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ABSTRAKT

V prvni ¢asti této bakalarské prace se zamétuji na metody stanoveni mikroorganismu. Jsou
zde popsany jak klasické mikrobiologické metody (napt. kultivacni), které jsou zadkladem
kazdého stanoveni, tak i modernéj$i metody, které¢ jsou schopny poskytnout vysledky
rychleji a mnohdy s vétsi presnosti (napt. PCR). Druha ¢ast prace je zaméfena na ptirodni
antimikrobialni latky, jez jsou zdravotn¢ nezdvadné a lze je vyuzivat jako pfisady v
potravinaiském pramyslu. Proti mikroorganismim vykazuji bud’ mikrobicidni nebo
mikrobistatické U¢inky.

Klic¢ova slova: mikroorganismy, metody stanoveni, antibakterialni latky

ABSTRACT

In the first part of this bachelor thesis thefocusis on methods applied for the determination
of microorganisms. Both classical microbiological methods (e.g. cultivation methods),
which are the basis of every determination, and more modern ones, which are able to
provide results faster and with greater accuracy (e.g. PCR) are discussed here. The second
part of the work is focused on natural antimicrobial substances, which are harmless to
health and can be used as additives in the food industry. They have either microbicidal or

microbistatic effects against microorganisms.

Keywords: microorganisms, methods of determination, antibacterial substances
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UvVOD

Hlavnim cilem potravinaifského primyslu je produkovat zdravotné nezavadné potraviny,
které Ize pred konzumaci del§i dobu uchovéavat, aniz by doslo k jejich znehodnoceni napf.
vlivem pusobeni nezadoucich mikroorganismi. Zaroven musi potraviny spliovat urcité
organoleptické vlastnosti, aby pro ¢lovéka nebyla konzumace potravin utrpenim, ale

predevsim radosti.

Abychom byli schopni urcit, zda je potravina zdravotné nezdvadna, tedy jestli neobsahuje
nebezpecné patogenni mikroorganismy, tak byla vyvinuta fada mikrobiologickych metod
pro jejich detekci. Dale byly organizacemi zabyvajicimi se bezpecnosti potravin stanoveny
ur¢it¢ limitni hodnoty, které uddvaji jaké mnozstvi takovych nebezpecnych
mikroorganismli je v potravinach povoleno, aby potraviny zistaly nadédle zdravotné
nezévadné. Neni totiz mozno docilit toho, Ze vyrobime potravinu bez pfitomnosti jakékoliv

nezédouci mikroflory.

Pro udrZeni trvanlivosti potravin do nich pfidavame konzervacni latky, které maji za kol
nejenom zajistit co nejdelsi dobu jejich udrznosti, ale také uchovat jejich vini, vzhled,
chut’ a dalsi vlastnosti. V posledni dob¢ je spotiebiteli pozadovano, aby co nejvice téchto
konzervantii bylo pfirodniho ptivodu. Coz neni upln€ jednoduché. O piirodni konzervaéni
latky sice neni nouze, protoZe piiroda je na né¢ bohatd. Problémem je to, ze takova latka
napiiklad vyborn€ piisobi proti mikroorganismiim, ale na druhou stranu miZe neptiznivé
ovlivnit aroma potraviny nebo pii vysSich davkach vykazovat toxické Uc¢inky. DalSim
faktorem je cena vyroby konzervacni latky. Nékteré z nich mohou byt téZko extrahovatelné

a Spatné se kultivuji. To se potom miiZe nepiiznivé odrazit na vysledné cen¢ vyrobku.
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I. TEORETICKA CAST
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1 METODY IDENTIFIKACE MIKRORGANISMU

V praxi jsou vyuzivany razné¢ metody, kdy je mizeme rozdélit na metody piimé, do
kterych patfi mikroskopické, biochemické, kultivaéni a v posledni dobé¢ hojné uzivané
metody molekuldrni biologie. Druhou skupinou jsou metody nepiimé, kam fadime napf.
metody imunologické. Tyto metody jsou zalozeny na interakci antigenu a specifické

protilatky [2].

1.1 Mikroskopické metody

Z4dna mikrobiologicka laboratof se nemiZe obejit bez tak dileZitého zafizeni, kterym
mikroskop bezpochyby je. Pomoci mikroskopu stanovujeme u zkoumanych
mikroorganismu jejich morfologické znaky, kterymi jsou tvar, velikost, uspotradani bunék
a zpusob reprodukce. Tyto znaky patii k zdkladnim pozadavkim identifikace
mikroorganismi. Pro samotné pozorovani je nutné zhotovit si tzv. mikroskopicky preparat.
Mikroskopické preparaty délime na nativni (Cerstvé) nebo na fixované (trvalé).
Mikroskopie mize byt vyuzita ke kvalitativnimu nebo kvantitativnimu stanoveni bakterii

[1,2].
Nativni preparat

Nativni preparat se pfipravuje z mikrobidlnich kolonii pomnoZenych na pevnych ¢i
tekutych kultivaénich ptadach, nebo pfimo z daného vzorku potraviny. Pomoci takto
pripraveného preparatu mizeme pod mikroskopem pozorovat tvary zivych bunck a rovnéz

sledovat jejich pohyblivost [1, 2, 3].
Fixovany preparat

Utelem pouzivani fixovaného preparatu je lepsi rozpoznani tvaru buiiky. Principem fixace
je usmrceni bunék vysraZzenim bunécnych bilkovin. Usmrcené buiiky snadnéji a lépe
pfijimaji barvivo a pevnéji pfilnou k podloZznimu sklu, ¢imz nedochdzi k jejich
odplavovani barvicimi a oplachovacimi roztoky. Nej¢astéjsim zplisobem fixaci u bakterii
je protazeni plamenem. U kvasinek a plisni se fixace provadi chemicky napf. pomoci

etanolu nebo acetonu [1, 2, 3].

1.1.1 Barveni mikroorganismu

Barveni je vyuzivdno k lepSimu rozliSeni tvaru buiiky, ale i k diagnostice bakterii na

zakladé rozdilného slozeni bunécéné stény (Gramovo barveni). K barveni jsou vyuzivany
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roztoky fedénych syntetickych anilinovych barviv. Dle autochromovych skupin délime
barviva na kysela (eosin, bavinikovd modf,...), kterd jsou vyuzivana pro zabarveni
cytoplasmy u eukaryotnich mikroorganismii. DalSimi skupinami jsou zasadita (krystalova
violet, methylenova modf, safranin,...), ktera jsou vyuzivana pro zabarveni bakterii nebo

jader eukaryotnich mikroorganismu a neutralni (Azur II)[1, 2].
Dle ucelu délime barveni na:
- Jednoduché, které slouzi k rozliSeni tvart bunék.

- Diferencialni, které¢ vyuzivame k rozliSeni morfologickych utvara (spory, jadro) ¢i

chemickych slozek buiiky (Skrob, volutin).

- Diagnostické, kter¢ vyuzivame kidentifikaci mikroorganismi (Gramovo

barveni)[1, 2].

Gramovo barveni

vvvvvv

metodu vynalezl Christian Gram v roce 1884. Principem je barveni trvalého preparatu a
jeho mofteni roztokem jodu (mize byt pouzit i Lugoliiv roztok). Timto typem barveni lze
rozdelit bakterie do dvou skupin a to na gram-pozitivni (G+) a gram-negativni (G-). To

diky jejich rozdilnému slozeni buné¢nych stén.

Nejprve jsou stény bunck obarveny krystalovou violeti do fialova. Po oplachnuti
prebyte¢ného barviva destilovanou vodou se preparat prevrstvi roztokem jodu (nebo
Lugollivym roztokem) a dochézi ke vzniku nerozpustného komplexu violet’ — jod — slozky
bunécéné stény. Poté je pouzit odbarvova¢ (etanol, aceton), ktery rozpousti lipidy
bunénych stén. U gram-negativnich (G-) bakterii dochazi kvuli silné vrstvé
lipopolysacharidii a slabé vrstvé peptidoglykeni k odplaveni komplexu, kdy buiky
zustavaji velmi slabé zbarveny (rGzove€) az odbarveny. Proto jsou pro mikroskopické
pozorovani dobarveny karbolfuchsinem nebo safraninem. U gram-pozitivnich (G+)
komplex diky silnym vrstvdm peptidoglykanli zistava a bunky zlstavaji tmavé modie az

fialové zabarveny|[1, 2, 3].

1.2 Biochemické metody

K tomu, abychom piesnéji identifikovali, o jaky mikroorganismus se jedna, nam nestaci
pouze jeho morfologické znaky (tvar, velikost,...). Je tfeba znat 1 jeho biologické

vlastnosti, napf. enzymatickou aktivitu nebo fyziologické vlastnosti, jako jsou vztah ke
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kysliku a teploté, schopnost ptezivat za vysSich koncentraci osmoaktivnich latek (NaCl)
[2].

Pribéh biochemickych reakci se dokazuje spolecnym pusobenim metaboliti a produkta
s indikatory obsazenymi v kultivacnich médiich, coZz méa za nésledek barevnou zménu

testovaciho média [5].

1.2.1 Enzymaticka aktivita mikroorganismi

Enzymy jsou organické slouCeniny (nejcastéji tvofeny proteiny), které katalyzuji urcité
chemické dé&je v bunkach [4]. V potravinaiské mikrobiologii jsou hodné sledovany
proteolytické, lipolytické a sacharolytické enzymatické reakce, které jsou castou pii¢inou
kazeni potravin. Enzymy produkované mikroorganismy muizeme rozd¢lit na extracelularni

a intracelularni [5].

Extracelularni enzymy plsobi na latky vné buiiky, které naptiklad jsou pftili§ velké na to,
aby prosly dovnitt buiiky (lipidy, bilkoviny, polysacharidy) a proto musi byt rozlozeny na

mensi fragmenty.

Intracelularni enzymy hraji vyznamnou roli pii metabolickych procesech uvnitt buiiky [2].

Hydrolyza Skrobu (diikaz amylazy)

Jako dikaz pfitomnosti amylazy se vyuziva roztok jodu. Ten zabarvuje Skrob do modra.
Pokud jsou enzymy ptitomny, tak k barevné zméné nedochazi, jelikoz amylazy Skrob

hydrolyzuji na kratsi slouc¢eniny (Dextriny, maltéza) a ty s roztokem jodu nereaguji [2].
Hydrolyza kaseinu (diikaz proteaz)

Protedzy naruSuji petidové vazby mezi molekulami aminokyselin v proteinu kaseinu a tim
vznikaji pro bunky snadnéji vyuzitelné krat$i fetézce peptidl, dipeptidi az samostatné
aminokyseliny. Dtikaz pfitomnosti protedz se provadi na Petriho miskach s mléénym
agarem. Pokud po zaockovani a kultivaci mikroorganismu dojde k vytvofeni zony

projasnéni kolem kolonii, tak doSlo k proteolyze a reakce je pozitivni [2].
Hydrolyza lipidi (dikaz lipaz)

Lipazy Stépi esterickou vazbu mezi mastnymi kyselinami a glycerolem v molekulach
lipid. Tim usnadiiuji transport téchto latek do bunky. Dilkaz ptitomnosti lipdz se provadi
na Petriho miskach s tributyrin agarem. Pokud po zaoc¢kovani a kultivaci mikroorganismu

dojde k vytvoteni zony projasnéni kolem kolonii, tak je reakce pozitivni [2].
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Fermentace sacharida

U bakterii patii schopnost fermentovat sacharidy k dilezitym diikazovym reakcim. Pfi
tomto procesu dochazi bud’ ke vzniku plynt (CO,, H,) nebo organickych kyselin (kyselina
mlécnd a octova). Nékdy dochazi ke vzniku obou téchto produktli soucasné. Pomoci
indikatort pritomnych v kultivacnich padach Ize stanovit pfitomnost organickych kyselin.
Dochazi ke zméné pH pidy, coz ma za nésledek zmény barvy média (G¢inkem

indikator)[2].
Produkce sulfanu

Sulfan vznika napiiklad rozkladem sirnych aminokyselin cysteinu a methioninu nebo z
anorganicky vazané siry napiiklad ve formé sulfath (SO;?%) Ucinkem enzymu
thiosulfatreduktazy. Produkce sirovodiku je detekovana pomoci zelezitych soli obsazenych
v kultivaénich médiich, kdy vytvari cerny, nerozpustny sulfid zeleza [2]. Produkce sulfanu

je typicka pro nékteré bakterie rodu Salmonella a Proteus [5].
Dekarboxylace lysinu a ornitinu

Dekarboxylaci lysinu a ornitinu vznikd oxid uhli¢ity a organické zasady (kadevarin,
putrescin), které maji za nasledek alkalizaci kultivac¢nich ptd. Test probihd v obohacenych
pudach s pridavkem lysinu nebo ornitinu a barviva bromkresolu (indikuje zménu pH
zivného média). Funkce enzymil probiha lépe v anaerobnim prostiedi, a proto je médium
pfevrstveno sterilnim parafinovym olejem. Pii pozitivni reakci se piida zbarvi do tmaveé

cervene.
Salmonella spp., Klebsiella spp., E. coli jsou schopny $tépit lysin.

Enterobacter spp., Proteus mirabilis a Yersinia enterocolitica jsou schopny §tépit ornitin
[5].
Diikaz pritomnosti katalazy

Vétsina aerobnich a fakultativné anaerobnich bakterii pfi respiraci produkuje pro né
toxicky peroxid vodiku, a proto vytvaii enzym kataldzu [2]. K indikaci pfitomnosti enzymu
je vyuzivan 3% roztok peroxidu vodiku. Pomoci kataldzy rozkladaji bakterie peroxid na
vodu a kyslik. Test se provadi rozetfenim inokula pomoci sterilni klicky do kapky peroxidu

vodiku, ktery je nanesen na podloznim skle. Pozitivni reakci je tvorba bublin kysliku.

Pozitivni reakce vykazuji bakterie rodu Staphylococcus.
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Negativni reakci vykazuji bakterie mlééného kvaSeni (napt. rodu Strepfococcus nebo

Enterococcus) [5].
Diikaz pritomnosti ureazy

Ureaza je specificky hydrolyticky enzym, ktery §t€pi mocovinu na oxid uhli¢ity a amoniak.
Pro dikaz pfitomnosti tohoto enzymu se vyuziva ptida obohacena o mocovinu s piidavkem
fenolové Cervené (indikator alkalizace média)[5]. VyS$im obsahem amoniaku dochazi ke

zvyseni pH pldy a ta se zabarvuje do Cervena, coz znaci pozitivni reakci [2].

Uredzu produku;ji naptiklad bakterie rodu Proteus a Citrobacter|5].

1.2.2 Vyuziti standardizovanych testii pro identifikaci mikroorganismu

Kvili casové a materidlové naroCnosti nékterych béznych biochemickych testli se
vyuzivaji standardni komer¢ni testy (mikrotesty). Velkou vyhodou téchto testi je rychlejsi
a snadngjsi identifikace mikroorganismi [2]. Komer¢ni testy ve formé prouzka slouzi pro
jednotlivé reakce, kam patii naptiklad OXItest, VPtest, ONPtest. Testy ve form¢ soupravy
umoznuji testovat pies 20 riznych biochemickych reakci najednou. Mikrotitra¢ni desticky
s jamkami obsahuji dehydratovana diagnostickd média se substraty, do kterych se ockuji
suspenze (o objemu 0,1ml) cistych kultur o urcité koncentraci bunék. Po zhruba 24
hodinové inkubaci dochazi k barevnym zménam, které se odecitaji vizualn¢ nebo pomoci

spektrofotometru. Vysledky se po-té vyhodnocuji pomoci diferenciacnich tabulek nebo

pocitacovych programi [5].

Kazda souprava disponuje navodem, tabulkami pro zapisovani vysledki a pomocnymi
¢inidly (parafinovy olej). Soupravy jsou vyuzivany pro identifikaci bakterii z potravin

pudy, pitné a povrchové vody, apod. [2].
Piiklady nékterych standardizovanych testovacich systému

e ENTEROtest (slouzi k identifikaci G- fermentujicich tyc¢inek z celedi

Enterobacteriaceae),
e STAPHYtest (slouzi pro identifikaci stafylokokt a mikrokoki),
e STREPTO¢test (slouzi k rozliSeni streptokokul a enterokokil),
e ANAEROtest (slouzi pro identifikaci anaerobi),

e APItest (slouzi pro identifikace riznych kvasinek a pro G+ i G- skupiny bakterii)
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1.3 Kultivaéni metody
Kultivaéni metody studuji mikroorganismy jako kolonie dcefinych bunck vzniklych
délenim jedné bunky matefské. Principem kultivacnich metod je ziskat Cistou kulturu
mikroorganismti v dostateéném mnozstvi bunék pro mikrobiologické, biochemické a
biotechnologické vySetieni nebo pro uchovavani mikroorganismi. Pro kultivaci je

zapotfebi vhodného sterilniho Zivného média, kultivaéni naddoby, oCkovaci pomucky a

termostat pro udrzeni optimalni teploty ristu daného mikroorganismu [5].
Kultivaéni pidy

Obsahuji smés piirodnich nebo syntetickych latek, které jsou ureny k pomnozeni nebo

uchovani potiebnych kultur mikroorganismt [5].
Podle sloZeni délime pudy na:

e Syntetické pudy, u kterych je pfesné definovano jejich slozeni.

e Pfirozené Zivné pldy, u kterych ptesné sloZeni neni definovano [2].
Podle konzistence:
e Tekuté plidy, které jsou urceny zejména k pomnoZeni mikroorganismi. Nelze

z nich pfimo ziskat Cistou kulturu. Ptikladem téchto typt ptd je tfeba mléko nebo

bujon.
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e Polotuhé a tuhé pudy, které se ztuzuji piidavkem agaru nebo Zelatiny.

Mikroorganismy zde rostou ve form¢ kolonii [2].
Podle pouziti:

e Pudy pomnoZzovaci, které slouzi k pomnozeni mikroorganismt. Jedné se vétSinou o

pudy tekuté.

e Pidy univerzalni, na kterych diky jejich slozeni roste Siroké spektrum

mikroorganisma.

e Pudy selektivni, které svym slozenim zvyhodiuji rast wurcité skupiny

mikroorganisma.

e Puady transportni, které slouzi k udrzeni Zivotaschopnosti od odbéru do doby

zpracovani v laboratofich.

e Puady konzervacni, které slouzi pro udrzeni zivotaschopnosti mikroorganismi po

dlouhou dobu [2].
Ockovani

Jednd se o proces pfeneseni inokula do sterilni zivné pidy pomoci sterilnich néstroji
(klicka). Cely proces musi probihat ve sterilnich podminkach [5]. Toho je docileno praci

ve sterilnich boxech nebo v uzavienych mistnostech blizko plamene kahanu [6].
Kvantitativni metody

Principem je stanovit ve zkoumaném vzorku pokud mozno piesny po€et mikroorganismii.
Vysledkem je hodnota udavana v jednotkach KTJ v 1ml nebo 1g (KTJ = kolonie tvofici
jednotky)[5].

Ockovani metodou pielivu

Postupuje se tak, Ze je Iml suspenze napipetovan sterilni pipetou do prazdné, fadné
oznacené Petriho misky [2]. Pfi o€kovani vice fedéni nebo vice riiznych vzorki musi byt
kazdé naockovani provedeno jinou sterilni pipetou. Takto naockované inokulum je pfelito
rozpusténym a ochlazenym agarem na teplotu 45 °C. Agar spolu s inokulem je po-té
dikladn¢ promichan krouzivym pohybem a ptuda se nechd zatuhnout. Takto pfipravené
misky jsou ulozeny do termostatu dnem vzhtiru, aby na ptidu neztékala zkondenzovana

voda. V potravinarské mikrobiologii je tento zplsob velice Casto vyuzivan [5].
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Ockovani roztérem na tuhou pidu

V tomto piipadé postupujeme tak, Ze je 0,Iml suspenze napipetovéano sterilni pipetou do
Petriho misky s pfisluSnym zivahym médiem[2]. Takto naockované inokulum je co
nejrychleji roztirano pomoci sterilni, zahnuté, sklenéné tyCinky (tzv. hokejky) po celém
povrchu agaru dokud neni tekutina na povrchu pady viditelnd. Po vséknuti inokula do
agaru (cca 10 minut) se ulozi misky dnem vzhiru do termostatu. Pii ockovani vice fedéni
nebo vice riznych vzorkd musi byt kazdé naockovani provedeno jinou sterilni pipetou a

roztirani jinou hokejkou [5].
Kvalitativni metody

Tyto metody slouzi k detekci konkrétnich druhi mikroorganismii v daném vzorku.
Principem je pomnoZeni mikroorganismii v tekuté pidé a nasledné pieockovani na
selektivni pudy. Diky slozeni plidy je vysledkem narist typickych kolonii pro danou
skupinu mikroorganismi. Na zavér se potvrzuje pritomnost hledaného mikroorganismu

pomoci kultivaénich technik [5].

K¥izovy roztér

Nejprve je ze zkumavky se zkoumanou kulturou odebrana ¢ast kolonie pomoci sterilni
(vyzihané) klicky a ta je nanesena na zivnou pudu a rozetiena vodorovnymi pruhy. Dalsi
sterilni klickou je kultura od koncové €asti opét rozettena vodorovnymi pruhy. Tento krok

se opakuje jesté jednou. Pti Ctvrtém roztirani je fedéna kultura rozetfena od koncové ¢asti

tzv. hadkem, kde dochézi k ristu jednotlivych kolonii zkoumaného mikroorganismu.

Zihani klicky (2)

Zihani klicky (4)
Riist jednotlivych kolonif (5
© J. Kopecka, G. Rotkové

wrwv

Obrazek 2 - KiiZzovy roztér
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1.4 Stanoveni bakterii kultiva¢nimi metodami

1.4.1 Bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae

Jedna se o aerobni a fakultativné anaerobni, gram-negativni, nesporulujici tyCinky [7].
Hojné se vyskytuji ve vodach a v pudéch, ale jsou i Casto soucasti stfevni mikroflory
¢loveka a teplokrevnych zivocichi, kdy se pomoci vykalti dostavaji do vnéjSiho prostiedi
[1, 2]. Pro bakterie z této Celedi je typické to, ze fermentuji glukézu za tvorby kyselin,
plynii a také jsou oxidaza negativni [7]. Do této Celedi zahrnujeme rody jako: Proteus,
Salmonella, Shigella, Yersinia, Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter,

Serratia a mnoho dalSich [1].
Princip stanoveni Celedi Enterobacteriaceae (plotnova metoda)

V Petriho miskdch se dany objem tekutého vzorku (vychozi suspenze) a jejich
desetinasobnych fedéni zaléva agarovou zivnou padou. Jako zivné médium je vyuzivan
agar s krystalovou violeti, neutralni Cerveni, zlu¢i a glukézou (VRBG agar). Takto
zaoCkované Petriho misky se inkubuji aerobné pii 37 °C po dobu 24 hodin. Z poctu
vyrostlych (charakteristickych) kolonii se stanovy pocet téchto bakterii v 1 mililitru nebo 1

gramu (KTJ v 1g, Iml) [2, 7].

1.4.2 Koliformni bakterie

Jednd se o skupinu bakteridlnich rodd patficich pod celed Enterobacteriaceae, kdy
vSechny tyto bakterie vykazuji na Zivnych pldach podobné vlastnosti jako Escherichia
coli. Bakterie spadajici do této skupiny jsou aerobni nebo fakultativné anaerobni gram-
negativni ty¢inky, které nemaji sporotvorné vlastnosti. Tyto bakterie se vyskytuji jak ve
vngjSim prostiedi, tak jsou rovnéz soucasti stfevni mikroflory lidi a teplokrevnych zvifat.
Vyznamné jsou piedev§im diky své termolabilité¢, diky cemuZ jsou vyuzivany jako
indikéatory spravné provedené¢ho tepelného oSetfeni (pasterace) potravin. Také jsou
ukazatelem fekalniho znecisténi v potravinach a pitné vodé (mozna ptitomnost stfevnich
patogentl), spravného dodrZeni sanitacnich postupi ve vyrob€ a distribuci potravin.
Spole¢nym ukazatelem téchto bakterii je schopnost fermentovat laktézu za tvorby kyselin

aplynt.[1, 2, 7]
Princip stanoveni pritomnosti koliformnich bakterii

Urceny objem desetinasobného fedéni vzorku se zaléva Zivnym médiem v Petriho misce.

Ke stanoveni se vyuziva selektivni pidy VCZL agar, ktery obsahuje krystalovou violet’,
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neutrdlni Cerven, zlucové soli (inhibuji gram-pozitivni bakterie) a laktézu. Zaockovana
média s miskami se pro stanoveni pfitomnosti téchto bakterii v potravinach inkubuji pfi
teploté 30 °C po dobu 48 hodin. Z misek, na kterych 1ze dobie kolonie spocitat, tedy ty u
kterych bylo pouzito vhodné fedéni vzorku (v ptipadé prokazani pfitomnosti vyuzivame,
pokud to jde, co nejnizsi fedéni)a vypocte se jejich pocet v 1 ml nebo 1 g vzorku. Vysledek
se poté vyjadii v jednotkach KTJ (KTJ= kolonie tvofici jednotky) na 1 gram nebo mililitr

(v ptipad¢, Ze zkoumame tekuty vzorek).[1, 2, 7]

1.4.3 Patogenni mikroorganismy

Tyto mikroorganismy jsou puvodci alimentarnich infekci a intoxikaci, kdy vehikulem
muze byt pravé kontaminovand potravina, pitna voda, ale i kontaminované néastroje
v potravinaiskych provozech. Alimentarni infekce vyvolavaji mikroorganismy, které se
prostfednictvim potraviny nebo vody dostdvaji do traviciho traktu clovéka, kde se pomnozi
a vyvolaji onemocnéni. Patfi sem zejména nékteré bakterie rodu Salmonella, potom také
druhy bakterii jakymi jsou Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni
a dalsi. Alimentarni intoxikace jsou onemocnéni vyvoland zejména potravinami, ve
kterych se pomnozily bakterie a vlivem jejich metabolické aktivity dosSlo k nahromadéni
toxickych metaboliti (tzv. exotoxinll). Do této skupiny patii naptiklad bakterie, jakymi
jsou Bacillus cereus, Staphylococcus aureus a Clostridium botulinum. V Ceské republice
patii k zavaznym alimentarnim infekcim (z epidemiologického hlediska) predevs§im
salmonelozy. Co se ty€e alimentarnich intoxikaci, tak je kladen velky daraz hlavné na

stafylokokové enterotoxikozy [1, 2, 7, 8].

1.4.4 Bakterie rodu Salmonella

Bakterie rodu Salmonella jsou rozdéleny do dvou druhti a to na Salmonella bongori a
Salmonella enterica. Bakterie rodu Salmonella jsou gram-negativni, nesporulujici,
fakultativné anaerobni ty€inky, které zkvaSuji glukdzu, maltdzu, sorbitol, manitol za tvorby
plynu a kyselin. Ve vétsiné ptipadt jsou katalaza pozitivni, oxiddza negativni, jako zdroj
uhliku (kromé S. Typhi) vyuzivaji citraty, dekarboxyluji lysin, ornitin, arginin a tvoii
sulfan. Jedna se o patogeny, jejichz hlavnim rezervodrem je stievni trakt ¢loveka i zvitat,
ale 1 ve vné&jSim prostiedi (ve vodé a pud¢) jsou schopny piezivat i n€kolik tydnti. Bakterie
tohoto rodu jsou schopny rist pti teplotdch v rozmezi +5 az 47 °C a pH 4 az 9. K usmrceni
bakterii dochazi pii teplotach nad 70 °C (pasterace) a pii koncentraci soli nad 9%. Aktivita

vody pod 0,92 mé na tyto bakterie bakteriostaticky ucinek [1, 2, 7, 8].
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Princip stanoveni
Stanoveni tohoto rodu bakterii vyzaduje 4 na sebe navazujici kroky.

Prvnim je jejich pomnoZeni v neselektivni pudé (napf. peptonova voda), kdy vzorek

nechdme inkubovat aerobné pii 37 °C asi 20 hodin.

Druhym krokem je pomnozeni v selektivnich tekutych ptidach (dle Rappaporta a
Vassiliadise se s6jou — RVS a ptida dle Miillera a Kauffmanna s tetrathionanem a
novobiocinem - MKTTn). Po prvni inkubaci Cast vychozi suspenze pieneseme do
zkumavky s puidou RVS a ponechdme aerobn¢ inkubovat pifi 42 °C po dobu 1 dne.
Zaroven dalsi ¢ast vychozi suspenze (z prvniho kroku) pfeneseme do zkumavky s ptidou

MKTTn a inkubujeme aerobné pii 37 °C po dobu 1 dne.

Ttfetim krokem je izolace jednotlivych kolonii, kdy se pomnozené bakterie zaockuji na
pevné selektivni pady (XLD, BGA). Nechaji se inkubovat aerobné pii 37 °C po dobu 1 —
2dnu.

W

Ctvrtym krokem je konfirmace a hodnoceni vysledkl, kdy se vybere nékolik kolonii
typickych pro rod Salmonella, na kterych se provede fada biochemickych a sérologickych
testdl. Podle zjisténych vysledkl se nasledné potvrdi nebo vylouci pritomnost bakterialniho

rodu ve vzorku [2, 7].

1.4.5 Escherichia coli 0157

Bakterie Escherichia coli patii do ¢eledi Enterobacteriaceae. Jedna se o anaerobni ty€inky,
které jsou béZnou soucasti zaZivaciho traktu vétSiny teplokrevnych zvifat, ale i ¢lovéka.
Sérotyp Escherichia coli 0157 zptisobuje velmi vazné zanéty tlustého stieva. K prenosu na
Clovéka nejcastéji  dochdzi bud® kontaminovanymi, nebo nedostatecné tepelné
opracovanymi potravinami zivociSného ptivodu (napf. nepropecené hovézi maso). DalSimi

zdroji ndkazy mohou byt nepasterizované mlééné vyrobky [2, 7].

Tento sérotyp se od béznych Escherichia coli 1i$1 urCitymi biochemickymi vlastnostmi.
Mezi vyznamné rozdily, kterymi se od ostatnich odliSuji, patii jejich neschopnost
fermentovat D-sorbitol a také to, Ze postradaji enzym B-D-glukuroniddza. Dal§im
rozdilnym faktorem je jejich Spatna reprodukce nad 43 °C(jejich optimum je od 30 — 42
°O)[7].
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Princip stanoveni
Podobn¢ jako u salmonel stanoveni vyzaduje 4 po sobé jdouci kroky.

Prvnim je pomnozeni. Vzorek se necha homogenizovat v modifikovaném bujonu se sdjou,
pfidavkem novobiocinu a enzymaticky natravenym kaseinem (mTSB + N). Néasledné se

vzorek nechd inkubovat pti 41,5 °C po dobu 18 — 24 hodin [7].

Druhym krokem je separace zkoumanych baktérii pomoci imunomagnetickych castic, na

jejichz povrch byla nanesena protilatka vici antigenu O157 [7].

Ttetim krokem je izolace na MacConkey agaru a druh¢ selektivni ptidé (napt. chromogenni
agar). Zaockované pudy se ponechaji inkubovat pti 37 °C po dobu 18 — 24 hodin [7].

W

Ctvrtyma poslednim krokem je konfirmace sorbitolu negativnich kolonii z pudy CT-
SMAC(kolonie se jevi jako priihledné, bezbarvé az svétle Zlutohnédé s primérem asi 1
mm) a typickych kolonii z druhé kultiva¢ni pidy na zakladé tvorby indolu a aglutinace s
antisérem vuci antigenu O157. Diky takto ziskanym vysledkiim se potvrdi nebo vylouci

pfitomnost tohoto sérotypu E. coli ve vzorku [7].

1.4.6 Bakterie rodu Campylobacter

Bakterie tohoto rodu jsou gram-negativni mikroaerofilni tyCinky (vyZaduji v prostiedi
nizky obsah kysliku, dusiku a oxidu uhli¢itého), které patii do ¢eledi Campylobacteraceae.
Jsou to ptvodci onemocnéni tzv. kampylobakterioz. Tyto bakterie redukuji nitraty,
nefermentuji sacharidy a jsou také oxiddza pozitivni s negativni reakci na indol. Nékteré
bakterie rodu Campylobacter jsou tzv. termotolerantni (maji schopnost rlst pfi vyssi
teploté, kolem 42 °C). Patfi, jsem napt. C. jejuni a C. coli. Tyto termotolerantni druhy se
beézné vyskytuji v sttevnim traktu domaécich, ale 1 volné zijicich zvifat. Pfenos na ¢loveka
je bud’ pfimy (pfimym kontaktem se zvifetem) nebo nepifimy (pomoci kontaminované

vody, syrovym masem, atd.)[2, 7].

Rustova teplota kapylobaktera se pohybuje v rozmezi 30 — 45 °C, ale napt. C. jejuni je pii
chladirenskych teplotach a dostatecné vlhkosti schopen ptezivat 1 nékolik dni (i
mrazirenské teploty dobfe zvlada) [2]. Limitujici hodnota aktivity vody pro rast je 0,98
(hodnoty pod 0,95 zplsobuji jejich devitalizaci). Optimalni pH pro jejich rlst je pfi
neutralnim pH, ale jsou schopny reprodukce i pii hodnotach od 4,9 do 9 pH. Koncentrace

soli prevySujici 1,5 % ma pro né baktericidni ucinek [7].
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Princip stanoveni termotolerantnich druhi

Testovany vzorek se zaoCkuje do tekuté selektivni pudy (bujon dle Boltona), ve které se
nechaji bakterie pomnozit. Inkubace probihd v anaerostatu nejdiive pii 37 °C po dobu 4 — 6
hodin a nasledn¢ pfi 42 °C po dobu 48 hodin. Tim ziskdme kultury, které se zaockuji do
Petriho misek na dvé rizné pevné selektivni pidy,mCCD agar (modifikovany
deoxycholatovy agar s aktivnim uhlim a cefoperazonem) a druhy agar napi. podle
Karmaliho. Misky se nasledné nechaji inkubovat 42 °C po dobu 48 hodin a zjistujeme, zda
jsou piitomny charakteristické kolonie. Pokud ano, tak jich par vybereme a provede se fada
biochemickych testli (napt. oxidazovy test atd.). Nakonec ziskame vysledky, které bud'to

prokazuji pfitomnost nebo neptitomnost zkoumanych bakterii ve vzorku [7].

1.4.7 Listeria monocytogenes

Tento druh bakterie patii do rodu Listeria a Celedi Listeriaceae. Jedna se o gram-pozitivni
fakultativné anaerobni tyCinky, které 1ze nalézt ve stfevnim traktu zvitat, v pidé nebo ve
vod¢. Listeria monocytogenes je patogenni bakterie, kterd vyvolavd u lidi 1 zvifat
onemocnéni zvané listeridza. Nej€astéjSim zdrojem ndkazy jsou kontaminované potraviny
a to predevsim syrova zelenina a syrové mléko. Tato bakterie je schopna se rozmnozovat
v Siroké Skale teplot a to od 0 do 45 °C (optimum se pohybuje kolem 35 °C).
Z hygienického hlediska je zavazna pravé jeji schopnost pfezivat a mnozit se 1 pii

chladirenskych teplotach. OvSem vystaveni teplot nad 70 °C je pro ni smrtici [2, 7].
Princip stanoveni

Stanoveni L. monocytogenes v potravinach se provadi kvalitativné, kdy se bud’to potvrdi
anebo vyvrati jejich pfitomnost ve zkoumaném vzorku. Stanoveni zahrnuje 4 jednotlivé

navazujici kroky - primarni pomnoZeni, sekundarni pomnozeni, izolaci a konfirmaci [2].

ZkouSeny vzorek se nejdiive (primdrn€) pomnozi v tekuté selektivni piidé (bujon podle
Frasera), kdy se ponechd inkubovat 24 hodin pfi 30 °C. Tim je ziskana kultura, ktera se
necha sekundarné¢ pomnozit opét v tekutém bujonu (bujon podle Frasera) a inkubovat
anaerobné pii 37 °C po dobu 24 — 48 hodin. Z prvniho i druhého pomnozeni je nasledné
provedeno pieockovani na dvé pevné selektivni pidy. Agar podle Ottavianiho a Agostiho
(ALOA agar) a dalsi jakoukoliv selektivni pidu (napt. PALCAM agar). Takto zao¢kované

misky se nechaji inkubovat aerobné pii 37 °C po dobu 24 — 48 hodin. Po inkubaci se
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zjistuje pritomnost suspektnich kolonii L. monocytogenes a provede se jejich konfirmace.

Vysledkem je dikaz jejich pfitomnosti nebo neptitomnosti ve zkoumaném vzorku [2, 7].

1.4.8 Clostridium perfringens

Bakterie rodu Clostridium jsou gram-pozitivni striktn€é anaerobni sporotvorné tycinky.
Tyto bakterie mizeme bézné najit v pudeé, ve vode a ve stfevnim traktu zvifat i lidi. Dle
antigenll se déli do 5 skupin znacenych pismeny A az E, z nichz nejvice alimentdrnich
otrav vyvolava prave sérotyp A. Bakterie jsou schopny riist v rozmezi teplot od 10 — 60 °C
(optimalni teplota se pohybuje kolem 45 °C). Pti pusobeni teplot nad 70 °C dochézi
k usmrceni veSkerych vegetativnich forem, ale spory dale ptfezivaji. Ty byvaji usmrceny
pusobenim mnohem vysSich teplot. Naptiklad u metody tepelného oSetfeni zvané UHT
(Ultra High Temperature), kdy se potravina vystavi teplotdm nad 135 °C po dobu 1-2
vtefin. Zdrojem ndkazy pro ¢lovéka mize byt napt. poziti nedostatecné tepelné osetfeného

jidla nebo sekundarn¢ kontaminované maso (nevhodnou manipulaci) [2, 7, 8, 9].
Princip stanoveni

Do Petriho misek se zaockuje vychozi vzorek suspenze a jeho nékolik desetindsobnych
fedéni, které se zaleji selektivni kultivacni piidou (TSC — Tryptose Sulfite Cycloserin). Po
zatuhnuti pudy jesté¢ kazdou misku pfevrstvime tou samou kultivani pidou. Nasledné se
misky nechaji anaerobn¢ inkubovat pti 37 °C po dobu 18-22 hodin. Pokud doslo k nardstu
charakteristickych ernych kolonii, tak se vybere par misek, kde jsou kolonie dobte
pocitatelné. Z téch se potom vybere né€kolik kolonii ke konfirmaci, kdy se provedou
biochemické testy (napf. schopnost fermentace laktdozy nebo redukce sific¢itanu). Z poctu
potvrzenych suspektnich vyrostlych kolonii se vysledek vyjadii v jednotkdch KTJ v 1 ml
nebo 1 g vzorku [2, 7].

1.4.9 Bacillus cereus

Bakterie druhu B. cereus jsou gram-pozitivni fakultativné anaerobni ty¢inky. Dobfe rostou
v teplotach od 7 do 45 °C, kdy se jejich optimalni teplota pohybuje kolem 30 °C. Diky
jejich schopnostem rist v Siroké Skale teplot a vytvaret spory, které jednoduSe odolavaji
pasteranim teplotam, je obtizné ziskat témito bakteriemi nekontaminovanou potravinu.
Bakterie tohoto druhu Ize jednoduse nalézt v padé¢ (na zbytcich rostlin), hnoji a v krmivech
hospodatskych zvitat. Pro ¢lovéka jsou nebezpecné zejména tim, Ze produkuji toxiny, které

zpusobuji alimentarni intoxikace. Zdrojem nakazy pro ¢lovéka muze byt vdechnuti spor
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z ovzdusi, konzumace nedokonale tepelné oSetienych konzerv nebo Spatné skladovanych
chlazenych potraviny (pfi teplotdich nad 10 °C dochazi k vykli¢eni spor). K usmrceni
veskerych vegetativnich forem postaci pasteracni zéhiev (teplota nad 70 °C po dobu min.
10 minut), ale k usmrceni spor je zapotiebi pouzit steriliza¢nich teplot (metoda UHT)[2, 7,

9].
Princip stanoveni

Do Petriho misek s obsazenou selektivni ptidou (MYP agar) se naoCkuje urcity objem
vzorku. Zaockované misky se poté nechaji inkubovat aerobné pii 30 °C po dobu 24 — 48
hodin. Nésledné¢ se na né€kolika vyrostlych pro bacilus charakteristickych koloniich
provede konfirmace (napf. test hemolyzy na krevnim agaru). Po ovéfeni identifikace se

pocet téchto kolonii vyjadii v jednotkadch KTJ v 1 mililitru nebo 1 gramu vzorku [2, 7].

1.4.10 Staphylococcus aureus

Bakterie druhu Staphylococcus aureus jsou gram-pozitivni fakultativné anaerobni koky.
Dokazou se dobfe rozmnozovat v teplotach od 10 do 45 °C, pficemz jejich optimalni
teplota se pohybuje okolo 35 °C. Jedna se o docela odolny druh bakterie, ktery je schopen
ptezivat pifi nizké vodni aktivité¢ (aw 0,86), je schopen odolavat teplotam nad 60 °C po
dobu né¢kolika minut a snasi dobfe i vyssi koncentrace soli a to kolem 18% NaCl (je tzv.
halotolerantni). S. aureus miizeme najit v prachu, vod¢, ale také na klzi a sliznicich
Clovéka. Proto casto dochazi ke kontaminaci potravin pracovniky, ktefi maji néjaka
hnisava poranéni rukou a manipuluji s potravinami, at’ uz pii zpracovani nebo baleni
potravin. Tento druh bakterie se fadi mezi tzv. patogenni mikroorganismy, ktery zptsobuje
u lidi i zvifat celou fadu zanétlivych onemocnéni (naptf. hnisavé zéanéty kuze). Pfi
vhodnych podminkédch miize v kontaminovanych potravinach vyprodukovat enterotoxiny,

které jsou ptivodci tzv. stafylokokové enterotoxikézy [2, 7, 9].
Princip stanoveni

Stanoveny obsah vzorku se v Petriho miskach rozetfe na selektivni zivné pad€. Pro
stanoveni S. aureus se vyuziva tzv. BP (Baird parker) agar. Tato piida obsahuje zloutkovou
emulzi a telluri¢itan, ktery spolu s obsaZzenym chloridem sodnym inhibuje nezadouci
mikrofloru. Obsazeny pyruvat sodny a glycin naopak podporuji vyhradné rist S. aureus.
Zaockované misky se nechaji inkubovat pii 37 °C po dobu 24-48 hodin. Poté se sectou
veskeré typické kolonie pro S. aureus, které tvoti ¢erné lesklé vypouklé kolonie se zonou

projasnéni (ta je zpusobena proteolyzou zloutku). Celkovy pocet téchto kolonii se vyjadii
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v jednotkdch KTJ v 1 mililitru nebo 1 gramu vzorku. Pro stanoveni enterotoxinl

produkovanych S. aureus se vyuzivaji imunologické metody, napi. ELISA [1, 2, 7].

1.4.11 Cronobacter sakazakii

Jedna se o gram-negativni, nesporulujici, fakultativné anaerobni, koliformni bakterii rodu
Cronobacter pattici do Celedi Enterobacteriaceae. Bézné se vyskytuje ve stfevnim traktu
zvitat, ale v lidském stfevé se zpravidla nevyskytuje. Tato bakterie je plivodcem
meningitidy. Tato nemoc je velmi nebezpecna zvlasté pro kojence, kdy zdrojem nékazy

Cr. sakazakii byva Casto susené kojenecké mléko [7].
Princip stanoveni

Nejdiive se vzorek zaockuje do tekuté neselektivni pudy, jakou je napt. pufrovana
peptonova voda. Inokulovany vzorek se inkubuje pii 37 °C po dobu 16 - 20 hodin. Tim
ziskame kultury, které se preockuji do selektivni tekuté pidy — mLST (ta obsahuje
vankomycin, ktery inhibuje nezadouci mikrofléru). Pieockovany vzorek se necha
inkubovat pti 44 °C ptiblizn¢ 24 hodin. V dal$im kroku nésleduje pteockovani na misky s
pevnou chromogenni pidou, napt. Enterobacter sakazakii izolaéni agar. Misky se poté
nechaji aerobné inkubovat24 hodin pii 44 °C. Na zavér se zjiStuje, zda jsou pfitomné
typické kolonie Cr.sakazakii se zlutym pigmentem, popt. se provedou biochemické testy
pro ovéteni spravnosti a vysledkem je tak potvrzeni nebo vyvraceni ptitomnosti téchto

bakterii ve vzorku [7].

1.4.12 Bakterie rodu Legionella

Bakterie rodu Legionella jsou gram-negativni aerobni nesporulujici ty¢inky. Tyto bakterie
muzeme najit napt. v prirodnich vodnich nadrzich, primyslovych vodach a znecisténych
podzemnich vodach. Neoxiduji a nefermentuji glukozu a jejich optimalni teploty pro rust
se pohybuji od 25 - 43 °C. VSechny druhy bakterii rodu Legionella jsou potencionalné
patogenni. Jsou plivodci nebezpenych onemocnéni tzv. legionel6z a pro lidi s oslabenou
imunitou mohou byt i smrtelné. Zdrojem nakazy byvaji rozvody teplé vody, vody

v jezerech, potoky [9, 10].
Stanoveni

Stanoveni se provadi na pidach, které obsahuji aktivni uhli pro detoxikaci peroxidi
pfitomnych v pad¢. Typickou piidou pro stanoveni legionel je BCYE agar, ktery je slozen

z kvasni¢ného extraktu, zdroj cysteinu, z pyrofosfatu zelezitého a aktivniho uhli. Optimalni
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pH agaru (pH 6,8 — 7,0) udrzuje specialni pufr ACES. Agar miize byt obohacen o
vankomycin (antibiotikum), ktery inhibuje rist doprovodnych mikroorganismi. Misky
s inokulovanym vzorkem se inkubuji pfi 36 °C béhem 7 dnt, kdy se prvni odecet provadi

po 3 dnu a potom kazdy dalsi den spolu s posouzenim vysledku [9, 10].

1.4.13 Bakterie rodu Shigella

Bakterie rodu Shigella jsou gram-negativni, fakultativné anaerobni, nesporulujici ty€inky,
které patii do ¢eledi Enterobacteriaceae. Rod Shigella je geneticky podobny rodu E. coli,
ale na rozdil od n¢j jsou shigely naptiklad schopny dekarboxylovat lysin. Shigely jsou
soucasti sttevniho traktu cloveéka. Tyto bakterie jsou pivodci stfevniho onemocnéni zvané
shigel6za neboli bacilarni uplavice. Pienos na ¢lovéka je zptisoben zejména fekalné-oralni
cestou, kdy si naptiklad pracovnik ve vyrobé potravin po pouziti toalety dostate¢né

neumyje ruce a pii manipulaci s potravinami tak dojde k jejich kontaminaci [9, 11].

1.5 Imunologické metody

Metody jsou zaloZeny na urcitych reakcich mezi protildtkami a antigeny. V potravinaiské
mikrobiologii jsou tyto metody hojné vyuzivany zejména k detekci mozné piitomnosti
nebezpecnych patogennich mikroorganismi a jejich toxinG spolu s toxiny plisni v
potravinach. Jako antigen se oznacuje molekula, kterd je v téle schopna produkovat
protilatky. Protilatky jsou latky proteinového charakteru produkované B-lymfocyty jako
reakce imunitniho systému na vniknuti cizich mikroorganisma do téla. Nevyhodou téchto
metod byva vznik falesné pozitivnich vysledka. To je zpiisobeno predevsim doprovodnou
mikroflorou, kterd mulze zkiizené reagovat s protilatkami. Proto se provadi neselektivni
pomnozeni zkoumaného vzorku jesté pred detekci. Nejznamé;jsi a nejvyuzivanéjsi metodou

je ELISA [5, 12].

1.5.1 ELISA

Podstatou této metody je vazba mezi specifickym antigenem a protilatkou, kterd je vzdy
upevnéna na pevném nosi¢i (mikrozkumavce) a znafend enzymem. Enzym Stépenim
substratu vyvola barevnou zménu. Kone¢né vyhodnoceni se poté provadi vizudlné nebo
spektrofotometricky [5, 12]. Princip metody je uveden na obrazku ¢. 3 (Princip metody
ELISA).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 28
VZTEEK KONJUGAT SUBSTRAT
| ®
i ©
@ “\@

Y Y Y

IMOBILIZACE PROTILATEK

ol o

4
®

TYY

LLL

fiﬁiﬁi

\AAd

VAZBA CILOVYCH

: VAZBA ENZYMATICKY ENZYMATICKA ZMENA
ANTIGENU ZNACENYCH PROTILATEK SUBSTRATU NA BAREVNY
PRODUKT

Obrazek 3 — Princip metody ELISA

Princip stanoveni
1) Protilatky se upevni na pevném nosici.
2) Ptida se vzorek a necha se inkubovat (vznika vazba antigen — protilatka).
3) Po inkubaci se vzorek promyje, ¢imz se odstrani piebytecny (nenavazany) antigen.

4) Ptida se druhd protilatka (musi se vazat na stejny antigen) s kovalentné ptipojenym

enzymem.

5) Poté se opét vzorek inkubuje a po inkubaci promyje, ¢imz se zbavi prebyte¢nych

protilatek s navazanym enzymem.

6) Na zavér se pifidd substrat a dojde k reakci, kterd je katalyzovana piitomnym
enzymem. Po probéhnuti reakce se provede vyhodnoceni (vizudlné nebo

spektrofotometricky.

1.6 Metody molekularni biologie

Metody molekuldrni biologie maji oproti klasickym kultivaénim metodam fadu vyhod.
Mezi ty nejzésadnéjsi patii zkraceni Casu potfebného k identifikaci mikroorganismd,
vysokaé citlivost a presnéjsi taxonomické zatfazeni (Celed’, rod, druh,...). U kultivacnich
metod to miZe byt otdzkou nckolika dnii, ale i vice nez tyden. Principem téchto metod je
detekce urCitych nukleonovych kyselin (RNA, DNA) danych mikroorganismi. Mezi

nejzndméjsi metodu patii tzv. PCR(Polymerazova fetézova reakce) [2, 5].

1.6.1 Polymerazova retézova reakce

Tato metoda funguje na principu pomnozeni (amplifikace)specifickych tusekit DNA v

podminkach in vitro. Nejdiive je potfeba uvolnit a vyizolovat nukleovou kyselinu ze
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zkoumaného vzorku napf. metodou fenolové extrakce. Poté mize probéhnout namnozeni
DNA (amplifikace) a jeji identifikace. Samotnd amplifikace probiha ve tfech krocich, které
se nekolikrat opakuji [1, 2, 5].Princip metody je uveden na obrazku ¢. 4 - Polymerdzova

retezova reakce — amplifikace DNA.

Nejdiive dochéazi k denaturaci DNA diky piisobeni vysokych teplot kolem 96 °C, kdy se
dvousroubovice rozvolni a dostaneme tak dva jednovldknové fetézce. DalSim krokem je
tzv. hybridizace (annealing), pii které dohdzi k navazani primerd na zékladé
komplementarity bazi a to probiha za teplot v rozmezi 40 — 70 °C. Poslednim krokem je
elongace (extenze), ktera probihd pii teploté¢ kolem 72 °C, kdy enzym DNA polymeraza
prodluzuje nova vldkna DNA ve sméru od 3’OH konce. Enzym DNA polymeraza musi
béhem elongace odolavat vysokym teplotim, a proto je tento enzym ziskdvan
z termofilnich bakterii. Nejcastéji z bakterie Thermus aquaticus. Cely proces amplifikace
probiha v termocykleru, aby bylo mozné tidit zmény teplot v prubehu jednotlivych reakei.
Produkty PCR (amplikony) je mozné vizualizovat pomoci agarové gelové elektroforézy
nebo pomoci riznych barviv (ethidium bromid), diky kterym DNA fluoreskuje v UV
svétle[1, 2, 5].
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Obrazek 4 Polymerazova fetézova reakce — amplifikace DNA
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2 PRIRODNI ANTIMIKROBIALNI LATKY

V dne$ni dobé je na potravindisky primysl vyvijen ¢im dal tim vétsi tlak ze stran
spotfebiteli na to, aby byly vyrdbény potraviny sco nejdelsi dobou trvanlivosti
s minimalnim mnozstvim konzervacnich latek. Zaroven spotiebitelé vyzaduji, aby pokud
mozno veskeré konzervacni latky, nezbytné pro udrzeni nezavadnosti potravin, byly
ptirodniho charakteru. To ovSem neni uplné jednoduché, protoze takové konzervacni latky

musi splitovat fadu kritérii, jako naptiklad: [13, 14]

- Pisobit co mozna proti nejvétsimu mnozstvi druhii bakterii (hlavné patogennim),

plisni a kvasinek.
- Vykazovat mikrobidlni u€inky i pfi vysSich teplotach (byt termostabilni).
- Jejich pfitomnost a mnoZstvi by v potravinach mélo byt snadno méfitelné.
- Neméli by vykazovat toxické U€inky.
- Nesmi negativn¢ ovliviiovat senzorické vlastnosti potravin (aroma).
- Ponechat si konzervacni schopnost i pii nizkych koncentracich.

- Vneposledni fadé¢ musi byt takové slouCeniny snadno extrahovatelné a dobie

kultivovatelné [13, 14].

OvSem nalézt pfirodni slou€eninu, ktera by spliiovala vSechna vySe uvedena kritéria je
takika nemozné. Proto se v potravinaiském pramyslu vyuziva kombinace uc¢inkti ptirodni
antimikrobidlni latky spolu s vlastnostmi potravin (napf. nizké pH), tepelnym
opracovanim, vhodnym zplisobem baleni (naptf. baleni v ochranné atmosféfe) nebo se
vyuziva kombinace U¢inkli vice konzervaénich (antimikrobialnich) latek. Dal§imi zpiisoby
vyuziti pfirodnich antimikrobidlnich latek pro ochranu potravin je jejich aplikace

v konzervacnich aktivnich obalech nebo tvorba jedlych povlakt [13].

Pfirodni antimikrobidlni (konzervac¢ni) latky jsou produkovany rostlinami, ZivoCichy a
mikroorganismy (houby, bakterie), jako sekundarnimi metabolity, které v organismu plni
obrannou funkci. Prave rostliny jsou nejhojnéjSim zdrojem téchto antimikrobialnich latek.
V soucasnosti zname vice nez 1300 rostlin, ze kterych bylo extrahovano ptfes 30 000
sloucenin vykazujici antimikrobidlni G¢inky. Mnoho znich je obsaZeno v potravindch,
které pfes den b&€zné konzumujeme. MiZeme je nalézt napiiklad v kotfeni (oregano,

tymidn, bazalka, rozmaryn, pepf,...) nebo v bylinkach (Salv¢j, mata,...). Bohatymi zdroji
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jsou i ovoce (slupky z bandnu, pomerance, jablka, také citrusy,...) a zelenina (Cesnek,

cibule,...)[13, 14].
2.1 Antimikrobialni latky produkované mikroorganismy

2.1.1 Nisin

Nisin je komeréné pouzivanou konzervacni latkou s antimikrobidlnimi ucinky, ktera se
jako ptisada v potravinach pouziva od roku 1953 [13]. Patii do skupiny latek nazvanych
bakteriociny. Bakteriociny jsou bakteriemi produkované peptidy, u kterych byl prokazan
antibakteridlni ucinek. Nisin je produkovéan bakteriemi mlééného kvaSeni Lactococcus
lactis subsp. lactis. Jeho struktura se skladd z 34 aminokyselinovych zbytkii (obrazek 5)

[13, 15].

Obrazek 5 — Struktura nisinu

Mechanizmus piisobeni

Vytvati pory v bunéénych membranach, ¢imz dochazi k uvoliiovani intracelularnich iont
ven z builky. To ma za nasledek ztraty pfenosu pomoci protonového gradientu. DalSim
mechanismem U¢inku je schopnost nisinu inhibovat syntézu peptidoglykanti [13, 15].
Vyroba

Nisin se vyrabi fermentaci za udrzeni optimalniho pH a teploty pro BMK (bakterie
mlécéného kvaseni). Jako médium se vyuzivd mléko s ptidavkem sachardzy, kterd slouzi

jako zdroj uhliku. Po fermentaci se nisin odd€li od média napiiklad pomoci membranové
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filtrace. Poté se vysrazi piidavkem soli a ndsledné¢ se metodou rozpraSovani vysusi [13,
15].

Vyuziti

Nisin ptisobi baktericidné proti gram-pozitivnim sporotvornym bakteriim (Bacillus cereus,
Clostridium perfringens). Z tohoto hlediska se pfidava do potravin, které byly oSetfeny
pusobenim vysokych teplot nad 130 °C (napt. UHT mléko) a tim se vyrazné snizuje riziko
kontaminace nezadoucimi sporotvornymi bakteriemi [13, 15]. ,,Jeho pouziti v n¢kterych
mlécnych vyrobcich, jako napi. zrajici a tavené syry, pudinky a krémy je legislativné

omezeno.“[18].

Nisin také pusobi bakteriostaticky proti nékterym patogennim bakteriim pienosnych

potravinami (napt. Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus) [13, 15].

2.1.2 Pediocin

Tento bakteriocin je produkovan nékterymi kmeny z rodu Pediococcus. Jde o termostabilni
bakteriocin, ktery je charakteristicky plisobenim zejména proti bakteriim rodu Listeria.
Mechanismus u¢inku je podobny jako u nisinu. Napadd cytoplazmatickou membranu
bakterii a vytvaii vni pdry, coZz md za nasledek poruchu propustnosti a naruseni

membranového potencialu [13, 15].
Vyroba

Pediociny jsou metabolity produkované bakteriemi rodu Pediococcus. Jsou ziskavany
fermentaci substratu obsahujici glukdzu nebo sacharozu. Pii fermentaci je pro co nejvyssi
produkci bakteriocinil potieba sledovat koncentraci kysliku béhem procesu. Pfi vysokych
nebo naopak nizkych koncentracich mize dojit k hromadéni biomasy, coz ma negativni
vliv na vytéznost [15].

Vyuziti

Bakterie rodu Pediococcus (produkujici pediociny) se pfirozené vyskytuji v mnoha
potravinach, jako napt. v kysaném zeli, uzenych syrech a mase. Pro minimalizaci vyskytu

Listeria monocytogenes v potravinach mohou byt pediociny pifidavany do mletého

hovéziho masa, rybich filet [13, 15].
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2.1.3 Natamycin

Natamycin je komeréné vyuzivand konzervacni latka pfirodniho pavodu. Tato
antimikrobiadlni latka je produkovana bakteriemi Streptomyces natalensis a nékolika
dalSimi ptibuznymi druhy. M4 Siroké spektrum pisobeni proti kvasinkam a plisnim,

naopak nevykazuje Zadnou antibakterialni aktivitu [13, 15].
Mechanizmus G¢inku

Vaze se na ergosterol obsazeny v membranach plisni nebo kvasinek, kdy blokuje funkci
sterolu v membran¢ a dochazi tak k usmrceni bunky. Naproti tomu bakterie ergosterol
v membran¢ nemaji a tak tedy proti nim nevykazuje zddnou antibakteridlni aktivitu [13,

15].

aHG

HO OH

NH,

Obrazek 6 — Struktura Natamycinu
Vyroba

Priimyslové se natamycin vyrabi submerzni fermentaci média na cukerné bazi s naslednou
extrakci pomoci organického rozpoustédla (butanol). Po vysraZeni a néasledném suSeni se
ziskaji bilé krystaly, které jsou z poloviny tvofeny ¢istym natamycinem [15].

Vyuziti

Vyuziva se hodné jako aditivum do fermentovanych potravin hlavné kviili tomu, Ze plisobi
aktivné proti plisnim a kvasinkam a neucinkuje proti bakteriim. V soucasnosti se vyuziva
k oSetieni povrchi syrd, klobas a je také ptidavan do napoji (dzusy, pivo, vino), kde plni

funkci konzervacni latky [13, 15, 18].
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2.1.4 Reuterin

Reuterin  neboli  B-hydroxypropionialdehyd je organickou latkou s Sirokym
antimikrobidlnim spektrem pisobeni. Jedna se o meziprodukt bakterii druhu Lactobacillus
reuteri, které byly nalezeny v zazivacim traktu zvitat i lidi. Mzeme je nalézt i v nékterych
potravinach, jako napfiklad v mléénych vyrobcich nebo v mase. Reuterin vykazuje fadu
dilezitych vlastnosti, jakymi jsou odolnost proti plsobeni vysSich teplot a mnoha
enzymum (protézy, lipazy), plsobeni proti fadé gram-pozitivnim 1 gram-negativnim
bakteriim (hlavné piisobi proti patogennim mikroorganismiim). Piesto vSechno neni

prozatim schvalen jako ptidatna latka do potravin [13].

2.2 Rostlinné antimikrobialni latky

Rostliny byly lidmi pro 1écebné ucely vyuzivéany jiz od pradavna. Jiz staii Egyptané pred
nékolika tisici lety ucelné péstovali byliny pro jejich 1écebné ucely a nabozenské ritualy.
V pribéhu déjin lidstva se byliny a exotické druhy koteni dovazely do riznych ¢asti svéta,
kde se péstovaly nejdiive pro jejich vzhled (jako okrasné rostliny). Vyspélejsi civilizace se
postupné zacali vice zajimat o moznych 1écebnych tcincich téchto bylin a pokousely se tak
extrahovat z téchto bylin jejich G¢inné slozky. Dodnes nejpouzivanéj$imi zptisoby extrakce
jsou destilace vodni parou nebo lisovani spojeno s extrakci tékavym rozpoustédlem
(hexan). Zvoleny postup extrakce ma veliky vyznam pro vysledné chemické sloZeni a tim
padem dochazi i k ovlivnéni antimikrobidlnich vlastnosti extraktu. Chemické slozeni
extraktil je také zavislé na misté vyskytu a doby sklizné rostlin. Naslednym rozborem
téchto rostlinnych extraktl pomoci modernich metod plynové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie bylo dodnes zjisténo vice nez 30 000 sloucenin vykazujici antimikrobidlni

ucinky. Nékteré z nich byly schvaleny pro pouZiti v potravinach[13, 16].

2.2.1 Thymol a Karvakrol

Jsou slozkami esencialnich olejii ziskanych extrakei napf. z oregana nebo tymianu. Obé
latky kromé antimikrobidlnich G€inkli vykazuji 1 antioxida¢ni vlastnosti a jsou si strukturné
dosti podobné (lisi se pouze polohou hydroxylové skupiny na fenolovém kruhu), viz

Obrézek & 6[13, 19].
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Thymol je jednou znejvice zastoupenych slozek esencidlnich olejli extrahovanych
z Tymianu obecného (Thymus vulgaris). Vykazuje antimikrobidlni, antioxidacni,
antimikrobidln¢ napt. proti Staphylococcus aureus (MIC = 225-310 pg/ml), Escherichia
coli (MIC = 225-5000 pg/ml). Antimikrobidlni mechanizmus plsobeni neni zcela znam,
ale vi se, ze n¢jakym zplsobem naruSuje permeabilitu membran, ¢imz dohazi ke ztraté
membranového potencidlu (napi. unikem draselnych iontd). Oreganové extrakty
vykazovaly MIC (minimalni inhibi¢ni koncentraci) proti Lysteria monocytogenes jiz

v mnozstvi 0,5 — 1 % [13, 19].

Karvakrol vykazuje synergicky uc¢inek spolu s nisinem, kdy zesiluje jeho antimikrobidlni

pusobeni proti L. monocytogenes nebo Bacillus cereus. [13].

OH

Thymol

OH

Carvacrol

Obrazek 7 - Struktura Karvakrolu a Thymolu
2.2.2 Borneol

Borneol je jednou z antimikrobialnich latek obsaZenych v extraktech z Salvéje 1ékarského
(Salvia officinalis) a rozmarynu Iékafského (Rosmarinus officinalis). Vykazuje
antibakterialni u¢inek proti gram-pozitivnim i gram-negativnim bakteriim. Velice ¢innou
baktericidni latkou vici L. monocytogenes se ukézal 0,5 % extrakt z rozmarynu. Studie
prokazaly bakteriostatické U¢inky kombinovaného extraktu z rozmarynu a oregana vici
Escherichia coli 0157:H7 v syrové mrkvy. ,,V kombinaci rozmarynového extraktu spolu
s nisinem dochazi k vyraznému posileni jak baktericidnich tak i bakteriostatickych u¢inka

vuci Listeria monocytogenes a Bacillus cereus v boloniské omacce.“[13].
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2.2.3 Vanillin

Vanillin (4-hydroxy—3—-methoxybenzaldehyd) je majoritni slozkou vanilkového extraktu,
ktery se ziskava z Vanilla planifolia. Tento aldehyd je pfidavan do mnoha potravin, jako
nealkoholické népoje, zmrzlina, Cokoladda, sirupy, pudinky a mnoho dalSich. Studie
prokdzaly antimikrobidlni uc€inky wvanillinu proti mnoha plisnim a gram-pozitivnim

bakteriim (mimo BMK) [13].

2.2.4 Eugenol

Eugenol (2-methoxy — 4-alylfenol) je hlavni slozkou ze skupiny fenolt, ktera je obsazena
v oleji z hiebicku (Syzygium aromaticum). Jde o lehce nazloutlou kapalinu, ktera vykazuje
proti mnoha druhtim bakterii, jako naptiklad Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

Bacillus cereus, inhibiéni G¢inky v rozmezi 12,5 — 50 mg - ml~1 (vyjadieno jako MIC)

[21].
- 0 ,\w"éjf\ﬁ
HO X

Eugenol

Obrazek 8 — Struktura eugenolu

Mechanizmus uéinku

,Piedpoklada se, Ze hydroxylova skupina na eugenolu se vaze na proteiny a brani plisobeni

enzymu u bakterii Enterobacter aerogenes.” [21].

2.2.5 Skoficovy aldehyd

Skoficovy aldehyd neboli 3 — fenyl-2-propenal patii k hlavnim slozkdm skoficovych
olejii[21]. ,,Skofice obsahuje 0,5-1,0% tékavého oleje, z nichZ 75% je skoticovy aldehyd a
8% eugenolu.“[13].V pfirodé pievldda trans forma tohoto aldehydu, coz je doZluta
zabarvena kapalina se silnou skoficovou vini. Skoficovy aldehyd je podle amerického
ufadu FDA (Food and Drug Administration) klasifikovan jako bezpecna latka schvalena
pro pouziti v potravinach. Skoficovy aldehyd inhibuje rist fady druhti kvasinek, plisni a
bakterii, jako napt. Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus.
Minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC) aldehydu vii¢i zminénym bakteridlnim druhiim se

pohybovala v rozmezi 0,78 — 12,5mg - ml~1.[21].
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=

Skoricovy aldehyd

Obrazek 9 — Struktura skoticového aldehydu

Mechanizmus uéinku

Pti testech Gc¢inkl skotficového aldehydu na Sacharomyces cerevisiae doslo k poskozeni
cytoplazmatické membrany, coz zpusobilo vyliti bunééného obsahu ven zbunky a
nasledn€ jeji usmrceni. V dalSich testech na bakteriich druhu E. coli bylo prokazano ze

aldehyd vyrazné& snizuje hladinu bunécného glutationu [21].

2.2.6 Humulony

Humulony jsou organické kyseliny a patii k dalezitym slozkam chmele (Humulus lupulus),
které pivu dodavaji typicky hotkou chut. Analogy o a B téchto kyselin plsobi
antimikrobidlné€ proti gram-negativnim a gram-pozitivnim bakteriim. Hodné citlivé na tyto
analogy jsou bakterie mlécného kvaseni. Nevyhodou humulont je jejich hotké chut, takze
jejich pouziti mimo hotké potraviny (pivo) nebude tak rozsifené [13].

2.3 Zivo&isné antimikrobialni latky

2.3.1 Laktoperoxidazy

Jde o enzymy, které jsou béZznou soucasti slin a slz. V hojném poctu jsou zastoupeny 1
v mléce, kdy napt. v kravském tvofi az 1 % syrovatkovych bilkovin. Tyto enzymy

produkuji antimikrobiélni slou¢eniny pouze v pfitomnosti peroxidu vodiku[13].
Mechanizmus a¢inku

Cilem enzymu je naruseni spravné funkce cytoplazmatické membrany [13].

Vyuziti

V rozvojovych zemich se tyto enzymy diky bakteriostatickym ucinkim vyuzivaji

k prodlouzeni trvanlivosti tzv. surového mléka (8 hodin pii 30 °C) [13].
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Vyroba

V prumyslovém méfitku se laktoperoxidazy izoluji vysraZzenim kaseinu a naslednou

adsorpci syrovatkovych proteint iontovou vymeénou [13].

2.3.2 Laktoferrin

Jedna se o glykoprotein pievdzné obsazeny v mléce, ktery je schopny vazat zelezo a jiné
kovové ionty. Mimo mléko ho miizeme nalézt ve slindch, v pankreatické stave, slzach,
nebo v potu. Pripravky s obsahem laktoferrinu jsou komeréné dostupné v kapalnych nebo
suchych formach. Laktoferrin vykazuje slibné ucinky plsobeni v masnych vyrobcich.
Hydrolyzou laktoferrinu vznikd peptid laktoferricin, ktery vykazuje az 40 krat vyssi
antimikrobidlni aktivitu oproti laktoferrinu. Laktoferricin aktivné ptisobi proti fadé gram-
pozitivnich a gram-negativnich bakterii. Nevyhodou tohoto peptidu jsou vyssi vyrobni

naklady [13].

2.3.3 Lysozym

»lento enzymaticky protein byl objeven Alexanderem Flemingem v roce 1921% [22].
Lysozym je enzym obsazeny v proteinech vajecného bilku, slzéch, slindch a také je
produkovan nékterymi mikroorganismy a rostlinami. Slepi¢i vejce jsou bohatym zdrojem
lysozymu, kde se jeho obsah pohybuje kolem 3 mg/g. Enzym tvoii polypeptidovy fetézec
slozeny ze 129 aminokyselin, které jsou zesitovany disulfidovymi mistky. Lysozym
vykazuje minimalni aktivitu proti gram-negativnim bakteriim a to kvuli jejich vnéjsi
membrané obsahujici lipopolysacharidy. Oproti tomu v laboratornich podminkéch
vykazoval dobré antimikrobidlni vlastnosti proti bakteridlnim druhlim, jako Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum. V potravinach nese

oznaceni E1105 [13, 17, 18, 22].
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f-subdomain

helix C

halix A

Obrazek 10 - Struktura lysozymu
Vyuziti
Jde o celosvétove uzivanou (pro ¢loveéka) bezpecnou konzervaéni latku v potravinach. O
¢emz svéd¢i to, Ze ji povolila Svétovd zdravotnicka organizace (WHO). Jako
antibakterialni konzervaéni latka miize byt pfidavan do rybich a masnych produktti, mléka
a mlécnych produktil, ovoce a zeleniny. Lysozym ma také slibnou budoucnost v obalovych
technologiich potravin, jako soucast antimikrobidlnich biofilmi nebo nanomaterialnich

obal jejichz funkci je prodlouzeni trvanlivosti potravin [22].
Mechanizmus uéinku

Lysozym hydrolyzuje B-1,4 vazby mezi N-acetyl-d-glukosaminem a kyselinou N-

acetylmuramovou v peptidoglykanumureinu u gram-pozitivnich bakterii [17, 22].
Vyroba

BéZné pouzZivanym zplsobem pro ziskani lysozymu je jeho izolace a €isténi z bilkovin
vajec pomoci membranové separace, gelové filtrace, adsorpce. DalSim zpiisobem mize byt
piima krystalizace plisobenim redukcnich ¢inidel nebo namnozeni za vyuziti metod
genetického inzenyrstvi (rekombinantni metody) [22]. ,,Pouziti rekombinantniho lysozymu
muze byt U¢innou strategii k piekonani bakteridlni rezistence proti tzv. divokému

lysozymu.“[15].
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2.3.4 Protamine

Protamin je peptid, ktery vykazuje antimikrobidlni aktivitu proti fad¢ gram-pozitivnich,
gram-negativnich bakterii a proti kvasinkdm a plisnim. V Japonsku se vyuziva jako

konzervacni latka v Skrobu [13].

2.4 1ISO 16140

»Evropska a mezinarodni norma EN ISO 16140 poskytuje spolecny referencni protokol
pro validaci alternativnich metod a pro stanoveni obecnych zéasad pro jejich piipadnou
naslednou certifikaci. Tato norma se v soucasné dob¢ reviduje a jsou uvedeny hlavni

sméry.* [24]

»Podle Codex Alimentarius musi byt mikrobiologické kritérium zaloZeno zejména na

metod¢ detekce, kterd je relativné snadno proveditelnd, ale také spolehliva a ovéfend™.[24]

(,, Codex Alimentariusje podle prekladu z latiny "potravinarsky zakonik". Cilem Codex

Alimentarius je prosazovat ochranu spotrebitelu a usnadnit celosvetovy obchod s

potravinami prostrednictvim vypracovani potravinovych norem, kodexii spravné praxe a

dalsich pokynii. ©) [25]

(,,Alternativni metodu lze definovat jako metodu, ktera analyzuje pro dany rozsah stejny

cilovy vzorek jako vzorek naméreny odpovidajici referencni metodou a kterda spliuje
pozadavky, jakymi jsou: rychla analyza nebo odezva, musi byt snadno proveditelné nebo

automatizovatelné, vysledky stanoveni prinejmensim stejné dobré jako u referencni
metody. “)[24]

Struény popis normy

V prvni ¢asti normy jsou stanoveny zasady valida¢niho protokolu, které zahrnuji dvé faze:

1) Srovnéavaci studii alternativni metody s odpovidajici referenéni metodou,

provedenou jednou laboratofi.

2) Paralelné provedenou mezilaboratorni studii obou metod organizovanou laboratoti

odpovédnou za prvni fazi.

Norma definuje technickd pravidla pro tyto dvé faze, podle kazdého typu metody
(kvalitativni nebo kvantitativni). Pokud se vedle jejich technické validace pozaduje
certifikace metod, jsou pro tuto certifikaci stanoveny obecné zdsady. Podrobnosti o

organizaci certifikace poskytuji certifikacni organy ve svych certifikacnich pravidlech. [24]
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V druhé ¢asti se norma zabyva obecnymi zdsadami certifikace alternativnich metod tieti
stranou. ,,Uplatiluje se na mikrobiologickou analyzu kazdé potraviny urcené k lidské
spotiebé a spotieb¢ zvitat, jakoz 1 na analyzu vzorki z primarni produkce (Slechtitelského

prostiedi) a z prostfedi vyroby potravin a manipulace.“[24]

»Norma dale podrobné popisuje technicka pravidla pro validaci, které se skladaji z vybéru
souboru analytickych vykonnostnich kritérii. Pro kazdé kritérium norma stanovi definici,

experimentalni navrh, vypocty a interpretaci.*[24]

,»Hlavnimi uzivateli EN ISO 16140 jsou valida¢ni nebo certifikacni orgény a jejich
partnefi, zejména odborné laboratoie, které provadéji validaci zkuSebnich souprav na

zadost vyrobct souprav.“[24]
Shrnuti

V soucasnosti se Castéji analyzuje pomoci inovativnich technologii, protoze uvadi
vysledky mnohem rychleji, provedeni samotné analyzy je celkové snazsi a nevyzaduje tak
kvalifikovany personal, ktery by byl tieba u klasickych mikrobiologickych analyz. ,,Norma
EN ISO 16140 dava spotiebitelim jistotu, Ze vysledky ziskané pomoci inovativnich metod
budou stejné platné (stejné¢ dobré nebo lepsi), jako vysledky ziskané metodami klasické

mikrobiologie.* [24]
2.5 Utady pro bezpetnost potravin

2.5.1 FDA (Food and Drug Administration)

,Utad pro kontrolu potravin a 16¢iv odpovida za ochranu vefejného zdravi zajiténim
bezpecnosti a ucinnosti humdnnich a veterindrnich 1é¢iv, biologickych produkti a
zdravotnich prostiedkii spolu se zajisténim bezpecnosti potravin. Déle odpovida za
regulaci vyroby, uvadéni na trh a distribuci tabdkovych vyrobkll za Ucelem ochrany

vefejného zdravi a za sniZeni spotieby tabaku nezletilym.* [25]

»~FDA je zodpovédna za zlepSovani vefejného zdravi tim, ze pomaha urychlit inovace,
které zvysuji efektivitu, bezpe€nost a dostupnost 1ékaiskych produktli, a poméaha vetejnosti
ziskat pfesné védecké informace, které potiebuji k pouzivani zdravotnickych produkti a

potravin k udrzovani a zlepSovani jejich zdravi.” [25]
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GRAS

Jde o oznaceni piidatnych latek v potravinach, kdy GRAS je zkratka pro frazi - obecné
uznavana jako bezpecna. [25]

2.5.2 EFSA (European Food Safety Authority)

EFSA neboli evropsky tfad pro bezpecnost potravin je agentura financovana Evropskou
unii, kterd byla zalozena v roce 2002. ,,Tento ufad poskytuje nezavislé védecké poradenstvi

ohledné rizik souvisejicich s potravinami.“[26]

EFSA vydava upozornéni o mozném vzniku rizik spojenych s potravinami, kdy tato rizika
slouzi, jako pifedloha pro tvorbu evropskych ptedpisi. Ty jsou ve vysledku urceny

k ochran¢ spotiebitele.[26]
Utad se zabyva témito oblastmi:
- Bezpecnost potravin a krmiv
- Vyziva ¢lovéka
- Zdravi a spravné zdravotni podminky zvifat
- Zdravi rostlin [26]

,Dalsimi povinnostmi EFSA je shromazd’ovat védecké udaje a poznatky, poskytovat
nezéavislé a védecké informace v oblasti bezpecnosti potravin a informovat o svych

poznatcich vetejnost.“[26]

2.5.3 WHO (World Health Organization)

Svétova zdravotnicka organizace v oblasti bezpecnosti potravin ma za kol napomahat

¢lenskym statim budovat kapacity pro prevenci, detekci a fizeni rizik. [27]

,DiuleZitou roli zastupuje pfedevSim v poskytovani nezavislych védeckych hodnocenti rizik
(mikrobiologickych a chemickych), kterd tvofi zdklad mezinarodnich potravinovych
norem, pokynil a doporuceni, zndmych jako Codex Alimentarius, s cilem zajistit, aby jidlo

pochazejici odkudkoliv bylo bezpecné.« [27]
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Dalsimi ukony této organizace jsou napf-.:

Posuzovani bezpecnosti pouzivani novych technologii (nanotechnologie, geneticka

modifikace) pfi vyrob¢ potravin.
Napomahat v zavadéni infrastruktur pro fizeni rizik v oblasti bezpecnosti potravin.

Usilovat o zaclenéni bezpecnosti potravin do vnitrostatni politiky a programu

v souladu s mezinarodnimi zdravotnimi predpisy.[27]

10 pravidel pro bezpecnou konzumaci potravin dle WHO:

1)

2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)

9)

Nakupovat a pouzivat k ptipravé pokrmu potraviny, které jsou zdravotné

nezéavadné.

Zabezpecit dokonalé tepelné osetieni potravin.

Konzumovat jidlo co nejdiive po uvareni.

Uchovavat tepelné osetfené potraviny ve vhodnych podminkach.

Jiz uvatené potraviny pfed opétovnou konzumaci dikladn¢ ohtét.

Zamezit kiiZzové kontaminaci potravin (mezi syrovymi a uvafenymi potravinami).
Dbat na fadnou hygienu rukou pied manipulaci s potravinami.

Pti zpracovani a vateni potravin pouzivat dikladn¢ umyta kuchynska zatizeni.

Zamezit styku potravin s hmyzem, hlodavci a jinymi zvifaty.

10) Pouzivat pii vyrobé, zpracovani potravin pouze pitnou vodu.[27]
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ZAVER

Bézni spotiebitelé se v dneSni dobé snazi co nejvice vyhybat potravindm s obsahem
syntetickych konzervacnich latek. Jsou také odpurci potravin, na kterych je ve slozeni
uvedeno, ze obsahuji fadu tzv. écek. Nejspise v domnéni, ze se jedna o latky télu ne pfilis
prospésné a po zdravotni strance nejsou uplné vhodné ke konzumaci. Spousta téchto
konzumentt si vSak asi neuvédomuje, ze pravée pridatné latky nesouci E kod byly testovany
a odborniky schvaleny jako zcela bezpecné v mnozstvi, ve kterém se v potraviné nachazi.

Ovsem i v tomto odvétvi, jako v mnoha dalSich plati: ,,Na§ zadkaznik, nas pan®.

Proto se potravinaisky primysl musel vice zaméftit na vyuziti prirodnich konzervac¢nich
latek. To ale neni uplné jednoducha zélezitost, protoze 1 kdyz se jedna o latky ptirodniho
charakteru, tak nelze pouzit kazdou. Plati pro né stejné¢ podminky jako u téch syntetickych.
Musi byt odolné vici vysSim teplotam, vykazovat konzervacni Uinky jiz pii nizSich
davkach, nesmi pfi poziti pisobit toxicky a mnoho dalSich.

Pfirodni antimikrobidlni latky maji v posledni dobé ¢im dal tim vice moZnosti vyuziti.
S pokrokem techniky a roz$ifenim znalosti v oborech mikrobiologie a technologie uz
nejsou jen piimou soucasti potravin, ale s rozvinutim nanotechnologii mohou vytvéiet
polymerni slouceniny s antimikrobidlnimi vlastnostmi, které se vyuzivaji jako soucast
biodegradabilnich nebo inteligentnich oballi. Dal§im zpisobem muze byt napiiklad tvorba

jedlych ochrannych vrstev na povrchu potravin.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

PCR Polymerazova fetézova reakce
KTJ Kolonie tvofici jednotky

DNA Deoxyribonukleova kyselina
RNA Ribonukleova kyselina

ELISE Enzyme-LinkedImmunosorbentAssay
G+  Gram-pozitivni bakterie

G- Gram-negativni bakterie

UV  Ultrafialové zateni

BMK Bakterie mlé¢ného kvaseni

MIC Minimdlni inhibi¢ni koncentrace
FDA Food and Drug Administration
WHO World Health Organization

EFSA European Food Safety Authority
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