipadé slabého narustu kultury prodluzte
inkubaci o dalsich 24 hod. Kontrolni kultura mizZe byt pouZita k provedeni doplfikovych testd.

Pripravte prazdny ramecek s vickem.

Oteviete aluminiovy satek odstfihnutim tésné vedle svaru a vyjméte desticku.

Pomoci skalpelu odfiznéte prisluny poget fad (stripl) desticky, odpovidajici podtu testovanych
kmenti (3 fady, tj. 3x8 testd, pro identifikaci jednoho kmene).

Vyfiznuté fady vyjméte z panelu, sejméte ochrannou Al folii, fady umistéte do pfipraveného prazdného
ramecku.

Zaznamenejte Cisla vySetfovanych kultur na pfislusné stripy.

M PLIVA-Lachema Diagnostika s.r.o., Karasek 1, 621 33 Bro, CZ
e-mail: diagnostics@lachema.cz, www.lachema.com
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Inokulace:

Inkubace:

Hodnoceni:

Identifikace:

Likvidace pouZitého materialu:

Nejéastéjsi mozné priciny
nedspéchu pri identifikaci:

Viastnosti soupravy:

« Zbytek nepouzité desticky se susidlem viozte do prilozeného Al sacku na uloZeni nezuzitkované
desti¢ky a ulozte do chladni¢ky pro dalsi pouziti; dbejte na to, aby desticka byla chranéna pfed
vihkosti. Doporucujeme desticku po prvém pouziti spotfebovat do 4 tydnl.

« V pfipadé opakovaného pouziti ramecku s vickem zajistéte vy3si stupen jejich dezinfekce parami
Persterilu.

Poznamka:

Mezi jednotlivymi fadami s testy ponechte v ramecku volné neobsazené pozice (pro snizeni moznosti

kontaminace sousednich fad inokulovanou suspenzi apod.)

Dukladné homogenizujte bakterialni suspenzi ve fyziologickém roztoku.

Inokulujte 0,1 ml suspenze do vSech jamek pfislusnych tfi fad desticky.

K jamkam H, G, F, E, D a C prvého radku (testy IND, H2S, LYS, ORN, URE, ARG) pfidejte po
inokulaci po 2 kapkéach parafinového oleje.

Poznamka:

« S kazdou sérii neznamych kmenl a pfi pouziti nové Sarze desticek ENTEROtest 24 naockujte
soucasné kontrolni kmeny pro ovéfeni barevného vyjadfeni pozitivnich a negativnich reakci.
Bezprostfedné po inokulaci mohou testy lysin, ornithin vykazovat slabé modré zbarveni, které neo-
vlivni vysledek reakce po 24 h inkubaci.

Vlozte ramecek desticky s naokovanymi fadami do inkubacniho PE sacku.

Otevieny konec sacku zahnéte pod desticku, aby nedo$lo k vysychani inokula.

Vlozte desticku ENTEROtestu 24 do termostatu, nastaveného na teplotu 37 °C, a inkubujte po dobu
24 hodin.

Provedte zhodnoceni reakci:
— Na desticce ENTEROtestu 24 zakapejte Cinidly jamky:

— 1. fada, jamka H (test Indol) — 2 kapky Cinidla pro IND,

— 3. fada, jamka H (test Acetoin) — po 1 kapce ¢inidla pro VPT |, VPT II.
— Desticku nechte inkubovat 30 minut pfi teploté 37 °C pro vyvoj barevnych reakci.
— Po uplynuti této doby zakapejte Cinidlem jamku:

— 2. fada, jamka H (test Fenylalanin) — 1 kapka Cinidla pro PHE.
— lhned ode&téte test na fenylalanin (pozitivni reakce mizi do 2 minut po pfiképnuti Cinidla).
— Odedtéte ostatni testy ENTEROtestu 24 a vysledky reakci zaznamenejte do formulare pro zaznam
vysledk.
Poznamka:
« Pro hodnoceni barevnych reakci pouzijte tabulku ,Interpretace reakci, Barevnou srovnavaci stupnici
pro soupravu ENTEROtest 24, nebo se orientujte podle barevnych reakci kontrolnich kmenu.
Vitko desticky je opatfeno potiskem s uvedenymi zkratkami testl;; symbol @ je uveden u test,
zakapavanych parafinovym olejem, a symbol kapky u testi, k nimZ se pfikapavéa Cinidlo.

Identifikaci provedte pomoci identifikacniho programu TNW ev. pomoci Diagnostického seznamu
pro soupravu ENTEROtest 24.

Pfi identifikaci posuzujte kulturu komplexné, vemte v Gvahu pivod izolatu, charakter kolonii, pig-
mentaci, mikroskopii, ev. dal§i znaky.

Identifikaci salmonel a shigel potvrdte sérologicky.

+ V piipadé neuspésné identifikace opakujte ENTEROtest 24, pfipadné identifikaci doplite o dalsi testy.
Poznamka:

Pro identifikaci pomoci diagnostického seznamu umoziuje formuléf pro zaznam vysledk( snadno
vytvorit tzv. profil, tj. Ciselny kod, podle n&jz Ize vyhledat vysledek identifikace v seznamu; postup
pfi tvorbé profilu je popsan ptimo v diagnostickém seznamu.

Po pouziti vioZte desticku do nadoby pro infek&ni material a autoklavujte nebo znicte spalenim.
Prazdné papirové obaly se pfedaji do sbéru k recyklaci.

Smigena nebo kontaminovana kultura.

Pouziti inokula malé hustoty nebo malého objemu.

Inokulum bylo rozstfiknuto i do sousedni fady, pfipravené pro dal$i testovanou kulturu.

Pfislusné testy nebyly pfevrstveny parafinovym olejem.

Pfi hodnoceni bylo ¢inidlo vkapnuto do sousedni Fady.

Nedodrzeni nékterého bodu z doporueného pracovniho postupu.

+ Mize se jednat o atypicky kmen nebo zastupce druhu nebo pfibuzného rodu, ktery neni uveden
v databazi soupravy.

Souprava byla testovana na souboru 102 kmenti.
91,2% bylo spravné identifikovano.

5,8% bylo identifikovano na Groveri rodu.

3% nebyly identifikovany.

M/P1/095/08/J

ENTEROtest 24  mmmmm——



R e e S S e MIKROETEST® pommn

Kontrola kvality testu:

Upozornéni:

Kontrolni kmeny:

Kvalita chemikalii pouZivanych pro vyrobu desticek ENTEROtest 24 je ovéfovana standardnim testova-
cim postupem. Vyrobené série desticek jsou rovnéz kontrolovany funkéni zkouskou pomoci kontrolnich
bakterialnich kmenti. Pro praci s desti¢kami ENTEROtest 24 na Vasem pracovisti doporucujeme pouziti
nasledujicich kontrolnich kmen: Serratia marcescens CCM 303; Proteus vulgaris CCM 1799;
Salmonella enteritidis CCM 4420; Enterobacter cloacae CCM 1903.

Tyto kmeny dodava Ceska sbirka mikroorganismu, Masarykova univerzita, Tvrdého 14, 602 00 Brno,
tel. 549 491 430, fax 543 247 339, e-mail: ccm@sci.muni.cz. Kmeny jsou dodavany v lyofilizovaném
stavu nebo na Zelatinovych discich.

Na kontrolu funk&nosti soupravy je nutné pouZit vzdy Cerstvé izolaty kmeni CCM. Tyto kmeny slouzi
pro kontrolu funk&nosti soupravy, nikoli pro kontrolu spravnosti, €i Uspésnosti identifikace.

T T e e Y e o ey e P o)
L ~ Serratia marcescens CCM 303
1 IND H,S LYS ORN URE ARG
o s + + o -
2 PHE ONP INO ADO CEL suc
i + s + = + + +
VPT ESL SOR RHA MLB RAF DUL GLU
3 + + + - - - - ik
_____ Proteus vulgaris CCM 1799 e
1 IND H,S LYS ORN URE ARG SCI
+ + - - + - - -
2 PHE ONP INO ADO CEL suc TRE MAN
+ - = = - + s -
3 VPT ESL SOR RHA MLB RAF DUL GLU
= = = + =] = - +
: = -Sal lla enteritidis CCM 4420 L
1 IND H,S LYS ORN URE ARG SCI MAL
= + + + = + s =
2 PHE ONP INO ADO CEL suc TRE MAN
= — - - - - + +
3 VPT ESL SOR RHA MLB RAF DUL GLU
— - + + + = + +
i E bacter cl CCM 1903 -
1 IND H,S LYS ORN URE ARG SCI MAL
= — - + — + + +
2 PHE ONP INO ADO CEL suc TRE MAN
B + + - + i + .
3 VPT ESL SOR RHA MLB RAF DUL GLU
- = - + + + - - +
Vysvétlivky: + = pozitivni reakce — = negativni reakce s = slabé pozitivni reakce
ENTEROtest 24 INTERPRETACE REAKCI
- — — T e
Sloupec Test Zkratka testu T e ‘ T
Radek 1
H lndol IND gervend, rizova  pajoutla
G Sirovodik H,S ¢ernd, tmavé Seda bezbarva, nasedla
E Lysin LYS modra, modrozelena __ zelena, Zlutozelena
E Ornithin ORN modra, modrozelena zelena, Zlutozelena
D Ureaza URE Servend, Cervenooranzova Zluta, svétle oranzova
C Arginin ARG modra, modrofialova zelena, zelenomodra
B _ Simmons citrat scli modra, modrozelend __ Zluta, Zlutozelena
A Malonat MAL modra, modrozelena Zluta, Zlutozelena
Rédek 2
H Fenylalanin PHE tmavé zelena, zelena __ Zluta, Zlutohnéda
G B-Galaktosidaza ONP Zluta, nazloutla bezbarva
F Inositol INO Zluta, zlutozelena zelend
E : Adonitol ADO Zluta, Zlutozelena zelena
b Cellobidza CEL Zluta, Zlutozelena _ zelenda
C Sacharéza suc Zluta, Zlutozelena zelena
B Trehaloza " TRE Zluta, Zlutozelena ~ zelend
A Mannitol MAN Zluta, Zlutozelena zelena
Radek 3
B Acetoin VPT Cervend, rizova ~_ bezbarva, mirmng nartizovéla
G Eskulin ESL ¢ernd, tmavé hnéda bezbarva, svétle hnéda
B Sorbitol SOR Zluta, Zlutozelena _zelena
E Rhamnéza RHA Zluta, Zlutozelend zelend
D Melibiéza _ _MLB Zluta, Zlutozelena __zelena
C Raffin6za RAF Zluta, Zlutozelena zelena
B Dulcitol ol puL Zluta, Zlutozelena __ zelend
A Glukdza GLU Zluta, Zlutozelena zelena

M/P1/095/08/J
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ENTEROtest 24 IDENTIFIKACNI TABULKA v.1.0

Réadek 1 Réadek 2 Réadek 3
E D

Identifikace
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- | Citrobacter amalonaticus
Citrobacter braakii
Citrobacter farmeri
Citrobacter freundii
Citrobacter koseri
Citrobacter sedlakii
Citrobacter werkmanii
Citrobacter youngae
Edwardsiella tarda
Enterobacter aerogenes
Enterobacter cloacae
Enterobacter sakazakii
Escherichia coli
Escherichia fergusonii
Escherichia hermannii
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Escherichia vulneris
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Klebsiella oxytoca
| Kiebsiella oz:
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella rhinoscleromatis
Kluyvera ascorbata
| Leclercia adecarboxylata
Morganella morganii ssp. morganii
Morganella morganii ssp. sibonii
Pantoea agglomerans
Proteus mirabilis
Proteus penneri
| Proteus vulgaris
Providencia alcalifaciens
Providencia rettgeri
Providencia stuartii

Imonella subgr. 1
Salmonella subgr. 2
Salmonella subgr. 3a, 3b (Arizona)
Salmonella subgr. 4
Sall lla subgr. 5
Salmonella gallinarum
Sal lla ch 1 ler i
Salmonella paratyphi A
Salmonella pullorum
Salmonella typhi
Serratia ficaria
Serratia marcescens
Serratia odorifera biogroup 1
Serratia odorifera biogroup 2
‘Serratia rubi
Shigella A, B, C
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Yersinia enterocolitica
Yersinia kristensenii
Yersinia pestis
 pseudotuberculosis
Yersinia rohdei

Yokenella regensburgei
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pozitivni reakce (+) = vétsinou pozitivni reakce
— = negativni reakce (-) = vétSinou negativni reakce
d = variabilni reakce

Vysvétlivky:

Ochrana zdravi: Komponenty soupravy neobsahuji nebezpecné latky
Datum posledni revize: 6. 2. 2008

ad PHVALachema Diagnosika s.ro., Kerasek 1, 621 33 Brno, CZ
email: diagnostics@lachema.cz, www.lachema.com



